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Probiyotik mikroorganizmalarin insan sagligi iizerine pek c¢ok olumlu etkisi
bulunmaktadir. Bu etkilerin insanda gdzlenebilmesi i¢in her giin diizenli olarak belirli
miktarda probiyotik tiikketilmesi gerekmektedir. Bu nedenle probiyotik gidalarin varlig
biiyiik 6nem tagimaktadir. Bu gidalarin iiretiminden itibaren tiiketilene kadar gegen
depolama siiresinde canli probiyotik mikroorganizma sayisinin en az 1.0x10° kob/g
olacak sekilde korunmasi gerekmektedir. Ortam kosullarina olduk¢a duyarli olan
probiyotik mikroorganizmalarin bu siire¢ igerisinde canliliklarinin korunmasi saglikl
gida trendinin farkinda olan gida endiistrisinde asilmasi gereken zorluklardan biridir.
Enkapsiilasyon yontemi probiyotiklerin dis ortam kosullarindan korunmasinda etkili bir
yontemdir. Ayrica, bu organizmalarin mikroenkapsiilasyonu ile sindirim sistemi
kosullarindan belirli oranda korunmalar1 saglanarak bagirsaga ulasan canli probiyotik

sayisinin yiiksek tutulmasi da miimkiindiir.

Bu tez caligmasinda, bazi probiyotik mikroorganizmalarin mikroenkapsiilasyonu
gerceklestirilmis olup, elde edilen mikrokapsiillerin %100 portakal suyu ve %100 elma-
seftali suyunda kullanimi arastirilmistir. Bu kapsamda, probiyotik o6zelligi olan

Lacticaseibacillus rhamnosus GG (Lactobacillus rhamnosus GG, LGG) ve Escherichia



coli Nissle (EcN) suslarinin farkli polimerlerle mikroenkapsiilasyonu ger¢eklestirilmistir.
Elde edilen mikrokapsiiller daha sonra meyve suyuna eklenecegi i¢in asit toleransi yliksek
olan ksantan gam-jellan gam (XG-GG) ve sodyum aljinat-seliiloz asetat fitalat (ALG-
CAP) polimer karigimlar tercih edilmistir. Buna ek olarak, prebiyotiklerin probiyotik
canlilifinin korunmasina etkisinin gozlenmesi amaciyla polimer karisimlarina iniilin
(INU) de eklenerek (XG-GG-INU; ALG-CAP-INU) simbiyotik mikroenkapsiilasyon
gerceklestirilmistir. Probiyotik bakterilerin emiilsiyon metodu ile mikroenkapsiilasyonu
gerceklestirilmis  olup, enkapsiilasyon verimleri hesaplanmig ve elde edilen
mikrokapsiillerin morfolojik karakterizasyonu gerceklestirilmistir. Daha sonra,
enkapsiilasyon igleminin probiyotik canliligina etkisi sindirim sistemi simiilasyonu ile
belirlenmistir. Bu asamanin sonucunda elde edilen veriler ve meyve sularinin 6zellikleri
gdz Onlinde bulundurularak, meyve suyuna eklenmek icin en uygun mikrokapsiiller
secilmistir. Probiyotik mikrokapsiilleri meyve suyuna eklenmis ve ornekler 35 giin
boyunca 4 °C’de depolanmistir. Depolama siiresince meyve suyu drneklerinde bulunan
probiyotik canliliklarindaki degisim belirlenmistir. Ayrica, elde edilen probiyotik meyve

suyu orneklerinin kalite analizleri ve duyusal analizleri ger¢eklestirilmistir.

Sonu¢ olarak, emiilsiyon yontemiyle %80’in {izerinde verim ile enkapsiilasyon
gerceklestirilmis olup, elde edilen kapsiillerin mikron boyutunda ve diizensiz bigimde
oldugu belirlenmistir. Enkapsiilasyon isleminin, probiyotiklerin sindirim sistemi
kosullarindan korunmasinda etkili bir yontem oldugu belirlenmis; enkapsiilasyonda
kullanilan polimer konsantrasyonunun artmasi ile probiyotiklerin canliliginin olumlu
yonde etkilendigi gozlenmistir. LGG igeren meyve suyu Orneklerinde 35 giinliik
depolama siiresince canliligin korundugu gozlenirken, EcN iceren meyve suyu
orneklerinde 35. giinde belirlenen canli mikroorganizma sayist 10% kob/mL’nin altinda
kalmistir. 35. giiniin sonunda EcN mikrokapsiilii ve simbiyotik mikrokapsiilii iceren
orneklerdeki canli probiyotik sayisinin, serbest formda EcN iceren 6rneklerdekinden daha
yiikksek oldugunun belirlenmesi, enkapsiilasyon isleminin yalnizca sindirim sistemi
simiilasyonunda degil, ayn1 zamanda meyve suyu Orneklerinin depolanmasinda da
probiyotiklerin olumsuz ortam kosullarindan korunmasini sagladigini gostermektedir.
Depolama siiresince meyve suyu Orneklerinde kalite kriterleri agisindan onemli bir
degisiklik gdzlenmemistir. Bu ¢alisma ile LGG ve EcN mikrokapsiillerinin meyve suyu
orneklerinde kullanim olanaklari ortaya konmugstur. Probiyotik meyve suyu iiretimi i¢in
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ozellikle duyusal analiz sonuglarinin gelistirilmesine dikkat edilmesi gerekmektedir. Bu
calisma ile saglikli/fonksiyonel gidaya artan tiiketici talebinin ardindan yurt dis
pazarinda yerini alan probiyotik meyve sularinin tilkemizde de iiretilebilecegi ve yakin

gelecekte pazarda yerini alacagi sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Probiyotik bakteriler, Lacticaseibacillus rhamnosus GG,
Lactobacillus rhamnosus GG, LGG, Escherichia coli Nissle, EcN, Mikroenkapsiilasyon,
Simbiyotik mikroenkapsiilasyon, Emiilsiyon metodu, Taramali Elektron Mikroskobu,

Sindirim sistemi simiilasyonu, Probiyotik meyve suyu.
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ABSTRACT

MICROENCAPSULATION OF SOME PROBIOTIC BACTERIA AND
INVESTIGATION OF THEIR USE IN FRUIT JUICE

Sena CAKIR

Master of Science, Department of Food Engineering

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Remziye YILMAZ

January 2021, 102 pages

Probiotic microorganisms have many positive effects on human health. In order for these
effects to be observed in humans, a certain amount of probiotics should be consumed
regularly everyday. Therefore, the presence of probiotic foods is crucial. During the
storage period of these foods, the number of viable probiotic microorganisms should be
preserved to be at least 1.0x10° cfu/g. Preserving the viability of probiotic
microorganisms, which are very sensitive to environmental conditions, is one of the
challenges to be overcome by food industry, which is aware of the healthy food trend.
Encapsulation is an effective method to protect probiotics from harsh environmental
conditions during storage. In addition, by microencapsulation tecnology it is possible to
keep the number of viable probiotic cells reaching the intestine high by protecting them

from the gastrointestinal conditions.

In this thesis, microencapsulation of some probiotic microorganisms was carried out and
the use of these probiotic microcapsules in 100% orange juice and 100% apple-peach
juice was investigated. In this context, microencapsulation of Lacticaseibacillus
rhamnosus GG (Lactobacillus rhamnosus GG, LGG) and Escherichia coli Nissle (EcN)

strains with different polymers was held. Since the obtained microcapsules will be added
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to the fruit juice, polymer mixtures with high acid tolerance such as, xanthan gum-gellan
gum (XG-GG) and sodium alginate-cellulose acetate phthalate (ALG-CAP) were
preferred. In addition, synbiotic microencapsulation was performed by adding inulin
(INU) to polymer mixtures (XG-GG-INU; ALG-CAP-INU) in order to observe the effect
of prebiotics on preservation of probiotic viability. Microencapsulation of probiotic
bacteria was performed by emulsion method, encapsulation efficiencies were calculated
and morphological characterization of the microcapsules was performed. Then, the effect
of the encapsulation process on viability of probiotics was determined in simulated
gastrointestinal conditions. To decide the most suitable microcapsules to be added in fruit
juice, the properties of fruit juices and the results from gastrointestinal simulation are both
considered. Probiotic microcapsules were added to the fruit juice and samples were
stored at 4 °C for 35 days. Changes in probiotic viability in fruit juice samples were
determined during storage. In addition, quality analyzes and sensory analysis of the

probiotic fruit juice samples were performed.

As a result, the encapsulation was carried out with a yield of over 80% with the emulsion
method, with the capsules that are micron-sized and in irregular shape. It has been
determined that the encapsulation process is an effective method to protect probiotics
from simulated gastrointestinal conditions and the viability of probiotics was positively
affected by the increase in polymer concentration used in encapsulation. While the
number of viable cells were above 10 cfu/mL in all fruit juice samples containing LGG
during the 35 days of storage; the number of viable microorganisms determined on the
35" day in fruit juice samples containing EcN remained below 10° cfu/mL. The
determination of viability of probiotics in samples containing EcN microcapsules and
EcN synbiotic microcapsules at the end of the 35th day was higher than in samples
containing EcN in free form, shows that the encapsulation process not only provides a
protection from simulated gastrointestinal conditions, but also protects the probiotics
from severe environmental conditions during the storage of fruit juice samples. No
significant change was observed in terms of quality of fruit juice samples during storage.
In this study, the possibilities of using LGG and EcN microcapsules in fruit juice samples
were revealed. For probiotic fruit juice production, the focus should be on improving
sensory properties. With this study, it can be said that probiotic fruit juices, which take
their place in the foreign market after the increasing consumer demand for
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healthy/functional food, can be produced in our country and will take place in the market

in the near future.

Keywords: Probiotic bacteria, Lacticaseibacillus rhamnosus GG, Lactobacillus
rhamnosus GG, LGG, Escherichia coli Nissle, EcN, Microencapsulation, Synbiotic
microencapsulation, Emulsion method, Scanning Electron Microscope, Simulated

gastrointestinal system, Probiotic fruit juice.
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1. GIRIS

Probiyotikler, 2001 yilinda bir FAO/WHO panelinde, yeterli miktarda alindiginda konak
canlinin saghgi iizerinde olumlu etkileri olan canli mikroorganizmalar olarak
belirtilmistir [1]. Insan saglig1 iizerinde, bagirsak mikroflorasinin diizenlenmesi, patojen
bakterilerin gelismesinin engellenmesi, gidalarin biyoyararlanimimin artirilmasi,
allerjenlerin etkisinin azaltilmasi, immiin fonksiyonlarin desteklenmesi, kolesteroliin
diistiriilmesi, laktoz intoleransinin azaltilmasi ve enfeksiyona karsi direncin artirilmasi
gibi olumlu etkileri bulunan probiyotiklerin [2] bu etkileri gosterebilmesi, bagirsak

stvisina yeterli miktarda canli hiicrenin ulagsmasiyla miimkiin olmaktadir.

Ancak yapilan ¢alismalarda probiyotiklerin ¢evre sartlarina ciddi dl¢tide duyarl oldugu
ve canliliklari1 biiyiilk oranda kaybettikleri goézlenmistir. Probiyotiklerin gida
iiriinlerinde ve sindirim sisteminde canliliklarin1 korumalar1 {izerine gerceklestirilen
caligmalara gore; organik asitler, hidrojen iyonlari, molekiiler oksijen ve antibakteriyel
bilesenler gibi hasar verici kosullara maruz kaldiginda bu mikroorganizmalarin
canliliginda ciddi bir diisiis yasanmaktadir [3]. Probiyotiklerin ortam kosullarina
duyarlilig1, bu mikroorganizmalarin gida iiriinlerine islenmesini zorlastiran bir durumdur.
Ciinkii gidada depolandiklar1 siire igerisinde ortam kosullarindan etkilenerek
canliliklari1 kaybedebilmektedirler. Enkapsiilasyon, probiyotiklerin olumsuz ortam

kosullarindan etkilenmelerinin 6niine gecebilmek i¢in uygulanan bir yontemdir [4].

Bu tez calismasinda, probiyotik bakterilerin mikroenkapsiilasyonu gerceklestirilerek,
gidaya islendikten sonraki depolama kosullarina, sindirim sistemindeki pH
degisikliklerine ve enzimlere karsi bariyer olusturularak korunup, canliliklarint devam

ettirmesi amaglanmigtir.

Tiiketiciler, saglikli yasama yoneldikleri dl¢tide saglikli gida talep etmektedir. Bu durum,
probiyotik gidalar i¢in artan ilgiyi a¢iklamaktadir [5,6]. Ticari agidan probiyotikler igin
en iyi tastyicinin fermente siit iiriinleri oldugu belirtilmektedir. Gida piyasasindaki
probiyotik iirlinlerin biiyiik ¢ogunlugunu siit ve siit iirlinlerinin olusturmasi; intolerans,

alerji veya beslenme yonelimleri bakimindan siit ve siit liriinlerini tiiketmeyi tercih



etmeyen insanlarin probiyotik 6zellikteki gidalari tiiketmelerini sinirlandirmaktadir [7].
Bu bakimdan, probiyotik iiriin yelpazesinin siit ve siit lirlinleri disindaki triinleri de
kapsayacak sekilde genigletilmesi 6nem arz etmektedir. Probiyotiklerin meyve sularina
eklenmesi, probiyotik siit tirlinlerinin formiile edilmesinden daha karmagiktir. Bu durum,
meyve sularinda probiyotikler i¢in gereken serbest amino asitlerin eksikligi ve yliksek
asitlikten kaynaklanmaktadir. Buna ek olarak, siite eklenen probiyotiklerin asit ve safra
toleransinin meyve suyuna eklenen probiyotiklerinkinden daha yiiksek oldugu

belirtilmistir.

Mikroenkapsiilasyon, son yillarda insanlarin ihtiya¢ duydugu iyi beslenmeden uzun raf
omriine kadar farkli amaclar icin kullanilabilir. Ayrica, gida sanayii tarafindan tretilen
iriinlerin potansiyelini genisletmek ve {iriin portfoyiinii artirmak i¢in 6nemli ¢éziim
Onerilerinden biri olarak goriilmektedir. Mikroenkapsiilasyon belirli bilesenlerin
salimimin1 kontrol ederek gida sanayii i¢in raf dmriinii uzatma, lezzeti ve kaliteyi artirma,
tat veya kokular1 maskeleme, fonksiyonel icerik saglama, bilesen stabilitesi saglama,
icerik etkilesimini 6nleme, biyoyararlanimini arttirma gibi 6zellikler saglamasi nedeniyle
onemlidir. Enkapsiilasyon teknolojisi, probiyotik canlilig1 i¢in daha uygun olan anaerobik
kosullart saglamasit ve meyve suyundaki asidik kosullara karsi bariyer olusturmasi
bakimindan;  probiyotiklerin meyve suyundaki canliliklarinin  korunmasini
saglayabilmektedir [8]. Meyve sular1 gibi siit {lirlinii olmayan firiinler, siit {irlinlerine
tolerans gostermeyen veya vejetaryen olan tiiketiciler i¢in probiyotik yiyecekler iiretmeye
bir alternatif olarak goriilebilir. Bu baglamda, probiyotik meyve sulari, vitamin,
antioksidan ve polifenoller gibi insan sagligina pek ¢ok faydasi olan ¢ok miktarda saglikli
bilesenleri nedeniyle kesinlikle miilkemmel alternatif fonksiyonel besinler olarak kabul

edilebilir. Ayrica herhangi bir siit alerjeni icermezler.

Bu ¢aligmada kullanilan probiyotiklerden biri olan Lacticaseibacillus rhamnosus GG
DSM33156 (LGG) susu, 1985 yilinda ideal bir probiyotigin 6zelliklerini tasiyan bir
laktobasil susu arama c¢aligmalar: sirasinda yetiskin insan fekal numunesinden Sherwood
Gorbach ve Barry Goldwin tarafindan izole edilmistir. LGG, Gram-pozitif, spor
olusturmayan, cubuk seklinde, hareketli olmayan, Katalaz-negatif bir bakteridir.

Probiyotik bakteriler i¢in aranan ideal 6zellik mide asitligine ve safraya dayanabilmesi ve



sindirim sistemi kanalinda canli kalip bagirsagi kolonize edebilmesi oldugundan, bu
mikroorganizmalarin pH dayanikliliklari ¢ok 6nemli bir faktordiir. Bu sus, asit ve safraya
olan dayaniklilii, iyi gelisme karakteristigi ve bagirsak epitel dokusuna adhezyonu
sebebiyle probiyotik sus olarak belirtilmistir. LGG, ticari olarak ulasilabilir nitelikte
cesitli tirlinlerde kullanilmigtir. Susun faydali etkileri {izerine pek ¢ok klinik deneme ve

insanlarin dahil oldugu ¢alisma gerceklestirilmistir [9].

Calismada kullanilan diger bir probiyotik olan Escherichia coli Nissle 1917 (EcN) Prof.
Dr. Alfred Nissle tarafindan Almanya’da 1917 yilinda izole edilmistir. EcN, bir E. coli
susu olmasina ragmen giivenli bir probiyotiktir. Bazi patojen mikroorganizmalarinin
konak canliya adhezyonunu engeller [10]. EcN, bir¢cok sindirim sistemi ile ilgili
hastalikta; diyare, Crohn hastaligi, iltithapli bagirsak sendromu; tedavi amaciyla

kullanilmaktadir [10,11].

Aljinat, farkl: tipteki alglerden ekstrakte edilen bir lineer polisakkarittir. Kalsiyum aljinat,
probiyotik bakterilerin enkapsiilasyonunda siklikla kullanilmaktadir. Bakteri hiicreleri
etrafinda kolaylikla matris olusturabilmesi, tiikketiminin giivenli olmasi, ucuz olmasi,
yiiksek sicaklik uygulamasi gerektirmemesi ve bagirsakta tamamen ¢oziinerek hapsettigi
hiicrelerin salinimini saglamasi gibi avantajlar1 vardir. Asit toleransinin diigiik olmasi ve
asidik ortamda mekanik stabilitesini kaybetmesi bakimindan probiyotiklerin ortam
kosullarindan korunmasinda sinirl etkinlik gostermektedir. Ayrica, aljinatin olusturdugu
mikroyapilarin  gozenekli oldugu belirtilmistir [3]. Aljinatin baska polimerlerle
karigtirilmasiyla veya aljinat kapsiillerinin farkli bilesenlerle kaplanmasiyla bu
dezavantajlarin oniine gegilebilmektedir [6]. Seliiloz asetat fitalat, ilaglarin bagirsakta
kontrollii salinim1 amaciyla eczacilikta yogun bir sekilde kullanilmaktadir. Asidik pH’da
(5°den kiiciik) ¢oziinme 06zelligi olmayan bu polimer, pH’s1 6’dan biiyiik olan bazik
ortamda ¢Oziiniir 6zelliktedir [3]. Aljinat ve seliiloz asetat fitalat karistminin kullanildig:
bir probiyotik enkapsiilasyonu ¢alismasinda, konsantrasyonlari %0.5 ile %1 (a/h)
arasinda degisen seliiloz asetat fitalat ¢ozeltileri hazirlanmis; konsantrasyonlar1 %2.25 ile
%3 (a/h) arasinda degisen aljinat ¢ozeltileriyle karigtirilarak enkapsiilasyon denemeleri
gerceklestirilmistir. Asidik kosullardaki en iyi sonucu %3 (a/h) aljinat soliisyonu

icerisinde %1 (a/h) konsantrasyonunda seliilloz asetat fitalat bulunan formiilasyonun



verdigi belirtilmistir [12]. Bu caligmada, aljinatin asit toleransinin artirilmast ve
mikrokapsiillerin meyve suyundaki stabilizasyonunun saglanabilmesi amaciyla seliiloz

asetat fitalat da polimer ¢ozeltisine eklenmistir.

Ksantan gam ve jellan gam karisimi probiyotik enkapsiilasyon ¢alismalarinda daha once
kullantlmistir [3,13,14]. Bu karisimin, aljinattan farkli olarak asidik ortam kosullarina
direngli oldugu belirtilmistir. Kalsiyum iyonlari ile stabilizasyonu saglanabilmektedir [3].
Bir c¢alismada, jel olusturma sicakligmin diisiik tutulabilmesi i¢in diigiik
konsantrasyonlarda jellan gam ve ksantan gam c¢ozeltilerinin hazirlandig1; hazirlanan
%0.5’1ik jellan gam ¢ozeltisinden elde edilen kapsiillerin yumusak ve diizensiz sekilde
oldugu, bu ¢ozeltiye %0.5 ksantan gam ¢6zeltisinin eklenmesiyle kapsiil kalitesinin arttig1
ve kiiresel olusumun saglandigr belirtilmistir. Jellan gam, ksantan gam (%0.5-%1)
cozeltisiyle karigtirildiginda  bile kalsiyum  iyonlarmmin  yoklugunda  90.75
konsantrasyonuna kadar oda sicakliginda jellesme gostermemektedir. Bu durum, bakteri
cozeltisi ile gam c¢ozeltisinin mikroenkapsiilasyon isleminden Once kolaylikla
karistirilabilmesini saglamaktadir. Caligmanin sonucunda elde edilen verilere gore, %0.5-
%1 araligindaki jellan gam c¢ozeltisi ile, yine %0.5-%1 araligindaki ksantan gam
cozeltisinin probiyotik kapsiillerinin olusumu i¢in en iyi konsantrasyonlar oldugu

belirtilmistir [14].

S6z konusu suglarin enkapsiilasyonuyla elde edilen mikrokapsiillerin meyve suyundaki
stabilizasyonunun saglanmasi i¢in, enkapsiilasyon ajani olarak asit tolerans1 yiiksek olan
polimerler kullanilmistir. Bu dogrultuda, dncelikle ksantan gam-jellan gam ve aljinat-
seliiloz asetat fitalat karisimiyla ayr1 ayr1 enkapsiilasyon islemleri geceklestirilmistir. Elde
edilen mikrokapsiillerin SEM analizi ile morfolojik karakterizasyonlar1 yapilmis ve
sindirim sistemi simiilasyonunda en stabil {iriinii veren polimer konsantrasyonlar
belirlenmistir. Buna ek olarak, sonraki adimda, bu polimer kombinasyonlarina bir
prebiyotik olan iniilinin de eklenmesiyle simbiyotik enkapsiilasyon gerceklerstirilmistir.
Elde edilen simbiyotik mikrokapsiillerin de ayni sekilde SEM analizi ile morfolojik
karakterizasyonlart1  yapilmis ve  sindirim  sistemi  simiilasyonu  deneyleri
gerceklestirilmistir. Calismanin  ikinci kisminda ise; elde edilen probiyotik

mikrokapsiilleri ve serbest formdaki probiyotikler %100 ibareli meyve suyuna ilave



edilmistir. Hazirlanan meyve suyu numuneleri 35 giin boyunca depolanmis, bu depolama
stiresinde belirli araliklarda probiyotik canliligindaki degisim belirlenmistir. Ayrica,
probiyotik meyve suyu 6rneklerinin kalite analizleri ger¢eklestirilmis olup, duyusal kabul

edilebilirliginin belirlenmesi i¢in duyusal analizler yapilmistir.

Tiirkiye’de 2018 yilinda kisi basi tiiketim miktar1 yaklagik 10 litre olan [15] ve tiimiiyle
meyveden elde edilen % 100 meyve sulari ile birden fazla meyveden olusan meyve sulari
icin biiyiiyen bir pazar bulunmaktadir. Meyve suyu sektdriiniin yeni ve saglikli tirlinlere
olan ihtiyaci nedeni ile kiigiik ¢capta mikrokapsiil olusturabilmesi ve gerekli goriildiiglinde
bliylik kiitlelerde iiretim yapilabilmesine olanak vermesi bakimindan, tez ¢alismasi
kapsaminda emiilsiyon yontemi ile probiyotik bakterilerin enkapsiilasyon iglemi
gerceklestirilmigtir. Farkli konsantrasyonlardaki aljinat-seliiloz asetat fitalat polimerleri
ve ksantan gam-jellan gam polimerleriyle farkli enkapstilasyon deneyleri yapilarak, hangi
polimer kombinasyonuyla elde edilecek probiyotik mikrokapsiillerin meyve suyuna

islenmesinin daha uygun olacag: ¢alisma kapsaminda tartigiimastir.

Probiyotik meyve suyu iiretimi ulusal ve uluslararasi pazarlar i¢in de 6nemli ekonomik
faaliyettir. Bu nedenle, iiretilen ve yeni bir {iriin olarak meyve suyu sektdriiniin ilgisini
cekecek probiyotik meyve suyu ayrica saglikli gida arayisinda olan tiiketici talebini

karsilayabilir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Probiyotikler
2.1.1. Tanimi ve Genel Ozellikleri

Probiyotikler, konak canlinin bagirsaginda yeterli sayida bulundugunda, iirettikleri
metabolitler ile konagin sagligi ilizerine olumlu etkiler olusturan, immiin sistemini
giiclendiren, patojenlerle rekabet haline girerek adhezyonlarin1  engelleyen

mikroorganizmalardir.

Probiyotik terimi, ¢ogunlugunu bakterilerin olusturdugu ve bazi mayalarin da dahil
oldugu mikroorganizmalar grubunu icermektedir. Laktik asit bakterileri, laktik asit
bakterisi olmayan diger baz1 bakteriler ve bazi mayalar probiyotik olarak

adlandirilmaktadir.

Laktik asit bakterileri, insan gastrointestinal sisteminde olusturdugu yararh etkilerden
dolayr bilinen en Onemli probiyotiklerdir. Genellikle aerobik olmayan kosullarda
yasayan, bazen aerobik kosullarda da canliliklarini siirdiirebilen, Gram-pozitif
bakterilerdir. Lactococcus lactis, Enterococcus faecium gibi diger laktik asit bakterileri,
Escherichia coli Nissle gibi laktik asit bakterisi olmayan bakteriler ve Saccharomyces

cerevisiae, Saccharomyces boulardii gibi bazi mayalar probiyotik olarak kabul

edilmektedir [6].

Probiyotiklerin etkisi susa Ozgiidiir [16]. Her probiyotik tiirli, saglik iizerine farkl
faydalar1 olan ¢esitli suslar1 kapsamaktadir. Probiyotiklerin faydalari, {iretilen asitlere
ve/veya bakteriyosinlere, patojenlerle rekabet halinde olmalarma ve immiin sistemi

kuvvetlendirmelerine baglanmaktadir [17].

Probiyotiklerin doz seviyesi de yine mevcut susa bagli olmakla birlikte, giinde 10°-107

kob/g alinmasi yeterli kabul edilmektedir.



Probiyotiklere, gida iiriinleri, kapsiil ve tablet gibi ¢esitli formlarda ulasilabilmektedir.
Viicuda alinan probiyotiklerin insan bagirsak mikroflorasinda olumlu etkilerini
gosterebilmesi igin gastrointestinal sistemden gecerken maruz kaldigi olumsuz

ortamlardan canli olarak kurtulabilmesi gerekmektedir.

2.1.2. Probiyotik Bakterilerin Calisma Mekanizmasi

Probiyotiklerin, immiin sistemi kuvvetlendirme, kolesterolii diisiirme, laktoz toleransini
artirma ve bazi kanser tiirlerinden koruma gibi etkileri oldugu belirtilmistir [5].

Probiyotiklerin etkileri 3 kategoride siniflandirilabilir.

Birincisi, konagin savunma sisteminde yaptig1 degisiklik: Enfeksiyon hastaliklarinin
tedavisinde ve bu hastaliklardan korunmada, ayrica bagirsaktaki inflamasyonlarin
tedavisinde 6nem tagimaktadir [18]. Probiyotikler; iirettikleri metabolitler, hiicre duvari
bilesenleri veya DNA ile immiin sistem iizerinde etki gosterirler. Spesifik reseptorlerin
varligindan dolay1 konak hiicreler bu iiriinlere karsi hassasiyet gostermektedir [19].
Hedefteki hiicreler, genellikle bagirsak epitel hiicreleri ve bagirsakla iligkili bagisiklik
hiicreleridir. Probiyotikler ile konagin bagisiklik hiicreleri arasindaki etkilesimin, sinyal

akisini tetikleyerek immiin sistemde degisiklige neden oldugu diisiiniilmektedir [20].

Ikinci mekanizma; patojen ve/veya kommensal olabilecek diger organizmalar {izerindeki
direkt etkiler: Probiyotiklerin patojenler ile rekabet edebilme yetenekleri vardir ve bu

sekilde patojenlerin bagirsakta adhezyonunu engelleyebilmektedirler [21].

Son olarak; probiyotiklerin toksinler gibi mikrobiyal iirlinleri, konagin irettigi safra
tuzlar1 ve gida bilesenleri gibi iirlinleri etkileme yeteneklerinin var oldugu bildirilmistir

[22].

2.1.3. Simbiyotik: Probiyotik ve Prebiyotik Kombinasyonunun Olumlu Etkileri

Prebiyotikler, yeterli miktarda tiiketildiginde, kolonda smirli sayida bulunan yararh

mikroorganizmalarin geligmesini ve/veya aktivitesini artiran, insanlar tarafindan



sindirilemeyen gida bilesenleri olarak tanimlanmaktadir [23]. Probiyotiklerin etkilerini
gosterebilmeleri icin bagirsaga ulasana kadar canliliklarin stirdiirebilmeleri ve bagirsakta
belirli bir sayida bulunmalari gerekmektedir. Prebiyotikler de bu organizmalarin
gastrointestinal sistemde hayatta kalabilmesini, barsakta tutunabilmesini ve

geligebilmesini destekleyen gida bilesenleridir.

Simbiyotik kavrami da; probiyotiklerin konagin bagirsaginda tutunmasini ve canliligini
stirdiirmesini, bagirsakta sinirli sayida bulunan yararli bakterilerin gelisimini ve
metabolizmalarinin aktif hale gelmesini destekleyen, probiyotik ve prebiyotik karisimi
olarak tanimlanmaktadir. Simbiyotik, sadece probiyotik-prebiyotik karigimini degil ayni

zamanda bu iki bilesen arasindaki sinerjiyi de ifade etmektedir [23].

2.1.4. Lacticaseibacillus rhamnosus GG ve Escherichia coli Nissle Bakterilerinin

Ozellikleri

Calismada, bagirsak hastaliklarinin tedevisinde kullanilan Escherichia coli Nissle ve
probiyotik amagli en ¢ok tercih edilen mikroorganizma olan Lacticaseibacillus
rhamnosus GG’nin enkapsiilasyonu gergeklestirilmistir. Bu mikroorganizmalardan
Lacticaseibacillus rhamnosus GG (LGG) 1985 yilinda ideal bir probiyotigin 6zelliklerini
tasityan bir laktobasil susu arama caligmalar sirasinda izole edilmistir. ATCC, 53103
kodlu bir LGG susunu iiretmeye baslamistir. Fakat Chr. Hansen markasinin iirettigi LGG
susunun genomik sekansinin ATCC 53103 ile ayni olmadigr 2019 yilinda ortaya
konmustur. Bu sebeple Chr. Hansen markasina ait LGG susu DSMZ kiiltiir
koleksiyonunda 33156 koduyla saklanmaktadir [24].

LGG, Gram-pozitif, spor olusturmayan, ¢ubuk seklinde, hareketli olmayan, katalaz-
negatif bir bakteridir. LGG kiiltiire alindiginda fark edilebilir bir tereyagimsi kokuyla
kremsi beyaz koloniler olusturur. LGG suslarin1 ayirt etmede kullanilabilecek bir yontem,
Gram boyasinda olusturduklar1 ¢it seklindeki yapilardir ve bu yapilar diger
laktobasillerde olusmaz. Yapilan kimyasal testlere gore sellobiyoz, friiktoz, glukoz,
mannitol, mannoz, melezitoz, ramnoz, riboz, salisin, sorbitol, trehaloz ve ksilozu

fermente edebilirken; laktoz, maltoz, sakkaroz, amigdalin, arabinoz, eritrol, glikojen,



inositol, melibiyoz ve affinoz gibi maddeleri fermente edemez [10]. Probiyotik bakteriler
icin aranan ideal 6zellik mide asitligine ve safraya dayanabilmesi ve sindirim sistemi
kanalinda canli kalip bagirsagi kolonize edebilmesi oldugundan, bu mikroorganizmalarin
pH dayanikliliklar1 ¢ok dnemli bir faktordiir. Goderska ve arkadaslar1 (2003) tarafindan
yapilan ¢aligmanin bulgularma gore; LGG pH 7.0 degerinde canliligini1 72 saat boyunca
baslangictaki miktarda korurken, pH 2.0 degerinde ilk 24 saatte baslangi¢c miktar1 2/3

oraninda azalmis; 48 saatte sifira diigmiistiir [25] .

Calismada kullanilan diger probiyotik olan Escherichia coli Nissle (EcN), bir E. coli susu
olmasina ragmen giivenli bir probiyotiktir. EcN, Gram-negatif bir bakteridir ve serotip
06:K5:H1 olarak smiflandirilir. EHEC, Salmonella, Yersinia enterocolitica, Shigella
flexneri, Legionella pneumophila, Listeria monocytogenes, Candida albicans,
Clostridium  perfringens  mikroorganizmalarinin  saldirilarim1 ve  konakgiya
baglanmalarina limitasyon saglar [10]. Prof. Alfred Nissle tarafindan EcN kullanilarak
hazirlanan probiyotik ilag Mutaflor 1917 yilinda piyasaya arz edilmistir ve hala
kullanilmaktadir [11]. EcN; diyare, Crohn hastaligi, irritabl bagirsak sendromu gibi

sindirim sistemi ile ilgili bircok hastalikta tedavi amagl kullanilmaktadir [10,11].

2.2. Enkapsiilasyon
2.2.1. Tanim ve Hedefi

Enkapsiilasyon, bir bilesenin bir materyal igerisine hapsedilerek birka¢ nanometreden
birkac milimetreye kadar biiytikliikte partikiillerin elde edilmesini saglayan mekanik veya
fizikokimyasal bir proses olarak tanimlanmistir [6,17]. Biyoaktif bilesenlerin
enkapsiilasyonu; oksidatif reaksiyonun kontrolii, kontrollii salinimin saglanmasi, raf
omriiniin uzatilmasi, aroma ve koku bilesenlerinin maskelenmesi gibi gida
endiistrisindeki  pek  ¢ok uygulamada  kullanilabilmektedir.  Probiyotiklerin
enkapsiilasyonu ise kontrollii salinimdan ziyade canli hiicrelerin olumsuz ortam

kosullarindan korunmasina yoneliktir [6].

Probiyotiklerin enkapsiilasyonunda iki problemle karsilasilmaktadir. Bunlardan birincisi

probiyotiklerin boyutudur. Caplar1 genellikle 1 ile 5 pum arasindadir ve bu durum



nanoteknolojik yontemlerin disarida birakilmasina neden olmaktadir. Ikinci problem ise

hiicrelerin canli kalmalarinin saglanmasidir [26,27].

Mikroorganizmalarin konakta canli kalma ve ¢ogalma yetenekleri, onlarin probiyotik
faydalarin1 biiyiik oranda etkilemektedir. Enkapsiile probiyotik hiicrelerin canliligi,
kapsiillerin fiziko-kimyasal 6zelliklerine baghdir. Kaplama materyalinin tipi ve
konsantrasyonu, olusan partikiil biiytikliigii, baglangigtaki canli hiicre sayisi, kullanilan

suslar da 6nemli parametrelerdendir [17].

Probiyotik enkapsiilasyonda odaklanilmasi gereken nokta sadece hiicrelerin olumsuz
cevre kosullarindan korunmasi degildir. Probiyotiklerin canli ve metabolik olarak aktif
olduklar sirada salinimlarinin saglanmasi da bir o kadar 6nem arz etmektedir [28]. Elde
edilen mikropartikiillerin gida matriksinde ve iist gastrointestinal sistemde biitiinliiklerini
koruyabilmesi i¢in suda ¢oziinemez Ozellikte olmalar1 gerekmektedir. Ayrica,
mikropartikiillerin, hiicrelerin intestinal fazda serbest kalabilmelerini saglayacak

ozellikte olmas1 gerekmektedir [28,29].

2.2.2. Enkapsiilasyon Yontemleri

Mikroenkapsiilasyon gida bilesenlerinin, enzimlerin, yaglarin, bakteri hiicrelerinin ya da
diger takviye edici gidalarin igeriklerini, 6zel kosullar altinda kontrol edilen hizlarda
salinacak ve cevredeki zarar verici faktorlerin bozucu etkilerinden koruyacak sekilde
kiigtik kapsiiller i¢inde bir araya getirilmesidir. Mikroenkapsiilasyon teknikleri gidalarda
ve hayvan beslenmesinde probiyotik mikroorganizmalarin kullanilabilmesi i¢in tercih
edilen bir yontemdir. Ciinkii, bu yontem probiyotik bakteriler icin isleme, depolama ve

viicuda agizla alinimdan itibaren koruyucu bir fiziksel bariyer olusturur [30].

Probiyotiklerin enkapsiilasyonunda pek c¢ok farkli yontem uygulanmaktadir. Her bir
yontem, farkli biiytlikliikte ve farkli tipte mikrokapsiillerin olusumunu saglamaktadir.
Ornegin, emiilsifikasyon yontemi elde edilen kapsiillerin ¢ap1 0.2 ile 5000 pm arasinda
degisirken; ekstriizyon yonteminde olusan kapsiillerin ¢cap uzunluklar1 daha kiiciik bir

aralikta degismekle birlikte, 300 pm c¢ap uzunlugunun altinda partikiiller elde
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edilememektedir. Emiilsifikasyon, ekstriizyon ve sprey kurutma probiyotiklerin

enkapsiilasyonunda genel olarak uygulanan yontemlerdir [4].

2.2.2.1. Emiilsiyon Yontemi

Emiilsiyonlar eczacilikta ve gida endiistrisinde belirli bilesenlerin stabilitesinin,
cozlinlirliigliniin ve fizyolojik aktivitelerinin artirllmast amaciyla yaygin olarak
kullanilmaktadir. Emiilsiyon, birbirine karismayan iki sivinin bir stabilizator ajan
yardimiyla birbiri icerisinde dagilmasidir [31]. Bununla birlikte, bir katilastirict ajan
dispers faz damlaciklarinin siirekli fazdan ayrimini saglayabilir [32]. Eger dispers faz sulu
ise emiilsiyon, yag i¢cinde su (W/O) emiilsiyonu olarak; tam tersi durumda ise emdiilsiyon,
yag icinde su (O/W) emiilsiyonu olarak adlandirilir. iki durum da, yalmzca iki fazdan
olusur ve basit emiilsiyonlar olarak adlandirilir. Bir faz daha eklenmesiyle; su i¢inde yag
icinde su (W/O/W) ya da yag i¢inde su i¢inde yag (O/W/O) seklinde ¢ift emiilsiyonlar
olusturulabilmektedir [33].

Bu emiilsifiye sistemler probiyotik bakterilerin korunmasinda enkapsiilasyon yontemi
olarak kullanilabilmektedir. Bakteri hiicrelerinin hidrofilik karakterlerinden dolayi, sulu
dispers faz iceren (W/O veya W/O/W) emiilsiyonlar probiyotiklerin enkapsiilasyonunda
tercih edilmektedir [34].

Emiilsiyon yontemi ile oldukga kiigiik ¢apta kapsiiller iiretilebilmektedir. Bu yontemde,
emiilsiyon olusumu icin soya, musir, parafin yagi gibi sivi yaglar kullanilmaktadir.
Yontem kapsaminda, az miktarda hiicre-polimer karisimi, fazla miktardaki yaga
eklenmekte ve yag i¢cinde su emiilsiyonu elde edilinceye kadar uygun hizda siirekli olarak
karigtirilmaktadir. Yag i¢inde su emiilsiyonu olustuktan sonra, ¢ozeltiye kalsiyum kloriir
eklenmesiyle suda ¢6ziinebilen polimerler suda ¢oziinemez hale gelmektedir [35]. Daha
iyi bir emiilsiyon olusturulabilmesi i¢in yag fazina Tween 80 gibi emiilsifiye ediciler de
eklenebilmektedir. Emiilsifiye ediciler, su ve yag fazlar1 arasindaki yiizey gerilimini

diisiirerek daha kiigiik ¢capta kapsiillerin olusumunu saglamaktadir [3].
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2.2.2.2. Ekstriizyon Yontemi

Ekstriizyon  metodu, probiyotik canli  hiicrelerin  mikroenkapsiilasyonunda,
enkapsiilasyon materyali olarak hidrokolloidlerin kullanildig1 fiziksel bir tekniktir.
Hiicreleri iceren ¢oOzeltinin bir enjektdrden yiiksek basing ile gegirilmesi prensibine
dayanir [6]. Basit, uygulamas: kolay, diisiik maliyet gerektiren bir teknik olmasinin
yanisira diger yontemlere gore ilimli bir yontem olmasindan dolay1 enkapsiile edilen
mikroorganizmalar canliliklarini biiyiik oranda koruyabilmektedirler [35,36]. Yontem,
probiyotik bakteri igeren hidrokolloid ¢dzeltinin kiigiik bir agikliktan capraz
baglama/sertlesme ¢ozeltisine damlalar halinde damlatilmasi ile hidrokolloid ¢ozeltisinin

jellesmesi prensibine dayanir [36—38].

Avantajlarinin  yaninda, yavas gergeklestirilen bir islem olmasi sebebiyle biiylik
hacimlerde iiretime izin vermemesi, 500 pm’den kiiciik kapsiil olusumunun
saglanmasinda yetersiz kalmasi, yalmizca diisiik veya orta viskozitede hidrokolloid

cozeltilerinin kullanilabilmesi gibi dezavantajlart da bulunmaktadir [39].

Elde edilen kapsiillerin biiyiikliigiinii, polimer ¢6zeltisinin beslendigi agikligin ¢api, bu
aciklikla ¢apraz baglama ¢ozeltisinin arasindaki uzaklik ve hidrokolloid-probiyotik

cozeltisinin viskozitesi ve akis hiz1 etkilemektedir [40].

2.2.2.3. Sprey Kurutma

Sprey kurutma yontemi diigiik maliyeti, yiiksek verimi ve kisa siirede biiyiik hacimde
iiretim yapilmasina imkan saglamast bakimindan gida endiistrisinde ¢esitli amaglarla
kullanilmaktadir. Sprey kurutma teknigi, ¢ozelti formundaki enkapsiilasyon polimerinin
atomize edilerek yiiksek sicakliktaki gazla karsilasmasi ve hizli bir sekilde kurumasi
prensibine dayanir [41]. Probiyotik bakterilerin sprey kurutma ile enkapsiilasyonunda
cesitli enkapsiilasyon materyalleri kullanilabilir. Coziinebilirligi yiiksek, yliksek
konsantrasyonlarda diisiik viskozite saglayan, hizli kuruma o&zelligine sahip

polisakkaritler, bu yontemde kullanima uygundurlar [42].
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Hava akis hizi, beslemenin sicakligi, hava giris ve c¢ikis sicaklifi prosesin
optimizasyonunda 6nemli kosullardir. Bu teknikte, sicaklik parametresi oldukca
onemlidir, ¢linkii yliksek sicakliklar bakterinin hiicre membranina zarar verip canlilikta
ciddi bir diisise sebep olabilirken; diisiik sicakliklar ise suyun evaporasyonunu

yavaglatarak mikrokapsiillerin agregasyonuna sebep olabilmektedir [43].

2.3. Enkapsiilasyonda Kullanilan Polimerler

Enkapsiilasyon sonrasi elde edilen kapsiillerin 6zelliklerini direkt olarak etkilemesi
bakimindan probiyotiklerin enkapsiilasyonunda kullanilan polimerler olduk¢a 6nemlidir.
Bu polimerler, olusan kapsiillerin biiyiikliigiinii, morfolojisini, stabilitesini ve
gecirgenligini etkilemektedir. Bu polimerlerin, mikrobiyal hiicreleri ¢evresel kosullara
kars1 koruyabilecek 0Ozellikte olmast ve kontrollii salinima olanak saglamasi
gerekmektedir. Ayrica, insanlar tarafindan tiiketilecekleri ve/veya gida iiriinlerine

islenecekleri icin toksisiste barindirmamasi gerekmektedir [43—45].

Enkapsiile edilecek bilesen, tastyict ve koruyucu bir matriks igerisinde dagilmig halde
bulunmaktadir. Gida endiistrisinde kullanilacaksa, bu tasiyict materyal mutlaka gida

kaynakli olmalidir ve enkapsiile edilen bileseni koruyacak bir bariyer olusturabilmelidir.

Farkli polisakkaritler, proteinler ve lipidler probiyotik mikroorganizmalarin
enkapsiilasyonunda kullanilmaktadir. Genellikle suda ¢oziinebilen dogal bilesenler bu
amagla kullanim i¢in tercih edilmektedir. Ciinkii bu polimerler ekstriizyon ve emiilsiyon
gibi goreceli olarak daha ilimli yontemlerin uygulanmasina olanak saglarken, ayni
zamanda hiicresel biitiinliigiin saglanmasin1 da desteklemektedir [36]. Probiyotiklerin
enkapsiilasyonunda en sik kullanilan polimerler; aljinat, jellan gam, seliiloz asetat fitalat,

ksantan gam, kitozan ve siit proteinleridir [6].

2.3.1. Sodyum Aljinat

Aljinat degisik tiirdeki alglerden ekstrakte edilen, -D-mannuronik asit ve a-L-guluronik

asitten olusan bir polisakkarittir. Aljinatin kaynagina baglh olarak, polimer zincirinin
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kompozisyonu degisiklik gostermektedir. Bu da aljinatin destek materyali olarak

fonksiyonel 6zelliklerini etkilemektedir.

Aljinat hidrojelleri hiicre enkapsiilasyonunda ¢ok sik kullanilmaktadir. Probiyotiklerin
enkapsiilasyonunda toksik olmamasi, diisiik maliyeti ve biyouyumlulugu acisindan
genellikle kalsiyum aljinat tercih edilmektedir [35]. Aljinatin asidik ortama karst duyarl
olmasi gibi bazi dezavantajlar da s6z konusudur [46]. Bu durum, mikropartikiillerin mide
asidinde biitiinliigiinii korumasini engeller. Ayrica aljinatla elde edilen mikropartikiiller
gbzenekli yap1 gostermektedirler. Bu da hiicrelerin olumsuz kosullardan korunmasi
amacina ters diisen bir durumdur [47]. Bu gibi dezavantajlar, aljinatin diger polimer
bilesenlerle karigtirilmasi, kapsiiliin baska bir polimerle daha kaplanmasi veya farkli
katkilar eklenerek aljinatin yapisal modifikasyonunun saglanmasi sonucunda
asilabilmektedir [35]. Ornegin, aljinatin nisasta veya seliiloz asetat fitalat gibi
polimerlerle karistirilmasi sik kullanilan bir yontemdir ve probiyotik enkapsiilasyonunun

etkisini artirdig1 gosterilmistir [35].

2.3.2. Seliiloz Asetat Fitalat

Bu polimerin 6zelligi, asidik kosullarda ¢6ziinemeyip (pH<5) pH’1n 6’dan biiyiik oldugu
kosullarda ¢6ziinebilmesidir. Bu durum biyoaktif bilesenlerin hedef organ olan bagirsaga
giivenli bir sekilde tasinabilmesinde biiylik avantaj saglamaktadir. Ayrica, yavas
cozlinme Ozelliginden dolay1 kontrollii salinima da olanak saglamaktadir. Tiiketiminin
giivenli olmasindan dolay1 ilag endiistrisi tarafindan kullanilan bir bilesen olan CAP [46],
probiyotiklerin enkapsiilasyonunda kullanildiginda simiile sindirim sistemi kosullarinda

iyi bir koruma saglamaktadir [48].

2.3.3. Ksantan Gam

Ksantan gam (XG), Xanthomonas campestris tarafindan endiistriyel olarak iiretilen bir
ekzopolisakkarittir. 1969 yilinda FDA tarafindan toksik olmadigi ve biyolojik olarak
parcalanabildigi onaylanmustir. 2:2:1 oraninda glukoz, mannoz ve glukuronik asit iceren
tekrar eden pentasakkarit birimlerinden olusan bir heteropolisakkarittir. Soguk ve sicak

suda c¢oziinebilme Ozelligi olan bu bilesen, gida sektoriinde kivam artirict olarak
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kullanilmaktadir [49,50]. Ksantan gamin baska polisakkaritlerle sinerji halinde kullanimu,
partikiil 6zelliklerinin daha da iyilestirilmesini saglayabilmektedir. Ksantan gam-jellan
gam karisimi probiyotiklerin enkapsiilasyonunda kullanilmistir ve bu karigimin aljinatin
aksine asidik kosullara yiiksek tolerans gosterdigi bildirilmistir [6,14,51]. Kitozan-
ksantan gam karisimi, Bifidobacterium BBO01’in depolanmasinda ve sindirim sistemi
simiilasyonunda iyi bir koruma saglamistir [52]. Lactococcus lactis subsp. lactis’in
enkapsiilasyonunda aljinata ksantan gam eklenmesiyle, olusan kapsiillerin yapisinin
ksantan gamin hidroksil gruplari ile aljinatin karboksilat gruplar1 arasinda bag olusmasi

sebebiyle degistigi ve bu sayede probiyotik bakterilerin korunmasinda daha iyi

performans gosterdigi belirtilmistir [53].

2.3.4. Jellan Gam

Jellan gam, endiistriyel iiretimi Pseudomonas elodea ve Sphingomonas elodea tarafindan
gerceklestirilen, suda ¢oziinebilen, negatif yiiklii, lineer bir polisakkarittir. Sirastyla D-
glukoz, L-glukuronik asit, D-glukoz ve L-ramnoz monomer dizilerinden olusan
tetrasakkarit birimlerinin tekrarladig1 bir heteropolisakkarittir. Asidik pH’larda stabil olan
jellan gam, ayni zamanda 1stya dayanikli ve pozitif yiiklii polimerlerle iyonik bag
olusturabilen, toksik olmayan bir polimerdir. Jellesme Ozelligi sayesinde sert ve yari
saydam jellerin olusturulmasit miimkiindiir [54]. Jellan gam, whey protein izolat1 ve
seliiloz asetat fitalatin kullanildig1 Lactobacillus casei BNCC 134415 susunun
dondurarak kurutma yontemi ile enkapsiilasyonunda, bu polimerlerin soguk depolama,
pastorizasyon ve simiile sindirim sistemi kosullarinda immobilize probiyotiklerin hiicre
canliligint destekledigi ortaya konmustur [55]. Jellan gam, Lactobacillus plantarum ve
Lactobacillus casei Shirota’nin ekstriizyon teknigiyle enkapsiilasyonunda; jelatin,
fruktooligosakkaritler ve peptidlerle birlikte kullanildiginda probiyotiklerin gevresel stres

kosullarindan korunmasini desteklemistir [56].

2.3.5. Prebiyotikler

2.3.5.1. iniilin

Iniilin, bitkilerden izole edilen B-glukozidik baglarla bagli fruktoz monomerlerinden

olusan lineer bir polisakkarittir. P-konfigiirasyonundan dolay1 sindirim sisteminde
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hidroliz edilemez [57]. Probiyotik mikroorganizmalarin  enkapsiilasyonunda
kullanildiginda, depolamada ve sindirim sistemi simiilasyonu gibi cevresel stress

kosullarinda daha iyi stabilite saglanmaktadir [58,59].

Bir gidanin probiyotik olarak adlandirilmasi i¢in, depolama siiresince iirlindeki canli
probiyotik hiicre sayisinin belirli bir seviyeye kadar korunabilmesi gerekmektedir.
Probiyotik bakterilerin asidik ortam kosullarindan olumsuz etkilenmesi, meyve suyu gibi
asitligi yliksek gida {iriiniine islenmesini zorlagtirmaktadir. Ayrica, probiyotiklerin insan
saghig1 lizerinde olumlu etkilerini gosterebilmeleri i¢in bagirsaga ulasan canli hiicre
sayisinin belirli bir seviyenin ilizerinde olmasi gerekmektedir. Tiiketilen probiyotikler
sindirim sisteminde ilerlerken bagirsaga ulasana kadar canliligmi olumsuz

etkileyebilecek cesitli ortamlara maruz kalmaktadir.

Probiyotiklerin enkapsiile edilip gida {iriinlerine eklendigi yapilan son c¢aligmalar
incelendiginde; bir ¢aligmada, ali¢ ¢ilegi cayinda mikroenkapsiile L. rhamnosus GG'nin
keten tohumu miisilaj1 ile muhafaza stabilitesini belirlemeyi amaglamistir. L. rhamnosus
GG 4 °C'de 4 hafta depolamadan sonra yiiksek yasayabilme yetenegi gosterdigi
bildirilmektedir (7.5 log hiicre/mL aljinat, pektin, keten tohumu zamki ile
mikrokapsiillenmis simiile mide sindirim altinda ali¢ meyve ¢ay1 zamki keten tohumu).
Mikroenkapsiile L. rhamnosus GG keten tohumu miisilaji igeren Ornekler, 4 haftalik
depolamadan sonra 4 °C ve 25 °C sicaklikta serbest L. rhamnosus GG hiicrelerine kiyasla
daha yiiksek toplam fenolik igerik ve antioksidan kapasitesine sahip olsugu anlasilmigtir
[60]. Arastirmacilar bir baska yayimn ile keten tohumu miisilajinin Lacticaseibacillus
rhamnosus GG'nin ko-ekstriizyon yontemi ile mikrokapsiilasyonu iizerindeki koruyucu
etkisini degerlendirmislerdir [61]. Eszamanli ve karigik akisli sprey kurutmanin canlilik,
biliylime kinetigi ve biyofilm olusumu iizerine etkisini aragtiran bir ¢aligmada ise L.
rhamnosus GG susu Balik jelatin ve maltodekstrin ile mikroenkapsiile edilmistir. Her
durumda, mikrokapsiillemenin, probiyotik hiicrelerin biiylime kinetigini degistirmedigi
bulunmustur. Ayrica farkli materyal kullanarak gerceklestirilen enkapsiilasyon sonrasi
probiyotik hiicrelerin (%) hiicre sagkalimi1 81.02 + 0.19, 20.88 + 0.03 ve 10.20 £+ 0.02
oraninda etkilenmistir. Elde edilen mikroenkapsiile bakteri o6rneklerinde ortalama

partikiil boyutu (um) sirasiyla 54.73 + 1.40, 22.51 £ 0.34 ve 10.53 £ 0.06 olarak
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bulunmustur [62]. Probiyotik iceren mikrokapsiillenmis fermente meyve suyu iiretimi,
depolama stabilitesi ve in vitro sindirimini aragtiran bir baska ¢alismada ise Lactobacillus
plantarum P8 (LP) ve Lacticaseibacillus rhamnosus GG (LGG) suslar1 kullanilmis ve iki
sus arasinda LP, daha yliksek bir hayatta kalma oranina ve safra tuzlarina kars1 daha iyi
bir toleransa (%1.2) sahip oldugu bulunmustur [63]. Bir baska ¢alismada ise, LGG, aljinat
boncuklar i¢inde emiilsiyon ve ekstriizyon teknikleri kullanilarak mikrokapsiillenmis,
karakterize edilmis ve nisasta hidrolizati i¢cine asilanmistir. Depolama sirasinda (4 °C, 90
giin), ayrica mide ve bagirsak kosullarinda (in vitro ve in vivo) LGG'nin hayatta kalma
oranlan Ol¢iilmiistiir. Serbest LGG hiicreleri, depolamanin ilk 30 giinii i¢inde canlilikta
hizla azalirken, kapsiillenmis hiicreler, yasama kabiliyetinde agamali ancak énemsiz bir
azalma gostermistir. LGG hiicreleri, serbest LGG i¢in 5 log kob/mL'nin {izerinde ve 60
giinliik depolamanin sonunda mikrokapsiil LGG ise 7 log kob/g'in tlizerinde canlilig1
stirdiirdligli saptanmistir. Kapsiillenmis LGG, simiile edilmis mide ve bagirsak sivilarinda
120 dakika sonra sirastyla % 77.4 sagkalima sahip oldugu ve mikrokapsiill LGG’nin
gastrointestinal kosullardan gecis sirasinda daha iyi direng gosterdigi belirlenmistir [64].
Iran’da tiiketilen geleneksel bir icecekte ise 42 giin depolama boyunca serbest ve
enkapsiile edilmis L. acidophilus ve L. rhamnosus'un simiile edilmis gastrointestinal
kosullarda hayatta kalma orani arastirilmistir. Serbest bakteri iceren igeceklerde pH ve
asitlik degisiklikleri mikrokapsiilli ve kontrol gruplarina goére daha fazla
olmustur. Serbest probiyotik bakterilerin daha fazla aktivitesi (42 giinliik bir siire
boyunca, 6zellikle 21. giinden sonra), iiriin i¢inde daha fazla asit ve metabolit olusturarak,
organoleptik o6zellik agisindan etkilenmistir, ancak mikrokapsiil bakteri igceren icecek
orneklerinde asitlik, pH ve organoleptik Ozellikleri 6nemli Ol¢lide degismedigi

saptanmistir [65].

Yukarida verildigi gibi, literatiirde bir¢cok ¢alisma, meyve ve sebzeler gibi siit tirlinii
olmayan gida matrislerinde probiyotiklerin canliligini bildirmistir. Bununla birlikte, siit
iriinii olmayan seceneklerde probiyotiklerin kullanim olanaklarini arastiran ve mide-
bagirsak yolundan gegis sirasinda probiyotiklerin direncini degerlendiren daha fazla
caligmaya ihtiya¢ vardir. Bu ¢alismada, probiyotiklerin asit toleransi yliksek olan GRAS
simifindan polimerlerle enkapsiile edilmesiyle, meyve suyundaki probiyotik canliliginin
istenen seviyede tutulabilecegi, ayrica bu kapsiillerin tiiketiminden itibaren bagirsaga

ulagana kadar probiyotik canliliginin biiyiik oranda korunabilecegi ortaya konmustur.

17



Bu ¢aligmanin amaci, insan bagirsagindaki mikrobiyal dengeleri iyilestirebilir nitelikte
probiyotik bakteriler kullanarak meyve suyu {retimi i¢in mikroenkapsiilasyon
yonteminin etkisinin arastirilmasidir. Bu amacla, dncelikle probiyotiklerin asit toleransi
yliksek polimerler kullanilarak mikroenkapsiilasyonunu gergeklestirmek; sindirim
sistemi simiilasyonunda ve meyve suyunda depolama siiresince probiyotik canliliginin
etkin bir sekilde korunmasini saglamak, ayrica elde edilen meyve suyu Orneklerinin

tiiketim bakimindan kabul edilebilirligini ortaya koymak hedeflenmistir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Materyal
3.1.1. Probiyotik Mikroorganizma Suslar1

Lacticaseibacillus rhamnosus GG DSMZ 33156 (LGQ) probiyotik bakterisi Chr. Hansen
firmasindan orijinal paketi i¢inde liyofilize sekilde saglanmistir. Escherichia coli Nissle

1917 (EcN) susu Mutaflor firmasindan tablet halinde temin edilmistir.

3.1.2. Besiyerleri ve Polimerler

LGG susunun canlandiriimasinda MRS Broth (de MAN, ROGOSA and SHARPE)
besiyeri (Sigma), mikrobiyolojik sayimlarinin gerceklestirilmesinde MRS Agar besiyeri
(Sigma) kullanilmistir. EcN probiyotik susunun canlandirilmasinda ise Lauryl-Sulfate
Broth (Merck) kullanilmig olup, bu besiyerine Agar (BioShop) eklenerek

mikroorganizma sayimlar1 ger¢eklestirilmistir.

Mikroorganizma sayimlarinda peptonlu su (Merck) kullanilarak diliisyonlar yapilmistir.

Mikroenkapsiilasyon igleminde, sodyum aljinat (ALG), seliilloz asetat fitalat (CAP),
ksantan gam (XG), jellan gam (GG) (Sigma Aldrich) polimerleri kullanilmistir.
Simbiyotik mikroenkapsiilasyonda iniilin (INU) (Raftiline GR, Dora) de polimer
cozeltisine eklenmistir. Mikroenkapsiilasyon isleminde ticari misirdzii yagi (Evin)

kullanilmistir.

3.1.3. Kimyasallar

Probiyotik ¢ozeltilerinin olusturulmasinda ve mikrokapsiillerin yikanmasinda sodyum
kloriir (NaCl) ¢ozeltisi (Merck) kullanilmigtir. Enkapsiilasyon isleminde Tween 80
(BioShop), kalsiyum kloriir (CaCly) ¢ozeltisi (BioShop) kullanilmstir.

Enkapsiilasyon veriminin belirlenmesi amaciyla mikrokapsiillerin saliniminda ve
sindirim sistemi simiilasyonunda fosfat tamponlu tuzlu su (PBS) tabletleri (OXOID)

kullanilmistir.
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Sindirim sistemi simiilasyonunda, simiile mide sivisinin (SMS) hazirlanmasinda pepsin,
simiile bagirsak sivisinin (SBS) hazirlanmasinda ise pankreatin ve safra tuzlar1 Sigma

Aldrich (St. Louis, ABD) firmasindan temin edilmistir.

HCI (Sigma) ve NaOH (Merck) ¢ozeltileri ¢alisma boyunca gerekli pH ayarlamalarinda
kullanilmistir. Potansiyometrik yontemle sitrik asit tayininde fenolfitalein (Carlo Erba)

indikatorii kullanilmistir.

Tiim ¢ozeltilerin hazirlanmasinda distile su kullanilmigtir. Meyve suyu analizleri i¢in

Dimes %100 portakal suyu ve %100 elma-seftali suyu kullanilmistir.

3.1.4. Ticari Meyve Sular:

Calismada kullanilmak iizere, ilave seker ve katki maddesi bulunmayan, “%100 Meyve
Suyu” ibareli %100 meyve oranina sahip Dimes markasina ait meyve sular tercih
edilmistir. Bu amagla, %100 portakal suyu ve %100 elma-seftali suyu olmak iizere iki
farkli tipteki meyve suyu ticari olarak temin edilmistir. Cizelge 3.5.’te ticari olarak

saglanan meyve sularinin bilesimi verilmistir.

3.1.5. Ekipmanlar

Calismada kullanilan bazi ekipman ve ilgili marka ve modeller agagida verilmistir:
e Manyetik karistirict (Thermomac TM-12)
e (Calkalamali inkiibator (SI-300R, Medline Scientific)
e Hassas terazi (Yildirnm KD-TBC)
e FEtiiv (Memmert DIN 12880-KL)
e Buzdolab1 (+4 °C ve -20 °C) (Vestel NF450)
e Vorteks (Biosan V-1 plus)
e Mikrosantrifiij cihaz1 (NF800, Niive)

e Liyofilizator (Martin Christ)
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e FIB-SEM — Odaklanmig Iyon Demeti Taramali Elektron Mikroskobu (GAIA 3,

Tescan)
e Piiskiirtmeli kaplama Cihazi 1 (KAP-1) (ACE600, Leica)

e ESEM - Cevresel Taramali Elektron Mikroskobu (FEIQuanta 200 FEG, Thermo
Fisher Scientific Co.)

e Piiskiirtmeli Kaplama Cihaz1 2 (KAP-2) (Precision Etching and Coating System
682, Gatan Inc.)

e pH metre (Ohaus)
o El refraktometresi (ATC BX90)

e Spektrofotometre (CM-3600d, Konica Minolta)

3.1.6. Sarf Malzemeleri

Probiyotik suslarmin depolanmasinda 2 mL’lik cryo tiipler (Greiner Bio-One)
kullanilmistir.  Polimer c¢ozeltilerinin = sterilizasyonunda, enkapsiilasyonun yikama
asamasinda, enkapsiilasyon veriminiin belirlenmesinde ve sindirim sistemi
simiilasyonunda, meyve suyu orneklerinin depolanmasinda ve meyve suyunda canlilik
analizlerinde 50 mL’lik santrifiij tiipleri (ISOLAB; LP ITALIANA) kullanilmigtir. 15
mL’lik santrifiij tiipleri (ISOLAB; LP ITALIANA) meyve sularinin depolanmasinda

kullanilmistir.

Deney tiipleri ve eppendorf tiipleri probiyotik ¢zeltisinin hazirlanmasinda kullanilmistir.
Cam beher ve manyetik balik enkapsiilasyonda kullanilmigtir. 96 kuyulu steril doku
kiiltiiri petrileri (Biofil) kullanilarak sindirim sistemi simiilasyonu ve canlilik
analizlerinde diliisyonlar yapilmistir. 90 mm’lik steril petri kutular1 (ISOLAB) agarli
besiyeri hazirlanmasinda ve mikrobiyolojik analizlerde kullanilmigtir. Parafilm LGG
susunun kat1 besiyerinde gelisimi icin anaerobik kosullarin saglanmasi amaciyla

kullanilmistir.
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3.2. Metot
3.2.1. Probiyotik Mikroorganizma Suslarinin Canlandirilmasi ve Stok Kiiltiir Eldesi

Liyofilize haldeki probiyotik suslarmin canlandirilmasit amaciyla; LGG 10 mL MRS
Broth besiyerine, ECN 10 mL Lauryl Sulfate Broth besiyerine ekilmistir ve 37 °C’de 24
saat boyunca inkiibe edilmistir. 1 giin sonunda elde edilen kiiltiirler sirasiyla MRS agar
ve Lauryl Sulfate agar besiyerlerine tek koloni diisiirme yontemiyle ekilmistir [66].
Lauryl Sulfate agara ekimi yapilan EcN kiiltiirli aerobik kosullarda 37 °C’de 24 saat, MRS
agar besiyerine ekimi yapilan LGG susu ise anaerobik kosullarda 37 °C’de 48 saat
inkiibasyona birakilmis olup, inkiibasyon sonunda her probiyotik sus icin saf koloni
izolasyonu saglanmistir. Koloniler 6ze yardimi ile cryo tiiplere aktarilmistir. Tiim bu
islemler aseptik kosullar altinda gerceklestirilmistir. Elde edilen saf kiiltlirlerin kayit
altinda tutulmasi amaciyla, izolasyonun gerceklestirildigi laboratuvar, tarih, kaynak, sus
numarast, izolasyonu gerceklestiren kisiye ait bilgileri iceren HU kodu verilmistir [67].
Kodlama sistemine iligkin bilgiler Cizelge 3.1.’de verilmistir. HU kodlariyla kayit altina

alinan izolatlar cryo tiipler i¢erisinde -20 °C’de depolanmaktadir.

Cizelge 3.1. Kodlama sistemi.

Universite Laboratuvar | Y1l Kisi Taksonomik Kaynak | Petri Sus
Grup No No

HU F -FoodOmics | 19 S -Sena | O- T- Ticari | 1 001

(Hacettepe Lactobacillus

Universitesi) P-Escherichia

3.2.2. Polimer Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Polimer ¢dzeltilerinin hazirlanmasinda polimerlerin farkli 6zelliklerinden dolay1 farkl
uygulamalar gerceklestirilmistir. Aljinat, XG ve GG polimerleri ve iniilin, ¢ozeltilerinde
yiiksek sicakliga maruz kalmalar1 durumunda jellesme 6zelligi gostermektedirler. Fakat
CAP materyali i¢in bdyle bir durum s6z konusu degildir. CAP’1n ¢6zdiiriilmesinde, bu

polimerin farkli pH derecelerine kars1 gosterdigi farkl tepkilerden yararlanilmistir.
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XG-GG ve XG-GG-INU cozeltilerinin hazirlanmasinda, Cizelge 3.2.°de belirtilen
konsatrasyonlara gdre hesaplanip tartimlar1 yapilan polimerler, bir beherin igerisinde
distile suyla karistirilip, ayn1 zamanda 80-90 °C’ye kadar 1sitilmigtir. Tim polimerler

tamamen ¢dzlinene kadar karistirma islemi devam etmistir.

Cizelge 3.2. Enkapsiilasyon matriksindeki polimer bileseni yiizdeleri (%) (a/h).

Polimer Cozeltisi ALG CAP XG GG INU
3ALG:1CAP 3 1
1XG:1GG 1 1
3ALG 3
Mikrokapsiil
3ALG:0.75CAP 3 0.75
0.5XG:1GG 0.5 1
Simbiyotik 3ALG:1CAP:2INU 3 1 2
Mikrokapsil | v .16G:21NU 1 1 2

ALG-CAP ve ALG-CAP-INU polimer ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda ise dncelikle CAP
polimerleri ¢ozdiiriilmiistiir. Bunun i¢in, Cizelge 3.2.’de belirtilen konsantrasyonlara gore
hesaplanip tartilan CAP, bazik ortamda ¢oziinme Ozelliginden yararlanilarak PBS
cozeltisinde (pH 8) tamamen c¢ozdiriilmiistiir ve ¢ozeltinin son pH degeri 7.2°ye
ayarlanmigtir. Daha sonra bu ¢ozeltiye Cizelge 3.2.’deki konsantrasyonlara uygun olacak
sekilde tartilan sodyum aljinat polimeri eklenmistir. XG-GG polimerlerinde de oldugu
gibi 80-90 °C’ye 1sitilan ¢ozelti aljinat tamamen ¢oziinene kadar karistirilmistir. Elde
edilen ¢ozeltiler santrifiij tiiplerine alinarak enkapsiilasyonda kullanilmak {izere sterilize

edilmistir.
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3.2.3. Probiyotik Bakteri Cozeltisinin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan Lacticaseibacillus rhamnosus GG hiicreleri MRS Broth
besiyerinde, E. coli Nissle hiicreleri Lauryl Sulfate Broth besiyerinde 37 °C’de 24 saat
boyunca inkiibe edildikten sonra, enkapsiilasyon asamasinda kullanilacak probiyotik
cozeltisinin hazirlanmasi i¢in Cizelge 3.3.’te belirtilen oranda taze probiyotik kiiltiirii
5000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 ylizeyde biriken siipernatant
uzaklastirildiktan sonra hiicre pelleti steril %0.85 NaCl c¢ozeltisi ile tekrar siispanse
edilmistir. 1 kez daha 5000 rpm’de 20 dk santrifiij edilen tiiplerde yiizeyde kalan
siipernatant uzaklastirilmis, hiicre pelleti steril %0.85 NaCl ¢ozeltisi ile tekrar siispanse
edilmigtir. Bu islemler aseptik kosullarda gerceklestirilmistir. Elde edilen probiyotik
cozeltisindeki canli hiicre sayisinin belirlenmesi amactyla Lacticaseibacillus rhamnosus
GG’nin MRS agar besiyerine, E. coli Nissle’in Lauryl Sulfate agar besiyerine aseptik
kosullarda yiizeye yayma yontemi [66] ile ekimleri yapilmistir. Probiyotik ¢ozeltisi

hazirlandiktan hemen sonra enkapsiilasyon isleminde kullanilmstir.

3.2.4. Probiyotiklerin Mikroenkapsiilasyonu

Probiyotik bakterilerin mikroenkapsiilasyonu ic¢in emiilsiyon yontemi kullanilmistir.
Enkapsiilasyon iglemi i¢in, Sultana ve arkadaslarinin (2000) ¢alismalarinda takip ettigi
enkapsiilasyon yontemi bazi modifikasyonlarla gerceklestirilmistir. Cizelge 3.2.°de
belirtilen farkli konsantrasyondaki polimer ¢ozeltileri kullanilarak farkli enkapsiilasyon

denemeleri gergeklestirilmistir.

Onceden hazirlanan steril polimer ¢dzeltilerinin 4 °C’de depolandiklar siire igerisinde
viskozite artigina bagl olarak probiyotik ¢ozeltisiyle homojen karisim olusturulmasinda
zorluk yaganmistir. Polimer-probiyotik homojen karigiminin saglanabilecegi akigkan bir
yapinin  elde edilebilmesi amaciyla, steril polimer ¢ozeltisi probiyotik
mikroorganizmalarin gelismesinde optimum sicaklik olan 37 °C’de enkapsiilasyondan

hemen 6nce 20 dakika boyunca bekletilmistir.

Emiilsiyon metodu c¢ogaltilabilen (scale-up) bir metod olmasindan dolayzi,

enkapsiilasyona katilan bilesenleri ihtiyag dahilinde oransal olarak artirilip
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azaltilabilmektedir. Enkapsiilasyon bilesenlerinin oransal ifadeleri Cizelge 3.3.’te
gosterilmistir.  Enkapsiilasyon  verimin belirlenmesinde ve sindirim  sistemi
simiilasyonunda degerlendirilecek mikrokapsiillerin iiretiminde 10 g mikrokapsiil elde
edilecek sekilde daha kiiclik katlarda caligilabilirken, meyve suyu analizleri gibi biiyiik
kiitlede mikrokapsiil tiretiminin gerektigi ¢aligmalarda enkapsiilasyon bileseni oranlari

sabit tutularak biiylik miktarlarda mikrokapsiil elde edilebilmistir.

Cizelge 3.3. Enkapsiilasyon bilesenlerinin oransal ifadesi.

Enkapsiilasyon Bilesenleri Oram

Misirézii Yagi 50 X mL

Tween 80 100 X pl (%0.2 h/h)
Polimer Cozeltisi 5X mL

Probiyotik ¢ozeltisi 2X mL

0.3 M CaCl2 ¢ozeltisi 100 X mL

Enkapsiilasyonun ilk asamasinda, polimer c¢ozeltisinin bulundugu santrifiij tiipline
Cizelge 3.3’te verilen oranlara uygun olarak hazirlanan probiyotik ¢ozeltisi eklenmistir.
Tiip icerisinde bulunan polimer ¢ozeltisi ile probiyotik ¢ozeltisi 5 dakika boyunca
calkalanarak homojen polimer-probiyotik karisimi elde edilmis olup, enkapsiilasyonun

diger asamasina gegilmistir.

Daha onceden sterilize edilmis olan behere steril misirozii yagi, Tween 80 ve steril
manyetik balik aseptik kosullarda eklenmistir. Manyetik karistirict kullanilarak misirdzii
yagiile Tween 80’in homojen olarak karigmasi saglanmistir. Polimer-probiyotik karigima,
beher icerisindeki yaga bunzen beki alevi altinda eklenerek 650 rpm’de 20 dakika siireyle
karigtirtlmistir. Bu siire igerisinde karigim tamamen emiilsifiye olup kremsi bir yapi
olusmustur. 20 dakikanin sonunda steril CaCl, ¢ozeltisi beherin kenarindan sizdirilarak

hizl1 bir sekilde emiilsiyona eklenmis ve emiilsiyon kirilmistir. Bu sekilde, faz ayriminin
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gerceklesmesi saglanmis olup mikrokapsiillerin CaCl fazina gegmesi beklenmeden
manyetik balik beherden ¢ikarilmistir. Steril aliiminyum folyo ile iizeri kapatilan beher,
yag fazindaki mikrokapsiillerin CaCl, fazina gecmesi ve sertlesmesi i¢in 4 °C’de 2 saat
boyunca bekletilmistir. 2 saatlik bekleme siiresinin sonunda, enkapsiilasyon islemiyle

elde edilen mikrokapsiillerin beherin dibinde toplandiklar1 goriilmektedir.

Enkapsiilasyonun son asamasinda, mikrokapsiillerin yag damlaciklarindan tamamen
ayrilmasi ve mikrokapsiillerle interaksiyona girmemis olan fazla CaCl> molekiillerinin
uzaklastirllmasi amaciyla yikama islemi yapilmistir. Bu amagla, steril pipetler
kullanilarak beherde bulunan yag fazi ve mikrokapsiillerin {izerindeki berrak CaCl, fazi
uzaklastirilmig, beherin dibinde kalan mikrokapsiil bulamaci steril santrifiij tiiplerine
aktartlmistir. Yeni tiipteki mikrokapsiillerin tizerine %0.85 (a/h) NaCl ¢ozeltisi eklenmis,
tiim karigim yavasga alt iist edilerek karistirllmistir. Bu karisim santrifiyj tiipiinde 20
dakika bekletildikten sonra, ylizeye ¢ikan yag damlaciklar ile berrak NaCl ¢ozeltisi
pipetlenerek uzaklastirilmistir. Tiipilin dibinde kalan mikrokapsiil bulamac1 yeni bir steril
santrifiij tiipiine aktarilmig ve iizerine steril %0.85 (a/h) NaCl c¢ozeltisi eklenerek
yikanmistir. Bu islem 3 kez tekrarlanarak mikrokapsiillerin yag fazindan ve fazla CaCl,
molekiillerinden tamamen arinmasi saglanmistir. Elde edilen mikrokapsiiller, steril
tiplerde parafilmle miihiirlenerek 1 giin sonrasinda kullanilmak iizere 4 °C’de

depolanmustir.

3.2.5. Probiyotiklerin Simbiyotik Mikroenkapsiilasyonu

Calismanm bu kisminda, prebiyotiklerin probiyotik canlilifina etkisinin incelenmesi
amaciyla, enkapsiilasyon polimerleri ile prebiyotik maddeler birlikte kullanilarak
simbiyotik enkapsiilasyon gerceklestirilmistir. Bolim 3.2.4’te belirtilen enkapsiilasyon
asamasinda, canlilik ve morfolojik karakterizasyon degerlendirmelerine gore en basarili
sonucu veren polimer karisimina (ALG-CAP veya XG-GG), %2 (a/h) iniilin eklenerek,

ayni teknikle enkapsiilasyon iglemi gergeklestirilmistir.

Simbiyotik enkapsiilasyonla elde edilen mikrokapsiillerdeki probiyotiklerin canlilig1
Bolim 3.2.3’te belirtildigi gibi ylizeye yayma yontemi ile belirlenmis olup,
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mikrokapsiillerin morfolojik karakterizasyonu Boliim 3.2.7°de belirtildigi gibi FIB-SEM
ve ESEM cihazlar kullanilarak gerceklestirilmistir.

Enkapsiilasyon ve simbiyotik enkapsiilasyon sonucu elde edilen mikrokapsiiller;
probiyotik canliligi, enkapsiilasyon verimi ve morfolojik karakterizasyon bakimindan

degerlendirilmistir.

Simbiyotik mikroenkapsiilasyon sadece sindirim sistemi simiilasyonunda en iyi sonucu
veren polimer konsantrasyonlari ile gerceklestirilmistir. Polimer ¢ozeltileri hazirlanirken

%?2 (a/h) oraninda iniilin de karisima eklenmistir.

3.2.6. Mikrokapsiillerdeki Probiyotik Canliliginin Belirlenmesi ve Enkapsiilasyon

Veriminin Hesaplanmasi

3.2.6.1. Probiyotiklerin Mikrokapsiillerden Salinimi

Mikrokapsiillerdeki probiyotik canliligmin belirlenmesi i¢in 6ncelikle probiyotiklerin
mikrokapsiillerden salinimi gergeklestirilmistir. Bunun i¢in, mikrokapsiillerin disini
cevreleyen Ca molekiilleri ile ¢apraz bag olusturarak mikrokapsiillerin par¢alanmasina
yardimc1 olan, ayrica mikrokapsiillerden saliman mikroorganizmalarin canliliginin
olumsuz etkilenmeyecegi ¢evresel kosullar1 saglayan pH 7.2 PBS ¢6zeltisi kullanilmistir.
10 mL steril PBS pH 7.2 ¢ozeltisine 1 g mikrokapsiil bulamaci eklenmistir. Elde edilen
karisim c¢alkalamali inkiibatorde 37 °C sicaklikta 120 rpm’de 2 saat boyunca
calkalandiktan sonra, steril peptonlu su kullanilarak orneklerin seri diliisyonlar
yapilmistir [12]. LGG i¢in MRS agar besiyerine, EcN i¢in ise Lauryl Sulfate agar
besiyerine ylizeye yayma yoOntemi ile gerekli dilisyonlardan ekim yapilmistir [66].
Kapsiillerdeki canli probiyotik mikroorganizma sayisi, koloni olusturan birim (kob)

cinsinden belirlenmistir.

3.2.6.2. Enkapsiilasyon Veriminin Hesaplanmasi

Enkapsiilasyon verimi, enkapsiilasyona dahil edilen mikroorganizmalarin ne kadarinin

basarili sekilde enkapsiile edildigini ifade eden oransal bir gostergedir. Enkapstilasyonda
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kullanilan  probiyotik ¢oOzeltisindeki toplam canli mikroorganizma sayisinin,
enkapsiilasyon sonrasi elde edilen toplam mikrokapsiil kiitlesine boliinmesiyle, 1 g
mikrokapsiilde teorik olarak bulunmasi gereken mikroorganizma sayisi elde edilmistir.
Bu deger baglangi¢ canli hiicre sayisidir. PBS c¢ozeltisinde mikrokapsiillerin
parcalanmasiyla salman probiyotikler ise enkapsiilasyon sonrast canli kalan
mikroorganizma sayisin1 vermektedir. Bu deger ise mikrokapsiillerden salinan canli hiicre
sayisidir. Buna gore; baglangi¢ hiicre sayisi ile mikrokapsiillerdeki canlt hiicre sayisinin

oranlandig1 asagidaki denklem kullanilarak enkapsiilasyon verimi hesaplanmigtir [35,68].

Her mikrokapsiil 6rnegi i¢in 2 farkli santrifiij tipiinde mikrokapsiillerdeki probiyotiklerin
salinimi gergeklestirilerek 2 biyolojik tekrar gerceklestirilmistir. Her santrifiij tiipiinden
2 farklh diliisyon serisi hazirlanarak 2 teknik tekrar yapilmistir. Toplam tekrar sayisi

n=4’tiir. Enkapsiilasyon veriminin hesaplanmasina iligkin denklem verilmistir.
EV =(N/Nop) * 100
N: Mikrokapsiillerden salinan canli hiicre sayisi

No: Baslangi¢ canli hiicre sayis1

3.2.7. SEM Analizi ile Mikrokapsiillerin Morfolojik Karakterizasyonu

SEM goriintiileri elde edilmek istenen mikrokapsiil ornekleri -40 °C’de, 0.070 mbar
vakum altinda 36 saat boyunca liyofilize edilmistir. Liyofilize edilen probiyotik
mikrokapsiillerinin morfolojik karakterizasyonu iki farkli Taramali Elektron Mikroskobu
(SEM) ile gerceklestirilmistir. Bu cihazlar Odaklanmis iyon Demeti Taramali Elektron
Mikroskobu (FIB-SEM) ve Cevresel Taramali Elektron Mikroskobudur (ESEM). SEM
analizi i¢in bir miktar probiyotik mikrokapsiil numunesi 6rnek tutucu iizerine yerlestirilip
ve lizeri FIB-SEM cihazinda gergeklestirilen analizler i¢in 6nm; ESEM cihazinda
gerceklestirilen analizler i¢in 10 nm kalinliginda altin-paladyum ile iki farkli kaplama
cihazinda (KAP-1; KAP-2) kaplanmistir. Yiiksek vakum altinda 2-5 kV arasinda en net
goriintii elde edilene kadar biiylitme yapilarak mikrokapsiillerin FIB-SEM ve ESEM
goriintiileri elde edilmistir. Farkli polimerlerin kullanildig1 enkapsiilasyon deneyleri
sonucunda elde edilen mikrokapsiillerin boyutlar1 ve morfolojik 6zellikleri bu goriintiiler

géz oOniinde bulundurularak degerlendirilmistir. Elde edilen kapsiillerin mikron
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boyutunda olup olmamasi, diizensiz yapida ve sekilde kapsiillerin bulunup bulunmadigi

SEM goriintiilerinin degerlendirilme kriterlerindendir.

3.2.8. Sindirim Sistemi Simiilasyonu ile Mikrokapsiillerdeki Probiyotik Canliliginin

in vitro Kosullarda Degerlendirilmesi

3.2.8.1. Simiile Sindirim Sistemi Sivilarmin Hazirlanmasi

Sindirim sistemi simiilasyonunda kullanilmak iizere, simiile mide sivisi (SMS) ve simiile
bagirsak sivisi (SBS) ¢ozeltileri iki farkli sindirim sistemi simiilasyonu ¢aligmasi goz
onilinde bulundurularak bazi modifikasyonlarla hazirlanmistir [69,70]. Sindirim sistemi
simiilasyonunda, LGG i¢in SMS pH degeri 3, EcN icin SMS pH degeri 2.5 olarak
belirlenmistir. SBS pH degeri ise, her iki mikroorganizma icin de 8’e ayarlanmistir.

Uygulamadaki bu farkliligin sebepleri Boliim 4.7.1°de detayli bir sekilde agiklanmistir.

Her iki ¢ozelti i¢in gerekli bilesenler ilgili pH degerine sahip steril PBS ¢ozeltilerinde
¢cOzdiiriilmiistiir. SMS ve SBS ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda kullanilan sindirim sistemi

bilesenleri ve konsantrasyonlar1 Cizelge 3.4.’te gosterilmistir.

Cizelge 3.4. Sindirim sistemi simiilasyonunda kullanilan bilesenler ve konsantrasyonlari.

Cozelti Bilesen Konsantrasyon (mg/mL)
Simiile Mide Sivisi Pepsin 0.8
Pankreatin 1

Simiile Bagirsak Sivisi
Safra Tuzlar 04

SMS ¢ozeltisinin hazirlanmast i¢in Oncelikle deneyde kullanilacak mikroorganizmaya
gore pH’s1 ayarlanmis olan PBS ¢ozeltisi sterilize edilmistir. Simiilasyonun hemen
oncesinde, steril PBS ¢ozeltisine aseptik kosullar altinda pepsin eklenmistir. Cozeltinin
son pH ayarlamasi yapilarak, aseptik kosullar altinda her bir steril deney tiipline bu

stvidan 5 mL aktarilmigtir.
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SBS ¢ozeltisinin hazirlanmasinda ise pH 8’e ayarlanmis PBS ¢ozeltisine, Cizelge 3.4.’te
belirtilen konsantrasyonda safra tuzlar1 eklenmis ve ¢ozdiiriilmiistiir. Sterilize edilen safra
tuzlu pH 8 PBS c¢ozeltisine, simiilasyondan hemen Once aseptik kosullar altinda

pankreatin eklenmis ve ¢ozdiiriilmiistiir.

3.2.8.2. Sindirim Sistemi Simiilasyonu

Sindirim simiilasyonunun ilk agamas1 olan mide simiilasyonunda, farkl: tiiplerdeki 5 mL
SMS ¢ozeltisine mikrokapsiil 6rneklerinden 1 g, serbest probiyotik ¢ozeltilerinden ise
100 pl eklenmistir. Santrifiij tiipleri igerisindeki 6rnekler 37 °C’ye ayarlanmis ¢alkalamali
inkiibatdrde 90 dakika boyunca 80 rpm’de ¢alkalanmistir. Mide simiilasyonunun 0., 45.
ve 90. dakikalarinda (T1, T2, T3) SMS ¢ozeltisinden 6rnek alinarak seri diliisyonlari
yapilmis ve ilgili kati besiyerlerine yiizeye yayma yontemi ile ekimler

gerceklestirilmistir.

Sindirim sisteminin ikinci asamast olan bagirsak simiilasyonuna gegiste, Onceden
hazirlanmis olan SBS c¢ozeltisinden 5 mL alinarak mide simiilasyonundan ¢ikmis
orneklere 1:1 oraninda eklenmis ve karistirllmistir. Cozeltinin son pH’1, 1 M steril NaOH
cozeltisi kullanilarak 8’e ayarlanmistir. Bu sekilde pepsin inaktivasyonu saglanmis ve
bagirsak kosullart simiile edilmistir. Santrifiij tlipleri igerisindeki 6rnekler 37 °C’deki
calkalamal1 inkiibatorde 90 dakika boyunca 100 rpm’de calkalanmistir. Bagirsak
simiilasyonunun 0., 45. ve 90. dakikalarinda (T4, T5, T6) SBS ¢o6zeltisinden Ornek
alinarak seri diltisyonlar1 yapilmis ve ilgili kat1 besiyerlerine yiizeye yayma yontemi ile

ekimler gerceklestirilmistir [69,70].

Serbest ve mikrokapsiillerde immobilize edilen probiyotiklerin canli kalma yiizdesi

(survival rate %) asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir:
Canli kalma yiizdesi (%) = (N/No) x 100

N; sindirim sistemi kosullarina maruz kaldiktan sonra (T2, T3, T4, T5, T6) canli kalan
hiicre sayis1 (kob/mL, g) iken, Ny ise sindirim sistemi kosullarina maruz kalmadan 6nceki

canli hiicre sayisidir (T1) (kob/mL, g).
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Her mikrokapsiil 6rnegi ve serbest probiyotik ¢ozeltisi i¢in 2 farkli santrifiij tiipiinde
sindirim sistemi simiilasyonu gerceklestirilerek 2 biyolojik tekrar gergeklestirilmistir. Her
santrifiij tiipiinden 2 farkli diliisyon serisi hazirlanarak 2 teknik tekrar yapilmistir. Toplam

tekrar sayis1 n=4’tiir.

3.2.9. Meyve Suyu Analizleri

3.2.9.1. Probiyotik Meyve Suyu Numunelerinin Hazirlanmasi

Meyve suyu analizleri i¢in; kontrol, serbest LGG iceren, LGG mikrokapsiilii iceren, LGG
simbiyotik mikrokapsiilii igeren, serbest EcN iceren, EcN mikrokapsiilii igeren, EcN
simbiyotik mikrokapsiilii igeren olmak tizere 7 ana grup belirlenmistir. Her ana grupta 5
farkli giinde gergeklestirilecek analizler igin 2’ser biyolojik tekrar olusturacak sekilde
toplam 10 steril santrifiij tiipine 10’ar mL meyve suyu 6rnegi aktarilmistir. Grubuna gore
her tiipe 1 g mikrokapsiil veya 100 pl serbest probiyotik ¢ozeltisi eklenmistir. Tiiplerin
agizlar1 parafilmlenerek miihiirlenmis ve her Ornek analiz giinii belirtilecek sekilde
etiketlenerek 4 °C’de depolamaya alinmistir. Analiz glinii gelen etiketli Ornekler,
depolamasi devam eden diger 6rnekler sarsiimadan buzdolabindan alinmis ve analizlerine

gecilmisgtir.

Cizelge 3.5. Bu calismada ticari olarak saglanan meyve sulari ve besin degerleri.

%100 Portakal Suyu (100 %100 Elma-Seftali Suyu (100

Besin Degerleri L L

m m
Enerji (kJ/Kcal) 199/48 228/54
Yag (g) 0.2 0.2
Doymus Yag (g) 0.05 0
Karbonhidrat (g) 10.9 12.5
Seker (g) 10.9 11.8
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Protein (g) 0.6 0.4

Lif (g) 0.1 0.1

Tuz 0.01 0

Canlilik analizi i¢in hazirlanan 6rnekler analiz dncesinde mikrokapsiillerden probiyotik
saliniminin gergeklesmesi i¢in c¢alkalamali inkiibatorde inkiibe edilirken; kalite analizi
icin hazirlanan 6rneklerde mikrokapsiillerin pargalanmamasi istendiginden herhangi bir

On isleme tabi tutulmadan kalite analizleri gergeklestirilmistir.

Hazirlanan meyve suyu Ornekleri 4 °C’de depolanarak, 0., 1., 7., 14. ve 35. giinlerde
canlilik analizleri ve kalite analizleri gerceklestirilmistir. Bdylece depolama sirasinda
probiyotik canlilifindaki ve meyve suyunun kalite Ozelliklerindeki degisim

belirlenmistir.

3.2.9.2. Meyve Suyunun Depolanmasi Sirasinda Probiyotik Canhhiklarimin

Belirlenmesi

Depolama siiresince, meyve suyu Orneklerinde bulunan canli bakteri sayisindaki
degisimleri belirlemek amaciyla depolamanin 0., 1., 7., 14. ve 35. giinlerinde, 3.8.1°de
belirtilen 7 gruba ait tiim 6rnekler 2 saat boyunca 37 °C’de 120 rpm’de ¢alkalanmis; daha
sonra Orneklerin seri diliisyonlar1 yapilarak ylizeye yayma yontemi ile mikrobiyolojik
sayimlar gerceklestirilmistir. Her ornekte 2 biyolojik, 2 teknik olmak iizere toplam 4

paralelden sonu¢ alinmustir.

*LGG igeren dillisyonlardan MRS agar besiyerine ekim gerceklestirilerek
37°C’de anaerobik kosullarda 48 saat,

*EcN iceren diliisyonlardan Lauryl Sulfate agar besiyerine ekim gerceklestirilerek

37°C’de 24 saat boyunca inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda olusan koloniler sayilarak sonuglar kob/g,mL cinsinden verilmistir.
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3.2.10. Probiyotik Meyve Suyunda Kalite Analizleri

3.2.10.1. pH Analizi

Hazirlanan probiyotik %100 meyve suyu 6rneklerinin pH degerleri, depolamanin 0., 1.,
7., 14. ve 35. gilinlerinde pH metre ile 6l¢iilmiistiir. 2 paralelden 6rnek alinarak, okunan

degerlerin ortalamalar1 hesaplanmistir [71].

3.2.10.2. Meyve Suyunda Titrasyon Asitligi

Hazirlanan probiyotik %100 meyve suyu numunelerindeki titrasyon asitligi sitrik asit
cinsinden belirlenmistir. Bu islem; TS 1125 ISO 750 Meyve ve Sebze Uriinleri — Titre
Edilebilir Asitlik Tayini’ne gore gergeklestirilmistir [72]. Bunun i¢in, 5 mL meyve suyu
numunesi saf suyla 50 mL’ye seyreltilmistir. Birka¢ damla fenolfitalein c¢ozeltisi
damlatilan 6rnek, siirekli karistirilarak 0.1 N NaOH c¢ozeltisi ile titre edilmistir. Hafif
pembe rengin kalict oldugu ilk nokta doniim noktasidir. Harcanan NaOH miktari
kaydedilmis, asagidaki denklem kullanilarak numunedeki titrasyon asitligi sitrik asit

cinsinden hesaplanmuistir.

TA (sitrik asit cinsinden) = (V*0.64*100)/V
V: Harcanan 0.1 N’lik NaOH hacmi (mL)
Vo: analiz numunesinin hacmi (mL)

TA: Titrasyon Asitligi (g/L)

3.2.10.3. Renk Analizi

Hazirlanan probiyotik %100 meyve suyu orneklerinde depolama siiresince gerceklesen
renk degisimi, depolamanin 0., 1., 7., 14. ve 35. giinlerinde Hunter L* a* b* sistemine
sahip spektrofotometrik renk Olcer ile belirlenmistir. Her analiz Oncesinde cihazin
kalibrasyonunu takiben meyve suyu drnekleri cihaza uygun kiivetlere doldurulmus ve her
kiivetin 6n ve arka ylizeylerinden 2 farkli okuma yapilmistir. Her 6rnek i¢in 2 biyolojik

tekrar gerceklestirilmis olup, toplam 4 paralelden sonug alinmistir.
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3.2.10.4. Suda Coziiniir Kuru Madde Miktar1 Tayini

Bu analiz, TS 4890 Meyve ve sebze mamulleri- Coziiniir katt madde miktar1 tayini-
Refraktometrik metot’a gore gerceklestirilmistir [73]. Hazirlanan probiyotik %100
meyve suyu numunelerinin suda ¢oziinlir kuru madde miktarlar1 el refraktometresi

kullanilarak belirlenmistir. Her 6rnek i¢in 2 paralelden sonug alinmistir.

3.2.11. Duyusal Analizler

Elde edilen meyve suyu drneklerinin organoleptik olarak degerlendirilmesi Dimes Izmir
Fabrikasinda, duyusal analiz {lizerine egitimli iki kalite kontrol miihendisi tarafindan
yapilmistir. Ankara’dan kargo yoluyla gonderilen numuneler, depolanmalarinin 14. ve
35. giinlerinde Dimes ekibi tarafindan degerlendirmeye alimmistir. Renk, kivam/
akiskanlik, koku, aroma, asitlik / eksilik, agizda kalan tat ve genel begeni olmak {izere 7
kriter belirlenmis olup, katilimcilar degerlendirmelerini 5 noktali hedonik skalaya gore

(1: hi¢ begenmedim, 5: ¢cok begendim) yapmislardir.

3.2.12. istatistiksel Analiz

Enkapsiilasyon verimi ve sindirim sistemi simiilasyonu analizlerinden elde edilen veriler
iizerinde, Tukey’in Diirlistce Anlamli Fark ¢oklu karsilagtirma testleri (Tukey HSD) ile
tek yonlii varyans analizi (ANOVA) uygulanmistir. p<0.05 anlamli fark olarak kabul
edilmistir. Istatistiksel analizlerde JMP (Trial 15.2.1) yazilimi1 kullanilmustir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Probiyotik mikroorganizmalarin ¢esitli kronik inflamatuar hastaliklarin tedavisi ve genel
bagisikligin kuvvetlendirilmesi iizerine etkileri ve 6nemi, bugiin daha iyi anlasilmistir.
Isteyen herkesin probiyotik gidaya ulasmasmin saglanabilmesi igin probiyotik gida
yelpazesinin genisletilmesi ve iiriin sayisinin artirilmasi gerekmektedir. Ozellikle Covid-

19 pandemisiyle birlikte bu iirlinlere artan talebin karsilanmasi1 6nem arz etmektedir.

Tiirkiye’deki probiyotik gida pazarinin yalnizca siit tirtinleri temelinde genislemis olmasi,
bu iriinlerin tliketimindeki sinirlamalari ortadan kaldirmamaktadir. Bazi insanlarin
intolerasyon veya otoimmiin hastaliklar sebebiyle siit {iriinii tiikketemedigi veya beslenme
yonelimleri bakimindan bu iiriinleri tiiketmeyi tercih etmedigi glinlimiiz diinyasinda,

farkli gida kategorilerinde probiyotik gidalarin gelistirilmesi ve tiretilmesi 6nemlidir.

Bu tez caligmasinda, sektordeki probiyotik iirlin yelpazesinin artirilma ihityact goz
ontinde bulundurularak bitki temelli bir probiyotik {iriiniin gelistirilmesi amaglanmis ve
bunun i¢in ticari olarak iiretilen %100 ibareli pastdrize portakal ve elma-seftali meyve

sular1 kullanilmistir.

Calisma kapsaminda LGG ve EcN probiyotiklerinin dncelikle aljinat-seliiloz asetat fitalat
ve ksantan gam-jellan gam karigimlar ile ayr1 ayr1 enkapsiilasyonlart gergeklestirilmistir.
Elde edilen mikrokapsiiller her iki mikroorganizma i¢in de karakterize edilmis ve
enkapsiilasyon verimleri hesaplanmigtir. Mikrokapsiillerin sindirim sistemi simiilasyonu
basarist ve meyve suyuna uygunluguna yonelik en iyi sonucu veren polimer

kombinasyonu belirlenmistir.

Burada, ilki, probiyotiklerin polimer ¢ozeltisiyle ile direkt olarak enkapsiilasyonu ve
ikincisi polimerlere ek olarak prebiyotiklerin de eklendigi c¢ozeltiyle probiyotiklerin
simbiyotik enkapsiilasyonu olmak iizere iki farkli enkapsiilasyon gerceklestirilmistir. Her
iki enkapsiilasyonda da enkapstilasyon ajani olarak; bir 6nceki agamada gerceklestirilen

karakterizasyon ve enkapsiilasyon verimi degerlendirmelerinde en basarili sonucu veren
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polimer kombinasyonu kullanilmistir. Elde edilen mikrokapsiillerin karakterizasyonu

yapilmustir.

Sindirim sistemi simiilasyonu gergeklestirilerek enkapsiile probiyotiklerin sindirim

sistemi kosullarina dayaniklilig1 sindirim sistemi simiilasyonu ile degerlendirilmistir.

Probiyotik mikrokapsiilleri ve enkapsiile edilmemis probiyotik hiicreleri farkli numuneler
halinde %100 portakal ve %100 elma-seftali suyuna eklenmis ve 35 giin boyunca kontrol
ornekler ile ayni1 kosullarda depolanmistir. Depolama siiresi boyunca belirli araliklarla

meyve suyu orneklerindeki probiyotiklerin canliliklar1 belirlenmistir.

Kontrol grubu ile beraber probiyotik eklenen meyve suyu orneklerinde kalite analizleri

ve duyusal analizler gerceklestirilmistir.

4.1. Probiyotik Mikroorganizma Suslarinin Canlandirilmasi ve Stok Kiiltiir Eldesi

Tez kapsaminda LGG ve EcN probiyotik mikroorganizmalart kullanilmistir. Bu
mikroorganizmalarin ikisinin de probiyotik 6zellik gdstermelerine ragmen, filogenetik
simiflandirmada birbirlerinden uzak olmalari ve farkli metabolik o6zelliklere sahip
olmalar1 bakimindan; enkapsiilasyon islemine, sindirim sistemi simiilasyonuna ve meyve

suyunda depolamaya verecekleri tepkiler calisma kapsaminda degerlendirilmistir.

Liyofilize formdaki kiiltiirler sivi besiyerlerinde canlandirildiktan sonra tek koloni
diistirtilerek LGG ve EcN saf kiiltiirleri elde edilmistir. Probiyotik bakterilerin izolasyon
siirecine ait bilgiler Cizelge 4.1.’de verilmistir. Izolatlar HU kodu ile kayit altina alinarak

Hacettepe Universitesi FoodOmics laboratuvarinda -20 °C’de depolanmaktadir.
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Cizelge 4.1. Probiyotik bakterilere ait saf kiiltiirlerinin eldesi.

S Tek Koloni Saf
Mikroorganizma | Probiyotik | Canlandirma
Besiyerinde Diisiirme Kiiltiir
Kodu Bakteri Kosullar:
Gelisme Kosullar Eldesi
MRS Agar,
MRS Broth, 37°C,
HUF18SOT1001 LGG 37 °C, + 4 +
8 saat,
18 saat anaerobik
ortam
Lauryl Sulfate
Lauryl
Agar,
Sulfate Broth,
HUF19SPT1001 EcN + 37 °C, +
37 °C,
24 saat,
18 saat
aerobik ortam

Elde edilen saf kiiltiirlerin yilizeye yayma metoduyla [66] kati besiyerine ekimleri ve
takiben uygun kosullarda inkiibasyonu sonucunda Sekil 4.1.’deki koloniler elde
edilmigtir. LGG kolonileri parlak-kremsi goriintiide besiyerinde ¢ok yayilmadan
kiimiilatif bir goriintii olustururken; EcN kolonileri mat-sar1 renktedir ve hiicreler iist iiste
birikmek yerine besiyerinde yayilim gostererek daha biiylik capta kolonilerin olusmasini

saglarlar.

(LGG)

(EcN)

Sekil 4.1. Probiyotik bakterilerden elde edilen saf kiiltiirlere ait kat1 besiyerlerindeki

koloni goriintiileri.
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4.2. Polimer Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Enkapsiilasyonda  kullanilan polimerler, etkili bir enkapsiilasyon isleminin
gerceklestirilmesinde biiyiik bir 6neme sahiptir. Polimerlerin jel olusturabilecek ve
mikron boyutunda damlaciklarin olugmasina izin verecek 6zellikte olmasi, ayn1 zamanda
islenecegi gida iiriiniine olan uyumu dikkat edilmesi gereken parametrelerdendir. Calisma
kapsaminda probiyotik siit {riinlerine alternatif olabilecek bir fiiriin gelistirilmek
istendiginden, literatiirdeki enkapsiilasyon caligmalarinda iyi enkapsiilasyon etkinligi
olusturdugu belirtilmesine ragmen, enkapsiilasyon materyali olarak whey protein izolati
veya kitosan gibi hayvansal kaynakli polimerlerin kullanimi tercih edilmemistir [74—77].
Bununla beraber, mikrokapsiillerin meyve suyunda depolanacak olmasi goz Oniinde
bulundurularak enkapsiilasyon materyallerinin depolama siiresince biitiinliigiinii
koruyabilmesi ve meyve suyuna bakteri saliniminin minimum diizeyde tutulabilmesi
bakimindan asit toleransi yliksek olan polimerlerin kullanilmasina karar verilmistir. Poroz
nigastanin gozenekli yapist sayesinde mikroorganizmalar1 yapilarina alabildikleri ve bu
polimerle etkin bir enkapsiilasyon isleminin gergeklestirilebildigi [78,79] caligmalarda
belirtilse de; islenecek iiriiniin meyve suyu olmasi sebebiyle bu gozenekli yapinin fayda
saglamayacagi, aksine s1vi ortamin mikrokapsiil icerisine girerek probiyotik bakterilerin
olumsuz ortam kosullarindan yeterince korunamayacagi ongoriilmiistiir. Benzer sekilde
aljinatta da gézenekli yapinin varligi literatiirde bildirilmektedir [47]. Aljinatin tek basina
enkapsiilasyon polimeri olarak kullanilmasinda; asit toleransinin diisiik oldugu ve bu
yiizden asidik ortamlarda mekanik stabilitesini saglayamayarak kapsiil biitiinliigiinii

koruyamadigi caligsmalarda bildirilmistir [80].

XG-GG ile yapilan enkapsiilasyon ¢aligmalarinda bu polimerlerin jellesme gosteren diger
karbonhidrat polimerlerine gore asit toleranslarinin daha yiliksek oldugu ve asidik
kosullarda probiyotik mikroorganizmalarin korunmasinda daha basarili sonug verdikleri
belirtilmistir [14,50]. CAP polimerinin ise asidik ortamda ¢oziinmedigi, bazik ortamda
kontrollii bir sekilde ¢oziindiigii ve bu oOzelliklerinden dolay: ilag sanayiinde etken
maddelerin bagirsakta kontrollii salinimina olanak saglamasi bakimindan kullanildig:
literatiirdeki ¢aligmalarda belirtilmistir [6,46,48,81]. Bu polimerin enkapsiilasyon
isleminde kullanilmasinin 6niindeki engel ise jel olusturamamasidir. Bu sebeple jel
olusturma oOzelligi olan baska polimerlerle birlikte kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir.

Literatiirde ALG-CAP polimer karisimlarinin enkapsiilasyonda kullanildig1 ¢aligmalarda,
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CAP polimerinin eklenmesiyle ALG polimerinin asit toleransimnin artirilabildigi
belirtilmistir [12]. Bahsi gegen 4 polimerin (XG, GG, ALG, CAP) de bitkisel kaynakl
olmasi, ¢aligmanin probiyotik siit {irlinlerine alternatif bir probiyotik gida gelistirme
hedefiyle uyugsmaktadir. Yapilan literatiir arastirmasinda, simdiye kadar, XG-GG ve
ALG-CAP karsilastirmasina dair bagka bir ¢alismaya rastlanmamastir.

Kullanilacak polimerlere karar verildikten sonra, enkapsiilasyon materyali olarak
kullanilacak polimer konsantrasyonlarinin belirlenmesinde literatlirdeki g¢alismalar
incelenmistir [12,14]. Bu bilgiler 1s181inda farkli konsantrasyonlarda hazirlanan polimer
cozeltileriyle enkapsiilasyon islemi gerceklestirilerek, en iyi verimin alindigi, sindirim

sistemi kosullarina en dayanikli mikrokapsiiller belirlenmek istenmistir.

Cizelge 3.2.°de belirtilen konsantrasyonlarda hazirlanan polimer ¢ozeltileri santrifiij
tiplerine aktarilarak sterilize edilmistir. Steril polimer c¢ozeltileri Sekil 4.2.°de
goriilmektedir. ALG:CAP ¢ozeltileri krem-sar1 renginde ve akiskan formda iken, XG:GG
cozeltilerinin yar1 saydam-beyaz renkte ve oda sicakliginda viskoz yapida oldugu
gozlenmistir. Polimer ¢ozeltilerindeki akiskanligin optimum seviyede olabilmesi ve
probiyotikler i¢in en iyi ortamin saglanabilmesi i¢in polimer ¢ozeltileri enkapsiilasyon
oncesinde steriliteleri bozulmadan 37 °C’de 20 dk bekletilmistir. Ayrica, simbiyotik
enkapsiilasyonda kullanilan iniilin igeren polimer karigimlarinda, polimer ¢ozeltilerinin

fiziksel 6zelliklerinde farklilik gdzlenmemistir.
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(ALG:CAP) (XG:GG)

Sekil 4.2. Steril polimer ¢ozeltileri.

4.3. Probiyotik Bakteri Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Enkapsiilasyondan 18 saat nce LGG ve EcN stok kiiltiirlerinden canlandirma yapilarak
enkapsiilasyonda kullanilacak saf probiyotiklerin gelismesi saglanmistir. Sekil 4.3.’te
probiyotik hiicrelerinin yikama iglemi sirasinda santrifiij sonrasi olusturdugu pellet

goriilmektedir. Her iki mikroorganizmada da ayni goriintiide pellet elde edilmistir.

Sekil 4.3. Probiyotik bakteri ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda hiicre pelletinin eldesi.

4.4. Probiyotiklerin Mikroenkapsiilasyonu

Probiyotik  mikroorganizmalarin ~ ortam  kosullarina  olan  duyarliligi, bu

mikroorganizmalarin gidalara islenmesini zorlastiran etmenlerden biridir. Bir gidanin
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probiyotik gida olarak adlandirilabilmesi i¢in en az 1.0x10% kob/g canli probiyotik
mikroorganizmanin bulunmasi gerekmektedir [82]. Gidanin {iiretiminden baglayip
tiiketimine kadar gecen depolama siiresinde bu canli probiyotik seviyesinin korunmasi
onemlidir. Enkapsiilasyon isleminin, bu mikroorganizmalar1 olumsuz ortam
kosullarindan koruyabildigi literatiirdeki ¢aligmalarda gosterilmistir [83]. Bu sebeple,
probiyotiklerin meyve suyunda kullanilabilirliginin arastirildigt bu caligmada,

enkapsiilasyon iglemi ger¢eklestirilmistir.

Probiyotik mikroorganizmalarin enkapsiilasyonunda farkli yontemler kullanilmaktadir.
Bu yontemlerden biri olan ekstriizyon yonteminde kapsiil olusumu ig¢in siringa
kullanilmas: durumunda mikron capinda kapsiiller elde edilememektedir. Ekstriider
cihazi kullanilmas1 durumunda ise kapsiiller mikron boyutunda elde edilebilmektedir
fakat bu durumda da cihaz maliyet olusturmaktadir. Ayrica bu yontem ile tek seferde
fazla miktarlarda mikrokapsiil iiretimi yapilamamaktadir [45]. Bu tez c¢aligmasinda
enkapsiilasyon metodu olarak, manyetik karistirici disinda cihaz gerektirmemesi,
karigtirma hizinin degistirilmesiyle ihtiyaca gore farkli boyutlarda mikrokapsiil eldesine
imkan vermesi, istendiginde tek seferde fazla miktarda mikrokapsiil {iretiminin
saglanabilmesi bakimindan emiilsiyon yonteminin kullanilmasi tercih edilmistir. Ayrica,
enkapsiilasyon isleminin bakteri canliliginin korunmasima olan etkisinin objektif bir
sekilde degerlendirilebilmesi i¢in kullanilacak metodun mikroorganizmalar1 strese
sokmayacak 0zellikte olmasina da dikkat edilmistir. Sprey kurutma metoduna kiyasla
emiilsiyon yontemi bu bakimdan olduk¢a narin bir enkapsiilasyon islemine olanak

saglamaktadir.

Calismada, bir onceki basamakta hazirlanan probiyotik bakteri ¢ozeltisi ile polimer
cozeltilerinin karistirilmasindan hemen sonra enkapsiilasyon islemi ger¢eklestirilmistir.
Sekil 4.4.’te emiilsiyon metodu ile enkapsiilasyon asamalarmma ait gorseller
bulunmaktadir. Sekil 4.4. (a)’da yag ve Tween 80 karigimi ile polimer-probiyotik
karisimlarinin emiilsiyon olusturma asamasi goriilmektedir. Sekil 4.4. (b)’de CaCl,
soliisyonunun eklenmesi ile emiilsiyonun kirilldigr ve faz ayriminin gerceklestigi an
goriilmektedir. Yag fazi icerisinde olusan mikrokapsiillerin su fazina gegisi Sekil 4.4.

(c)’de gosterilmistir. Sekil 4.4. (d)’de 2 saatlik bekleme siiresinin sonunda tiim
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mikrokapsiillerin su fazina gecgerek beherin tabanina ¢oktiigli goriilmektedir.
Enkapsiilasyon iglemine ait bu asamalarda, LGG ve EcN probiyotik bakterileri ve farkli
polimer kombinasyonlart i¢in aym1 goriintiller elde edilmistir.  Simbiyotik

mikroenkapsiilasyonda da agamalara ait goriintiilerde bir degisiklik bulunmamaktadir.

(a) (b) (c) (d)

Sekil 4.4. Enkapsiilasyon asamalari.

a: Emiilsyon olusumu; b:Faz ayrimi; c:Mikrokapsiillerin su fazina gegisi; d:Tim

mikrokapsiillerin beherin tabaninda toplanmas.

Sonug olarak, emiilsiyon yontemi, uygulamasi kolay, pahali cihazlar gerektirmeyen,
mikroorganizmalari strese sokmayan, yiiksek verimde mikrokapsiil eldesine izin veren,
tek seferde fazla miktarda mikrokapsiil liretimine adaptasyonu miimkiin olan (bottom-up)
ve mikron boyutunda kapsiil iiretiminin saglanabildigi (Sekil 4.5., Sekil 4.6., Sekil 4.7.
ve Sekil 4.8.) bir yontemdir. Buna karsin, islem sirasinda yag kullanilmasi ekstra bir
maliyet olusturmaktadir. Yontemin uygulanmasindaki tek zorluk kapsiillerin yag
fazindan tamamen ayrilmasmin saglanmasidir. Calisma kapsaminda gerekli

optimizasyon basamaklarinin yiiriitiilmesiyle bu problemin asildig1 goriilmiistiir.

4.5. Mikrokapsiillerdeki Probiyotik Canlihiginin Belirlenmesi ve Enkapsiilasyon

Verimi

Mikrokapiillerden salinan canli probiyotik hiicre sayisinin, enkapsiilasyonda kullanilmak
iizere hazirlanan probiyotik ¢ozeltisinde bulunan canli mikroorganizma sayisina orani

enkapsiilasyon verimini belirtmektedir.
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Bu tez calismasinda, emiilsiyon yonteminin kullanildigi, farkli polimerlerle ve
mikroorganizmalarla gerceklestirilen enkapsiilasyonlar sonucunda, %83 ile %97 arasinda
enkapsiilasyon veriminin saglandigr Cizelge 4.2°de goriilmektedir. Buna gore; tiim
mikrokapsiilerin igerisinde en yliksek enkapsiilasyon verimi %97.26+1.77 ile LGG
1XG:1GG mikrokapsiiliinde, en diisiik verim ise %82.87+1.78 ile LGG 0.5XG:1GG
mikrokapsiilinde elde edilmistir. Ayn1 polimer c¢ozeltileriyle EcN’de sirasiyla
%83.58+1.35 ve %93.94+1.79 oranlarinda enkapsiilasyon verimi elde edilmistir. Bir
mikroorganizma i¢in en yiiksek enkapsiilasyon veriminin saglandig1 polimer karisiminda,
diger mikroorganizma i¢in en diisiik verimin alinmasi, enkapsiilasyon verimlerinin

kullanilan polimerlerden bagimsiz olarak degistiginin bir gostergesidir.

Daha 6nce, emiilsiyon yontemi ile %80 ile %95 arasinda enkapsiilasyon verimi saglandigi
literatiirde belirtilmistir [35]. Buna gore, bu tez calismasinda elde edilen sonuglar

enkapsiilasyon iglemlerinin basariyla gergeklestirildiginin gostergesidir.

Cesitli calismalarda, enkapsiilasyon verimine ait degerler, enkapsiilasyondan sonra canli
kalan mikroorganizma olarak tanimlanmaktadir [74]. Bu kismen dogru bir dnermedir.
Sprey kurutma gibi sert kosullarin uygulandigi yontemlerde, iiretilen tiim
mikrokapsiillerin igerisinde sisteme beslenen probiyotiklerin tamaminin bulunmasi
beklendiginden, enkapsiilasyon verimindeki diisiis probiyotiklerin enkapsiilasyon islemi
sirasinda canliligini yitirmesi ile iliskilendirilebilir. Diger taraftan, emiilsiyon gibi 1limli
bir yontemde enkapsiilasyon verimlerindeki farkliliklarin, probiyotiklerin islem sirasinda
zarar gOriip Olmesiyle degil; probiyotiklerin tamaminin mikrokapsiiller igerisine
hapsedilememesi ihtimaliyle, dolayisiyla serbest mikroorganizmalarin enkapsiilasyon
sonras1 uzaklastirilan yag ve yikama ¢ozeltileriyle beraber ortamdan ayrilmastyla iligkili

olabilecegi diislinlilmektedir.

Sonug olarak, bu tez ¢alismasinda enkapsiilasyon verimlerinde farkli sonuglarin alinmasi
kullanilan polimer c¢ozeltileriyle ve mikroorganizma tiirii ile iliskilendirilememekle
beraber, literatlirdeki emiilsiyon yonteminin kullanildigi enkapsiilasyon islemlerinde

saglanan %80’in iizerindeki enkapsiilasyon verimiyle uyumlu sonuglar alinmistir.
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Cizelge 4.2. Enkapsiilasyon verimi (%).

.. N (log No (log
Mikrokapsiil Ornegi %EV
kob/g) kob/mL)
LGG 3ALG:1CAP 6.42+0.16 7.48+0.18 | 85.8742.14%pgr
LGG 1XG:1GG 7.97+0.15 8.20+0.05 97.26+1.77%a
LGG
LGG 3ALG 7.95+0.08 8.71+£0.43 | 91.33+0.90%c
Mikrokapsiilleri
LGG 3ALG:0.75CAP| 8.56+0.20 8.86+0.12 96.68+2.34%5
LGG 0.5XG:1GG 7.15+0.15 8.63+0.35 82.87+1.78%
LGG
LGG 7.36+0.16 7.64+0.11 96.334+2.03%A
3ALG:1CAP:2INU
Simbiyotik
. R LGG
Mikrokapsilleri 7.53£0.16 | 8.54+0.01 |88.22+187%coe
1XG:1GG:2INU
EcN 3ALG:1CAP 7.10+£0.21 8.06+0.02 | 88.05+2.55%¢pE
EcN 1XG:1GG 6.98+0.11 8.35+0.02 | 83.58+1.35%r
EcN
EcN 3ALG 8.08+0.18 8.67£0.17 | 93.24+2.05%aB
Mikrokapsiilleri
EcN 3ALG:0.75CAP | 7.20+0.18 8.15+0.46 | 88.35+2.18%¢cp
EcN 0.5XG:1GG 8.43+0.16 8.98+0.11 | 93.94+1.79%AB
EcN o
EcN Simbiyotik | 347 G:1CAP-2INU 7.09+0.10 7.77£0.05 | 91.23+£1.29%*pc
Mikrokapsiilleri
EcN 1XG:1GG:2INU | 7.16+0.12 8.36+0.03 | 85.60+1.41"pEr

N: mikrokapsiillerden salinan canli mikroorganizma sayisi; NO: Probiyotik ¢ozeltisindeki

canlt mikroorganizma sayisi; %EV: enkapsiilasyon verimi yiizdesi. N ve %EV sonuclar1

dort paralelin ortalamasi olarak; NO sonuglari ise 2 paralelin ortalamas1 + standart sapma

seklinde verilmistir.
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a-d; w-z... seklinde gosterilen farkli harfler farkli LGG ve EcN mikrokapsiillerinin kendi
aralarindaki anlaml farkliligimni ifade etmektedir (p<0.05). ABC... seklinde gosterilen
farkli harfler tiim farkli mikrokapsiiller arasindaki anlamli farklilig: ifade etmektedir

(p<0.05).

4.6. SEM Analizi ile Mikrokapsiillerin Morfolojik Karakterizasyonu

Uretilen tiim mikrokapsiil drnekleri 36 saat boyunca -40 °C sicaklik, 0.070 mbar vakum
altinda liyofilize edilmistir. Liyofilize ornekler SEM analizi i¢in Ornek tutuculara
yerlestirilmis ve altin-paladyum ile kaplanmistir. SEM analizleri, tekrar olmasi i¢in igin
iki farkli cihazda gerceklestirilmistir ve her numune igin anlamli goriintiilerin elde
edildigi cihaz goriintiisii secilmistir. Hacettepe Universitesi HUNITEK biinyesinde elde
edilen goriintiiler FIB-SEM, Bilkent UNAM biinyesinde elde edilen goriintiiler ise ESEM
olarak belirtilmistir. Sekil 4.5 ve 4.6’da LGG mikrokapsiillerinin, Sekil 4.7. ve 4.8.’de ise
EcN mikrokapsiillerinin SEM mikrograflar goriilmektedir.

Tiim mikrokapsiil 6rneklerinin SEM goriintiilerinde mikron boyutunda kapsiillerin elde
edildiginin goriilmesiyle beraber, kapsiil boyutlar1 degisiklik gostermektedir. Kapsiil
bigimleri diizensizdir ve bu durum emiilsiyon yontemiyle elde edilen mikrokapsiillerde
beklenen bir durumdur. Tiim 6rneklerin SEM mikrograflar incelendiginde, ayni1 6rnege
ait farkli boyutlarda mikrokapsiiller elde edildigi goriilmektedir. Goreceli olarak biiyiik
captaki bazi mikrokapsiillerin (>200 um) ylizeylerine yaklasildiginda 2-10 pm
biiyiikligiindeki ¢ok sayida mikrokapsiiliin bir araya gelerek biiyiik yapilari1 olusturdugu
veya biiyiik bir kapsiiliin yilizeyine ¢ok sayida kiigiik kapstiliin yapistig1 gortilmektedir.

LGG aljinat-silika mikrokapsiillerinin degerlendirildigi bir ¢alismada, silika ile
kaplanmayan aljinat mikrokapsiillerinin liyofilizasyon sonrasi kiiresel yapisini biiyiik
Olgtide kaybettigi, kaplama yapilanlarda ise bu yapinin daha iyi korundugu
belirtilmektedir [84]. Bu yoruma dayanarak, bu tez ¢alismasinda, SEM analizi 6ncesi
gerceklestirilen liyofilizasyon islemi sirasinda kapsiil bicimlerinde degisiklikler olmus

olabilir.
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LGG Mikrokapsiilleri

1CAP

LGG 3ALG

1GG

LGG 1XG

LGG 3ALG

0.75CAP

LGG 3ALG

SM: ANALYSIS supervisor GAIA3 TESCAN

View field: 169 pm BI: 4.00 50 pm
SEM MAG: 1.23 kx supervisor Huniek |7

SM: ANALYSIS supervisor GAIA3 TESCAN|
m

View field: 361 pm BI: 4.00 100 ym B
supervisor HuniTex | 7]

SM: ANALYSIS supervisor I GAIA3 TESCAN|
m

View field: 345 ym BI: 4.00 100 pm B
SEM MAG: 602 x supervisor HuniTex | (7]

SM: ANALYSIS supervisor L
View field: 511 pm 4.00 100 ym
SEM MAG: 407 x supervisor
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SM: ANALYSIS supervisor | GAIA3 TESCAN

View field: 65.3 pm BI: 4.00 20 pm VBW
SEM MAG: 3.18 kx ‘supervisor HUNITEK 1))

SM: ANALYSIS supervisor
View field: 228 ym BI: 4.00
supervisor

SM: ANALYSIS supervisor
View field: 372 ym
SEM MAG: 558 x supervisor

SM: ANALYSIS supervisor GAIA3 TESCAN
P

View field: 287 ym BI: 4.00 B‘
SEM MAG: 724 x supervisor HUNITEK | ()




LGG Mikrokapsiilleri
LGG 0.5XG:1GG

LGG 3ALG:1CAP:2INU

LGG Simbiyotik Mikrokapsiilleri

LGG 1XG:1GG:2INU

Sekil 4.5. LGG mikrokapsiillerinin ve simbiyotik mikrokapsiillerinin FIB-SEM

goriintiileri.

SM: ANALYSIS supervisor GAIA3 TESCAN]|

View field: 469 pm BI: 4.00 100 pm
SEM MAG: 443 x supervisor HunITER | 7]

SM: ANALYSIS supervisor

View field: 46.5 pm BI: 4.00
SEM MAG: 4.47 kx supervisor

SM: ANALYSIS supervisor GAIA3 TESCAN|

View field: 549 pm BI: 4.00 100 pm
SEM MAG: 378 x supervisor HuniTek | 7]
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SM: ANALYSIS supervisor GAIA3 TESCAN

View field: 315 pm BI: 4.00
SEM MAG: 660 x supervisor HUNITEK !

SM: ANALYSIS supervisor GAIA3 TESCAN
3

View field: 27.5 ym BI: 4.00
SEM MAG: 7.56 kx supervisor HUNITEK|

SM: ANALYSIS supervisor GAIA3 TESCAN
View field: 226 ym BI: 4.00
SEM MAG: 917 x supervisor HUNITEK
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LGG 3ALG:1CAP:2INU

LGG Simbiyotik Mikrokapsiilleri

GG 1XG:1GG:2INU

L

Sekil 4.6. LGG mikrokapsiillerinin ve simbiyotik mikrokapsiillerinin ESEM goériintiileri.

XG-ALG ve XG-CAP mikrokapsiilleri lizerine gergeklestirilen bir diger ¢alismada, SEM
gorlintiileri degerlendirilen mikrokapsiillerden XG igerenlerin daha yuvarlak sekilde ve
pliriizsiiz yiizeye sahip oldugu; diger taraftan CAP igeren kapsiillerde ise daha sert ylizey
ve diizensiz sekiller goriildiigl belirtilmistir [12]. Bu tez ¢calismasinda, elde edilen SEM
mikrograflarina gdére bdyle bir yorum yapilamamaktadir. S6z konusu c¢alismada
ekstriizyon yontemiyle enkapsiilasyon isleminin gerceklestirilmis olmasindan dolayi elde
edilen mikrokapsiiller {izerinde materyalin etkisinin daha net gozlenebildigi
diistinilmektedir. Bu tez ¢aligmasinda ise, emiilsiyon metodu ile enkapsiilasyon islemi
gerceklestirildigi icin mikrokapsiillerin boyutlar1 farkli ve sekilleri diizensizdir. Bu
sebeple materyalin mikrokapsiil morfolojisi iizerine olas1 etkisi gozlenememektedir.
Kiicik biiyiiltmelerde sert yiizeyli gibi goriinen kapsiillerde yeterince biiyiitme
yapildiginda yiizeyde pek ¢ok yuvarlak ve piiriizsiiz goriiniimde mikrokapsiil kiimesinin

oldugu goriilmektedir.
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EcN Mikrokapsiilleri

1CAP

EcN 3ALG

1GG

EcN 1XG

EcN 3ALG

:0.75CAP

EcN 3ALG

SM: ANALYSIS
View field: 72.8 pm
SEM MAG: 2.85 kx

SM: ANALYSIS
View field: 22.0 pm
SEM MAG: 9.42 kx

SM: ANALYSIS
View field: 190 pm
SEM MAG: 1.09 kx

SM: ANALYSIS
View field: 382 ym
SEM MAG: 544 x

supervisor
BI: 6.00
supervisor

supervisor
BI: 3.00
supervisor

supervisor
BI: 3.00
supervisor

supervisor
BI: 3.00
supervisor

Lt

5um

SM: ANALYSIS supervisor GAIA3 TESCAN
I

View field: 53.0 pm BI: 6.00
SEM MAG: 3.92 kx supervisor HUNITEK

SM: ANALYSIS supervisor GAIA3 TESCAN
View field: 13.5 pm BI: 6.00 2pm 7
SEM MAG: 15.4 kx supervisor HUNITEK!

SM: ANALYSIS supervisor
View field: 94.4 ym BI: 3.00
SEM MAG: 2.20 kx supervisor

SM: ANALYSIS supervisor GAIA3 TESCAN

View field: 186 ym BI: 3.00 r’m
SEM MAG: 1.12 kx supervisor Hunitex | )|




EcN Mikrokapsiilleri
EcN 0.5XG:1GG

EcN 3ALG:1CAP:2INU

EcN Simbiyotik Mikrokapsiilleri

EcN 1XG:1GG:2INU

Sekil 4.7. EcN mikrokapsiillerinin ve simbiyotik mikrokapsiillerinin FIB-SEM

goriintiileri.

SM: ANALYSIS supervisor GAIA3 TESCAN]|

View field: 1.21 mm BI: 6.00
SEM MAG: 171 x supervisor HuNITEK 7))

SM: ANALYSIS supervisor GAIA3 TESCAN
m

View field: 200 ym BI: 3.00 (7
SEM MAG: 1.04 kx supervisor HUNITEK |

SM: ANALYSIS supervisor

View field: 994 ym BI: 4.00 200 ym
SEM MAG: 209 x supervisor HUNITEK |
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SM: ANALYSIS supervisor GAIA3 TESCAN|

View field: 350 pm BI: 6.00 100 pm
SEM MAG: 504 x supervisor HunITER | 7]

SM: ANALYSIS supervisor
View field: 53.6 ym BI: 3.00
SEM MAG: 3.87 kx supervisor

SM: ANALYSIS supervisor

View field: 200 ym BI: 4.00
SEM MAG: 1.04 kx supervisor
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EcN 3ALG:1CAP:2INU

EcN Simbiyotik Mikrokapsiilleri

EcN 1XG:1GG:2INU

e ] ————— 100 pm —————— HV et | ————— 20 ym ———

Sekil 4.8. EcN mikrokapsiillerinin ve simbiyotik mikrokapsiillerinin ESEM goriintiileri.

Kapsiillerin agregasyonuna sebep olabilecek iki ihitmal bulunmaktadir. Birincisi,
enkapsiilasyonda su fazina ge¢mis ama tam olarak sertlesmemis mikrokapsiillerin
birbiriyle interaksiyona girerek biiylik yapilar halinde sertlesmenin goriilmesi ihtimalidir.
Ikinci ihtimal ise; liyofilizasyon sirasinda suyun yavas evapore olmasindan dolayi,
evaporasyon sirasinda kapsiillerin agrege olarak bir biitiin halinde kurumanin

gergeklesmesidir.

4.7. Sindirim Sistemi Simiilasyonu ile Mikrokapsiillerdeki Probiyotik Canlhihiginin

in vitro Kosullarda Degerlendirilmesi
4.7.1. Simiile Sindirim Sistemi Sivilarinin Hazirlanmasi

Sindirim sistemi simiilasyonunda, LGG ve EcN mikroorganizmalart i¢in iki farkli simiile
mide s1vist (SMS) kullanilmistir. LGG i¢in gerceklestirilen sindirim sistemi simiilasyonu
(SSS) 6n denemelerinde SMS ¢ozeltisinin pH degeri 2.5 olarak ayarlandiginda, yapilan
kiiltiirel sayim sonuglarinda mide simiilasyonunun 45. dakikasindan itibaren canl
mikroorganizmaya rastlanmamistir. Bu duruma neden olan baslica parametrenin
belirlenmesi i¢in bir dizi deneyler yapilmig ve bu mikroorganizmanin enzimsiz ortamda
bile diisiik pH’tan (pH 2.5) etkilendigi gdzlenmis ve degistirilmesi gereken parametrenin

pH olduguna karar verilmistir. Mikroorganizmanin sindirim sistemi kosullarina verdigi
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tepkinin degerlendirilebilmesi i¢in bagirsak simiilasyonunun sonuna kadar canl
mikroorganizma saptanabilmesi gerektigi degerlendirmesi yapilarak, LGG ig¢in
gerceklestirilen simiilasyonlarda SMS’nin pH’1 3 olarak degistirilmistir. LGG igin
belirlenen bu SSS kosullar1 EcN i¢in uygulandiginda, EcN canliliginda diisiis
gozlenmemistir. LGG’de karsilagilan canliligin saptanamamasi durumu kadar, canlilikta
degisimin olamamas1 da SSS sonuglari iizerinde degerlendirme yapilamamasina neden
olmaktadir. Bu sebeple, LGG i¢in belirlenen simiilasyon kosullarindan yalnizca bir
parametrenin degistirilerek EcN icin SSS ger¢eklestirilmesine karar verilmistir. EcCN’in
farkli pH’lara tepkisinin 6l¢iildiigii n denemelerde, pH 2 olan SMS’1nda EcN canliliginin
45. dakikada sifirlandigi, pH 2.5 olan SMS kullanildiginda ise beklendigi iizere bazi
mikroorganizmalarin 6ldiigli, fakat bagirsak simiilasyonunun sonuna kadar canli
mikroorganizmanin ulastigt saptanmistir. LGG ve EcN ig¢in wuygulanan SSS
kosullarindaki farkliligin sebebi bu durumdur. Tiim parametrelerin tamamen
degistirildigi iki farkli SSS uygulamasindansa, yalnizca bir parametrenin (SMS pH
degeri) degistirildigi farkli simiilasyonlarin  gerceklestirilmesinin, sonuglarin

yorumlanmasinda kolaylik saglayacagi diigiiniilmiistiir.

4.7.2. Sindirim Sistemi Simiilasyonu

Sindirim sistemi sivilarinin hazirlanmasindan sonra, mikrokapsiil ornekleri 90 dk
boyunca SMS sivisinda calkalanmistir. Mide simiilasyonundan sonra SBS sivisi
eklenerek c¢ozeltinin pH degeri 8’e ayarlanmis ve 90 dk boyunca bu c¢ozeltiyle
calkalanmistir. Mide simiilasyonunda ii¢ kez (T1, T2, T3), bagirsak simiilsayonunda {i¢
kez (T4, T5, T6) olmak iizere alti farkli zamanda ekim yapilarak mikroorganizma
canliligindaki degisim takip edilmistir. FElde edilen sayim sonuglart ve
mikroorganizmalarin canli kalma yiizdeleri LGG i¢in Cizelge 4.3’te, EcN i¢in Cizelge

4.4.’te verilmistir.
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Cizelge 4.3. Sindirim sistemi simiilasyonunda LGG canliliginin zamana gore degisimi.

Mide Bagirsak
T1 T2 T3 T4 T5 T6
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5 & ©
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o
g N 7.10+0.08'2 6.94+0.1392%¢ 6.30+0.27° 2.04+0.25° 2.374£0.08™° | 2.65+0.05%
O
=
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N: Zaman gore canli mikroorganizma sayis1 (log kob/g,mL)
%CK: Canli kalma ytizdesi

Farkli harfler, farkli mikrokapsiillerden alinan sonuglar arasindaki anlamli farki
gostermektedir (p<0.05). Canlilik sonuglarinda; bed:1, ef:2, hi:3, lm:4 seklinde
kisaltilmigtir. Canli kalma yiizdesinde; ab:1, de:2, gh:3, ij:4, kl:5 seklinde kisaltilmistr.

LGG ile gerceklestirilen sindirim sistemi simiilasyonlarinda; ALG:CAP mikrokapsiilleri
icerisinde en yiliksek canli kalma yiizdesi 41.95+2.09 olarak 3ALG:1CAP
mikrokapsiillerinde gozlenmistir. XG:GG mikrokapsiilleri igerisinde ise 1XG:1GG
mikrokapsiilleri %37.34+0.74 ile en yiiksek korumayi1 saglamistir. Bu iki polimer
karigtmma iniilin eklenerek elde edilen simbiyotik mikrokapsiillerden en basaril

korumay1 %55.41+0.24 ile 1XG:1GG:2INU mikrokapsiillerinin sagladigi goriilmektedir.

EcN ile gergeklestirilen sindirim sistemi simiilasyonlarinda ise; ALG:CAP
mikrokapsiilleri icerisinde en yiliksek canli kalma yiizdesi 83.87+1.15 olarak yine
3ALG:1CAP mikrokapsiillerinde gozlenmistir. XG:GG mikrokapsiilleri icerisinde ise
%76.07+2.38 ile en iyi koruma saglayan 1XG:1GG mikrokapsiilleri olmustur. Her iki
mikrokapsiil karigimiyla simbiyotik mikroenkapsiilasyona devam edilmis olup; en
yliksek canli kalma yilizdesini 3ALG:1CAP:2INU mikrokapsiilleri saglamistir.
1XG:1GG:2INU karisimi %85.04+1.90 koruma saglamistir ve aralarinda %2.64 fark

bulunmaktadir.
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Cizelge 4.4. Sindirim sistemi simiilasyonunda EcN canliliginin zamana gore degisimi.

Mide Bagirsak
Tl T2 T3 T4 TS5 T6
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N: Zaman gore canli mikroorganizma sayis1 (log kob/g,mL)
%CK: Canli kalma ytizdesi

Farkli harfler, farkli mikrokapsiillerden alinan sonuglar arasindaki anlamli farki
gostermektedir (p<0.05). Canlilik sonuglarinda; bcd:1, efg:2, Im:3, rs:4 seklinde
kisaltilmigtir. Canli kalma yiizdesinde; be:1, de:2, fg:3, hi:4 seklinde kisaltilmigtir.

LGG ATCC 53103 susu ile gergeklestirilen bir calismada, sindirim sistemi
simiilasyonuna alinan serbest ve aljinat mikrokapsiillerine hapsedilen LGG 6rneklerinde
sindirim sistemi simiilasyonu gergeklestirilmis ve sonu¢ olarak bu iki Ornegin
gastrointestinal sistem kosullarina direncleri arasinda bir fark goriilmemistir [70]. Bu tez
caligmasinda, elde edilen tiim mikrokapsiillerin serbest formdakilerden daha iyi sonug
verdigi goriilmekle beraber; 3ALG mikrokapsiilleri ile serbest LGG’nin canli kalma
yiizdeleri arasinda 0.5 birimlik fark oldugu goriilmektedir. Bu bakimdan s6z konusu
caligmadaki sonuglarla bu tez calismasindaki sonuglarin benzerligi bulunmaktadir.Yine
ayni ¢aligmada, mideden bagirsak kosullarina gegiste canlilikta 1 log kob/mL kadar diisiis
oldugu goriilmekte; mide siiresince ve bagirsak siiresince canlilik seviyelerinde ciddi bir
farklilik bulunmadigi goriilmektedir [70]. Bu tez calismasinda da, sindirim sistemi
simiilasyonunda her iki mikroorganizma i¢in en biiyiik kayip mide kosullarindan bagirsak
kosullarma geciste gozlenmistir. Bu durumun, mikroorganizmanin degisen ortam
kosullarina uyum saglayamayarak Olmesi veya strese girmesinden dolay1 kiiltive
edilememesinden kaynakli oldugu diisiiniilmektedir. Bagirsak simiilasyonunun ilerleyen
stireclerinde canliliktaki artis egilimi, strese giren mikroorganizmalarin zaman igerisinde

ortama uyum saglayarak kiiltive edilebilmesi seklinde yorumlanmastir.

EcN kitozan-aljinat mikrokapsiillerinin ile mide simiilasyonunun gerceklestirildigi bir
caligmada, 2 saatin sonunda serbest formdaki EcN hiicrelerinin yarisindan fazlasinin
canliligini kaybettigi, 6te yandan bu siire igerisinde mikrokapsiillerin EcN canliliginin
korunmasinda %80’in iizerinde basar1 sagladigi belirtilmistir [77]. Bu tez ¢alismasinda
da, sindirim sistemi simiilasyonunda farkli mikrokapsiiller icerisinde en diisiik basarinin

%70’in lizerinde oldugu goriilmektedir.
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Gergeklestirilen sindirim sistemi simiilasyonlarinda,

1.

Kullanilan enkapsiilasyon polimerlerinden bagimsiz olarak enkapsiilasyon
uygulamasinin her iki mikroorganizma i¢in de canli kalma yiizdesini artirdigi

belirlenmistir.

Tim polimer ¢esitleri kendi aralarinda degerlendirildiginde, konsantrasyon
artttkca mikrokapsiillerin  probiyotikleri sindirim sistemindeki olumsuz
kosullardan koruma basarisinin arttig1 goriilmektedir. Bu durum, yiiksek polimer
konsantrasyonunun iyonik capraz baglarin artmasina ve daha yogun bir
membranin elde edilerek mikrokapsiiliin daha stabil hale gelmesiyle ag¢iklanabilir

[74].

Literatiirde, XG-GG mikrokapsiillerinin asit toleransinin yiiksek olmasina iliskin
yapilan yorumlarm, ¢06zeltinin jel yogunlugu ile baglantili olabilecegi
diisiintilmektedir. Calismada 3ALG ¢ozeltisi ile 0.5XG:1GG ¢ozeltilerinin benzer
akigkanliga sahip oldugu goriilmiistiir. Bu ¢dzeltilerin kullanilmasiyla elde edilen
mikrokapsiiller, sindirim sistemi simiilasyonunda yakin sonuglar vermistir. Ote
yandan, 1XG:1GG mikrokapsiillerinin diger 2 mikrokapsiil 6rneklerine gore
probiyotiklerin SSS kosullarindan korunmasinda daha yiiksek basar1 sagladigi
belirlenmistir. Bu sonug, jel yogunlugunun probiyotiklerin korunmasindaki

basariy1 etkiledigi yorumunu desteklemektedir.

ALG mikrokapsiilleriyle ALG-CAP mikrokapsiillerinin verdigi sonuglar
kiyaslandiginda, sodyum aljinata CAP eklenmesiyle sindirim sistemi
simiilasyonunda canli kalma ytizdelerinin arttig1 belirlenmistir. CAP polimerinin
ALG c¢ozeltisinin gozenekli yapist icine yerleserek polimer ¢ozeltisinin asit

toleransini artirdig1 diistintilmektedir.

XG-GG  mikrokapsiillerinden elde edilen sonuglar incelendiginde,
enkapsiilasyonun basarisinda XG konsantrasyonunun Onemli bir parametre
oldugu yorumu yapilmistir. 0.5XG:1GG polimer ¢ozeltisi akigkan bir yapiya
sahipken, 1XG:1GG ¢ozeltisinin olduk¢a yogun bir jel yapisi olusturdugu
gozlenmistir. Bu durumun simiilasyon boyunca kapsiil yapisinin korunmasina etki
ettigi, buna bagli olarak mikrokapsiillerin probiyotikleri dis ortamdan koruma

basarisim etkiledigi diisiiniilmektedir. Oyle ki; simiilasyon sonlandirildiginda
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parcalanmamis 1XG:1GG mikrokapsiillerinin varligi gézlenmistir. Bu bulgu,

meyve suyu uygulamasina gegiste dikkate alinan etmenlerden biridir.

. Mikrokapsiillerin asidik mide kosullarindaki korumasi EcN verilerine

bakildiginda daha belirgindir.

. ALG igeren mikrokapsiiller icerisinde her iki mikroorganizma igin en iyi
korumayr 3ALG:1CAP mikrokapsiilleri saglamistir. XG-GG mikrokapsiilleri
icerisinde ise 1XG:1GG mikrokapsiilleriyle en yiiksek canli kalma yiizdesine
ulagilmistir. XG-GG mikrokapsiillerindeki koruma EcN verilerinde daha net
goriilmektedir. Bu sonuglar dogrultusunda, simbiyotik enkapsiilasyon yalnizca bu

iki polimer ¢ozeltisiyle gerceklestirilmistir.

. Probiyotik mikrokapsiilleri ile simbiyotik mikrokapsiillerinin sonuglar
kiyaslandiginda, simbiyotik enkapsiilasyonun her iki mikroorganizma ig¢in de
sindirim sistemi simiilasyonunda daha iyi koruma sagladigi goriilmektedir. Bu
durumun ortaya ¢ikmasinda iki farkli etmen oldugu diisiiniilmektedir. Birincisi;
iniilinin jel olusturma 6zelligi bulunmaktadir ve bu sekilde polimer ¢6zeltisinin
jel yapisinin daha kivamli hale gelmesine, dolayisiyla mikrokapsiil yapisinin daha
iyi korunmasina yol agmus olabilecegi diisiiniilmektedir. Ikinci etmen ise; pek ¢ok
probiyotik mikroorganizmanin iniilini besin olarak kullanabilmesi, yani iniilinin
prebiyotik 6zelligidir. Buna bagl olarak LGG simbiyotik mikrokapsiillerinde
canli hiicre sayisinda artis yasanmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Ote yandan,
EcN’in iniilini metabolize edememesinden dolayr EcN i¢in yapilan
degerlendirmede yalnizca birinci 6nermenin dogru oldugu diisiiniilebilir. EcN’in
iniilini metabolize edememesine yonelik sonuglarin alindig1 ¢alismalar
bulunmakla beraber [85,86], metabolik yolaklardaki hangi farkliliktan dolay1
boyle bir sonugla karsilasildigina dair literatiirde agiklama bulunamamistir. E.
coli’nin patojenik ve probiyotik suslari arasinda heniiz tanimlanmamis metabolik
yolaklarin bulundugu ve bunlarin bakteri-konak etkilesiminde heniiz
kesfedilememis Ongoriilemeyen aktivitelere sebep oldugu yapilan caligmalarda

belirtilmistir [87].

Sindirim sistemi simiilasyonunda en iyi sonucu veren polimer g¢dzeltilerine
(1XG:1GG ve 3ALJ: 1CAP) %2 (a/h) oraninda INU eklenmesiyle gerceklestirilen

simbiyotik enkapsiilasyonlarin, 6zellikle XG-GG mikrokapsiillerinin sindirim

60



sistemi simiilasyonundaki basarisinin artmasina biiyiik katkis1 oldugu, simiilasyon
verilerinde ortaya konmustur. Bu sonuglara bakildiginda, iniilinin bu polimer

grubuyla daha uyumlu oldugu sdylenebilir.

10. Iniilin igeren mikrokapsiillerin sindirim sistemi simiilasyonundaki basaris,
polimer c¢ozeltilerinin etkinliginin artirilmasinda iniilin ilavesinin etkili bir

yontem oldugunu gostermistir.

4.8. Meyve Suyu Analizleri
4.8.1. Meyve Suyunda Kullanilacak Mikrokapsiillerin Secimi

Meyve suyu orneklerinde kullanilacak mikrokapsiil grubuna karar verme asamasinda,
farkli mikrokapsiillerden alman SSS sonuclar1 degerlendirilmistir. Buna gore;
3ALG:1CAP ile 1XG-1GG mikrokapsiillerinin kiyaslandiginda ALG-CAP’1n daha iyi
sonu¢ verdigi; fakat simbiyotik enkapsiilasyonda 1XG:1GG:2INU mikrokapsiillerinin
3ALG:1CAP:1INU mikrokapsiillerine kiyasla LGG’de daha yiliksek basari
gostermesinden dolay1 meyve suyunda kullanilacak enkapsiilasyon polimerlerinin se¢imi
icin bagka degerlendirmelerin de yapilmasina ihtiya¢ duyulmustur. Bunlardan biri,
polimer ¢ozeltisinin jel kivamidir. SSS analizlerinde toplam 3 saatlik ¢alkalamanin
sonunda, 1XG:1GG mikrokapsiillerinin 3ALG:1CAP mikrokapsiillerine kiyasla kapsiil
biitiinliigiinii korumada daha basarili oldugu gozlenmistir. Meyve suyu orneklerinin 35
giin depolama siiresi oldugu i¢in kapsiil biitiinliigiiniin uzun siire korunabilmesi polimer

seciminde dnemli bir parametredir.

Buna ek olarak, XG ve GG gida endiistrisinde katki maddesi olarak da kullanilmaktadir.
Tim bu parametreler goéz oOnilinde bulunduruldugunda igecek sektdriiniin yabanci
olmadigi XG ve GG polimerleriyle elde edilecek mikrokapsiillerin meyve suyunda

kullaniminin, ALG-CAP polimerlerine gore daha uygun olacagi diisiiniilmiistiir.

4.8.2. Meyve Sularimin Hazirlanmasi

Calisma kapsaminda Dimes %100 Portakal Suyu ve Dimes %100 Elma-Seftali Suyu

kullanilmistir (Sekil 4.9.). Bu 6zellikteki meyve sularinda meyvenin kendisinden gelen
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besin igerigi disinda hicbir katki bulunmamaktadir. Gelistirilmek istenen iiriintin saglik
temelindeki kaygilar tizerine kurulu olmasindan dolayi ilave seker ve/veya katki maddesi

iceren meyve sular1 degerlendirmeye alinmamustir.

Bu tez ¢alismasinda iki farklt meyve suyunun tercih edilmesindeki etmen, farkli besin
degerlerine ve tekstiir/kivama sahip meyve sularinin depolama sirasindaki probiyotik
canliligint nasil etkileyeceginin, mikrokapsiil yapisini nasil destekleyeceginin veya
probiyotik meyve sularmin tiiketim agisindan kabul edilebilirligi iizerine olas1
farkliliklarin degerlendirilmek istenmesidir. Calisma kapsaminda kullanilan meyve

sularinin besin degerleri Cizelge 3.5.’de verilmistir.

Tez calismasi kapsaminda enkapsiile edilen probiyotik mikroorganizmalar meyve suyuna
eklenecegi icin tiiketicinin begenisinin saglanabilmesi amaciyla vigne, elma, nar gibi

berrak meyve sularinin kullanimi tercih edilmemistir.

Sekil 4.9. Ticari %100 portakal ve %100 elma-geftali suyu 6rnekleri

Probiyotik c¢ozeltisindeki baslangi¢ mikroorganizma yiikiiniin ayni olmasit ve tiim
mikrokapsiillerde ayni sayida probiyotik varligmmin saglanabilmesi i¢in tek
enkapsiilasyonla tiim meyve suyu Orneklerine yetecek sekilde probiyotik
mikrokapsiillerinin {iretimi yapilmistir. Buna ek olarak, prebiyotiklerin probiyotik
canliligiin korunmasindaki olumlu etkisi géz oniinde bulundurulmus ve polimer
karigimina iniilin ilave edilerek calisma kapsaminda simbiyotik enkapsiilasyon da ayni

sekilde gergeklestirilmistir.
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Her meyve suyu Ornegi; kontrol, serbest probiyotik, mikrokapsiil veya simbiyotik
mikrokapsiil icermesine ve mikroorganizmaya gore, kaginct glin analiz edilecegi de
kodlanarak ayn1 giinde hazirlanmis ve +4 °C’de analiz giliniine kadar depolanmistir. Sekil

4.10.’da tek seferde hazirlanan meyve suyu 6rnekleri goriilmektedir.

Sekil 4.10. Probiyotik %100 portakal ve %100 elma-seftali sularinin hazirlanmas.

4.8.3. Meyve Suyunun Depolanmasi Sirasinda Probiyotik Canhliklarimin

Belirlenmesi

+4 °C’de depolanan meyve suyu Ornekleri, analiz giinlerinde 2 saat boyunca 37 °C’de
calkalanarak mikrokapsiillerin parcalanmasi saglanmig, ardindan seri diliisyonlar
yapilarak probiyotik bakterilerin kat1 besiyerlerine ekimi yapilmistir. Portakal suyundaki
probiyotik canlilig1 Sekil 4.11.de, elma-geftali suyundaki probiyotik canlilig1 ise Sekil

1 7 14
Giin

4.12.”de verilmistir.

0

10

Canlilik (log kob/ml)
~

B LGG Serbest Form LGG Enkapsiile Form
8LGG Simbiyotik Mikrokapsiil Formu ® EcN Serbest Form
B EcN Mikrokapsiil Formu B EcN Simbiyotik Mikrokapsiilleri Formu

Sekil 4.11. Portakal suyu drneklerinin depolanmasi sirasinda LGG ve EcN canliliklari.

Hata ¢ubuklari ortalamanin standart sapmasini temsil etmektedir (n=4).
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Sekil 4.12. Elma-geftali suyu 6rneklerinin depolanmasi sirasinda LGG ve EcN canliliklart

Hata cubuklari ortalamanin standart sapmasini temsil etmektedir (n=4).

Elde edilen sonuglara gore;

1.

Uriiniin probiyotik gida olarak adlandirilabilmesi igin yeterli sayida canli
probiyotik hiicre icermesi bakimindan, LGG igeren meyve sularinda 35 giinliik
depolama siiresi uygun bir siiredir. Enkapsiilasyonun sagladigi korumanin daha
net goriilebilmesi icin siirenin daha da uzatildig: ileri ¢aligmalar planlanabilir.
EcN igeren meyve sularinda ise 35. giinde canli probiyotik sayist 10° kob/mL’nin
altina indigi i¢in depolama siiresi 14 ile 35. giinler arasinda sinirlandirilmalidir.
Bir gidanin probiyotik olarak adlandirilabilmesi i¢in en az 1.0x10° kob/g canli

probiyotik igermesi gerekmektedir [82].

LGG igeren meyve sularinda, tiim formlar i¢in canlilik diizeyinin korundugu
goriilse de, enkapsiile formlarda serbest forma kiyasla canlilik seviyesinin daha
stabil oldugu goriilmektedir. EcN iceren meyve sularinda ise, 35. giin verilerine
bakildiginda enkapsiile formdaki probiyotiklerin  canliliinin  serbest
formdakilerden 1 log kob/mL’den daha fazla oldugu goriilmektedir. Bu durum,
enkapsiilasyon isleminin meyve sularinda probiyotik canliliginin korunmasinda

etkin bir yontem oldugunu gdstermektedir.
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3. LGG simbiyotik mikrokapsiilleri iceren meyve sularinda, probiyotik canliliginda
7. giinde belirgin bir artis s6z konusudur. Bu durumun, kapsiil igerisinde
bakterilerin metabolize edebilecegi iniilin varhigindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. EcN 6rneklerinde ise, simbiyotik mikrokapsiillerin daha iyi bir
koruma saglandig1 gozlense de bu fark LGG’de oldugu kadar belirgin degildir.
Bunun sebebi arastirildiginda, yabanil tip EcN’in iniilini metabolize edemedigine
ve ortamda iniilin varligmin EcN’in barsak hiicrelerine adhezyonunu
engelledigine yonelik ¢alismalar bulunmustur [85,86]. Bu sebeple, simbiyotik
mikroenkapsiilasyonun EcN probiyotik bakterisinin kullanildigr meyve sularinda
kullanim1 dogru bir karar olmayabilir. EcN igeren meyve sularinda iniilinin bir
prebiyotik olarak degil, bir enkapsiilasyon materyali olarak hareket ettigi

diistiniilmektedir.

4. EcN mikrokapsiilleri igeren elma-seftali suyunda, 35. giindeki canliligin portakal
suyundan yaklagik olarak 0.5 log kob/mL daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu
veriye gore elma-seftali suyu, probiyotik mikrokapsiilleri i¢in daha iyi bir tagiyici
olabilir. Bu durum meyve sularinin yogunluklari, akiskanliklar ve icerdigi meyve
posast ile iligkilendirilmistir. Elma-geftali suyu portakal suyuna gore daha yogun
kivamdadir; icerdigi meyve posasinin daha fazla oldugu goriilmektedir. Bu durum

mikrokapsiil biitiinliigiiniin korunmasini destekleyebilir.

5. Tirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi’nde sogukta muhafaza
edilmesi gereken tiikketime hazir meyve ve sebze sularinin 25 g-mL’sinde
bulunabilecek Salmonella, L. monocytogenes ve E. coli O157 limiti 0 (sifir) olarak
belirlenmistir [88]. Bu tez calismasinda, pastdrize meyve sularma probiyotik
mikroorganizmalar ve probiyotik mikrokapsiiller steril kosullarda eklendigi i¢in
elde edilen E. coli verileri EcN canliliginin bir gostergesidir, fekal kontaminasyon
kaynakli degildir. Ote yandan, endiistriyel iiretimin s6z konusu olmast durumunda
fekal kontaminasyonun belirlenmesi i¢in EcN ve E. coli O157 suslarinin ayrimi
gerekmektedir. Bunun i¢in, PCR ydntemiyle molekiiler diizeyde tanimlama ve

var-yok analizleriyle tespit calismalar1 gerceklestirilebilir.

Sprey kurutma ile LGG-WPI mikrokapsiillerinin iiretildigi bir ¢alismada, mikrokapsiiller
elma suyuna eklenmis ve 5 hafta boyunca +4 °C ve 25 °C’de depolanmistir. 5 haftanin
sonunda +4 °C’de depolanan 6rneklerdeki probiyotik canliliginda yar1 yariya bir diisiis

gozlenmistir. +25 °C’de depolananlarda ise probiyotik canlilig ilk hafta 2 log kob/100
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mL kadar artmis, sonra stabil olarak devam etmistir [75]. Bu tez calismasinda ise +4
°C’de depolanan tim LGG meyve suyu Orneklerinde canliligin 35 giin boyunca

korundugu goriilmektedir.

Bir diger enkapsiilasyon calismasinda, iniilinli ve iniilinsiz LGG kitozan-aljinat
mikrokapsiilleri elma suyunda 90 giin siireyle depolanmis ve mikrokapsiil iceren
orneklerde canlilik biiylik oranda korunurken, serbest formda LGG igeren orneklerin
canliliklarinda 90 giiniin sonunda yaklasik %80 oraninda kayip yasanmistir. 30. giinde ise
bu kaybin %40-50 arasinda oldugu goriilmektedir. Calismada canliliktaki diisiistin en
hizli birinci glinde gergeklestigi belirtilmis ve bu durumun bakterinin meyve suyu
ortamina birden maruz kalmasindan kaynaklanabilecegi yorumu yapilmistir [76]. Bu tez
caligmasinda da, portakal ve elma-seftali sularina eklenen LGG 6rneklerinde yaklasik 0.2
log kob/mL diisiis gdzlenmekle beraber, 7. glinde sayilarinin artmaya bagladigi, 6zellikle
simbiyotik mikrokapsiil iceren portakal suyu 6rneklerinde yaklasik 1 log kob/mL, elma-
seftali suyu orneklerinde ise 1 log kob/mL’den fazla bir artis gozlenmektedir. LGG’nin
simbiyotik mikrokapsiillerdeki iniilini metabolize ederek canlilifinda artisin saglandigi
diistiniilmektedir. 14. giinde ise bakteri sayisinin maksimum sinirina ulagmasiyla beraber
canlilikta diislis gozlense de, 35. giiniin sonuna kadar 7.5-8 log kob/mL aralifinda
dengesini korumaya devam ettigi gozlenmektedir. LGG iizerinde enkapsiilasyon
isleminin etkisinin daha iyi incelenebilmesi i¢in depolama siiresinin uzatildigi baska

caligmalar gergeklestirilebilir.

Daha o6nce EcN’in mikroenkapsiile edilerek meyve suyuna islendigi bir c¢alismaya

rastlanmamustir.

4.8.4. Probiyotik Meyve Sularinda Kalite Analizleri

Hazirlanan meyve suyu Ornekleri 35 giin boyunca +4 °C’de depolanmis ve depolamanin
0., 1., 7., 14. ve 35. giinlerinde pH analizi, sitrik asit tayini, renk analizi ve suda ¢oziiniir

madde miktar1 tayininden olusan kalite analizleri gergeklestirilmistir.
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4.8.4.1. pH Analizi

Hazirlanan meyve sularmin pH degerleri, pH metre kullanilarak ve 2 paralelden l¢iim
yapilarak gergeklestirilmistir. Sekil 4.13’te portakal suyuna ait, Sekil 4.14°te elma-seftali

suyuna ait pH degerleri verilmektedir.

Serbest LGG igeren portakal suyunda en diisilk pH degeri 35. giinde 3.53 olarak, en
yiiksek pH degeri 3.65 olarak 1. ve 7. giinlerde goriilmiistiir. LGG mikrokapsiilleri ve
simbiyotik mikrokapsiilleri i¢eren portakal sularinda ise en diisiik pH degeri 3.36+0.01
olarak mikrokapsiil 6rneklerinin 7. giiniinde, en yiiksek pH degeri ise 3.4440.01 ile
simbiyotik mikrokapsiil iceren Orneklerin depolanmalarinin 7. ve 35. giiniinde

belirlenmistir.

Serbest EcN igeren portakal suyunda en diisiik pH degeri 3.61 olarak depolamanin 1.
giiniinde, en yiiksek pH degeri ise 3.64 olarak depolamanin 14. giinlinde belirlenmistir.
EcN mikrokapsiilleri ve simbiyotik mikrokapsiilleri iceren portakal sularinda en diigiik
pH degeri 3.44 olarak mikrokapsiil 6rneklerinin 1. ve 14. giiniinde, en yiiksek deger ise
3.46 olarak mikrokapsiil igeren 6rnegin 35. giiniinde, simbiyotik mikrokapsiilleri i¢eren

orneklerin 14. ve 35. giiniinde belirlenmistir.

Portakal suyuna ait kontrol grubunda 7. giinde pH degeri 3.65 olarak diger giinler 3.66
olarak oOlclilmistiir. Probiyotik iceren portakal suyu orneklerinde en diisiik pH degeri
3.36+0.01 olarak LGG mikrokapsiilleri iceren drneklerinin 7. giiniinde, en yiiksek pH
degeri 3.65 olarak serbest LGG iceren Orneklerin depolanmalarinin 1. ve 7. gilinlerinde

Ol¢iilmiistiir.

Serbest LGG igeren elma geftali suyunda en diisiik pH degeri depolamanin 35. giiniinde
3.60 olarak, en yiiksek deger 3.66+0.010larak depolamanin 1. giiniinde 6l¢iilmiistiir. LGG
mikrokapsiilleri ve simbiyotik mikrokapsiilleri igeren elma seftali sularinda ise en diigiik
pH degeri 3.38 olarak mikrokapsiil iceren drneklerin depolanmalarinin 1. giiniinde, en
yiiksek deger ise 3.49+0.01 olarak depolamanin 14. giiniinde simbiyotik mikrokapsiil

igeren orneklerde Ol¢iilmiistiir.
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Serbest EcN igeren elma seftali suyunda en diisiik pH degeri 3.6140.01 ile depolamanin
0. ve 1. giiniinde, en yiiksek deger ise depolamanin 14. giiniinde 3.64 olarak 6l¢iilmiistiir.
EcN mikrokapsiilleri ve simbiyotik mikrokapsiilleri iceren elma seftali sularinda 3.41
olarak mikrokapsiil iceren Orneklerin 1. Depolama giiniinde, en yiiksek pH degeri ise
mikrokapsiil 6rneklerinin 14. giiniinde ve simbiyotik mikrokapsiilleri igeren drneklerin

35. depolama giiniinde 3.47 olarak belirlenmistir.

Elma seftali suyuna ait kontrol grubunda yapilan tiim Sl¢iimlerde pH degeri 3.66 olarak
belirlenmistir. Probiyotik iceren elma seftali suyu 6rneklerinde en diisiik pH degeri 3.38
olarak LGG mikrokapsiilleri igeren drneklerin depolanmalariin 1. giiniinde, en yiiksek

pH degeri ise 3.66+0.01 olarak serbest LGG i¢eren drneklerin depolanmasinin 1. gliniinde

Olclilmiistiir.
3,80
3,60
3,40
3,20
3,00 0. Giin
%. 1. Giin
2,80 7. Giin
2,60 = 14. Giin
m35. Giin
2,40
2,20
2,00
Kontrol LGG Serbest LGG EcN Serbest EcN EcN
M1krokapsul Simbiyotik Mikrokapsiil ~ Simbiyotik
Mikrokapsiil Mikrokapsiil

Sekil 4.13. Portakal suyu 6rneklerinin depolanma sirasindaki pH degerleri.

Hata cubuklari ortalamanin standart sapmasini temsil etmektedir (n=4).
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Sekil 4.14. Elma-seftali suyu 6rneklerinin depolama sirasindaki pH degerleri.

Hata cubuklari ortalamanin standart sapmasini temsil etmektedir (n=4).

Meyve sularindaki pH degerleri acisindan Tiirk Gida Kodeksi Meyve Suyu ve Benzeri
Uriinler Tebligi’nde, TSE standartlarinda ve Avrupa Meyve Suyu Dernegi’nin (AIJN)
belirledigi referanslar igerisinde herhangi bir sinirlama bulunmamaktadir [89-92].
Bununla beraber, meyve suyu orneklerinde depolama siiresince gergeklesen pH

degisiklikleri ve farkli numunelerde farkli pH degerlerinin 6l¢iilmesi yorumlanabilir.

Probiyotik meyve sularinin {retimindeki endiselerden birisi, meyve sularinin
depolanmasi sirasinda mikroorganizmalarin fermantasyonla laktik asit {iretmeleridir.
Boyle bir durumun gerceklesmesi halinde meyve sularinin pH degerlerinde diisiis
beklenmektedir. Elde edilen sonuglar, serbest formda LGG igeren ornekler hari¢ diger
orneklerde, kalite oOzelliklerini etkileyecek kadar fermantasyon gerceklesmediginin
gostergesi olabilir. LGG’nin serbest formunu iceren portakal ve elma suyunda zamana
baglh olarak pH’da diisiis gézlenmektedir. Bu durumun sebebi, LGG’nin depolama
sirasinda meyve suyunu fermente etmesi olabilir. LGG mikrokapsiilii ve simbiyotik
mikrokapsiilii iceren orneklerin pH degerlerinde ise diisiis s6z konusu olmamistir. Bu
sonuca dayanarak, mikroenkapsiilasyon isleminin olast fermantasyonu engelledigi
diistiniilmektedir. EcN’in serbest formunu igeren meyve suyu Orneklerinin pH
degerlerinde diisiis gozlenmemektedir ve bu mikroorganizmay1 igeren Orneklerde

depolama siiresince pH degerlerinde LGG’ye kiyasla daha az degisiklik gézlenmektedir.
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Mikrokapsiil ve simbiyotik mikrokapsiil igeren tiim 6rneklerin pH degerlerinde istatistiki
acidan gbz ardi edilebilecek kadar az bir artis s6z konusudur. Bu durum, kapsiilleri
¢evreleyen Ca?" iyonlarinin zaman igerisinde meyve suyuna gegmeye baslamasi ihtimali
ile aciklanabilir. Elma suyuna whey protein izolatlarindan olusan probiyotik
mikrokapsiillerinin eklendigi bir ¢alismada, zaman igerisinde meyve suyu pH
degerlerindeki ylikselme whey protein izolatinin tamponlama kapasitesiyle

iligkilendirilmistir [75].

4.8.4.2. Meyve Suyunda Titrasyon Asitligi

Meyve suyu drneklerinde titrasyon asitligi TS 1125 ISO 750 Meyve ve Sebze Uriinleri —
Titre Edilebilir Asitlik Tayini'ne gore gerceklestirilerek sitrik asit cinsinden
belirlenmistir. Sitrik asit cinsinden titrasyon asitligi, meyve sularinin igerdigi meyveye
dair bilgi saglamasi agisindan 6nemli bir kalite kriteridir. Meyvenin cinsi, hasat sezonu,
olgunlugu gibi faktorler bu sonucu etkilemektedir. Portakal suyuna ait sonuglar Sekil

4.15’te, elma-geftali suyuna ait sonuglar Sekil 4.16’da verilmistir.

Portakal suyunda en diisiik TA, EcN mikrokapsiillerine ait 7. giin 6rneklerinde 6.02+0.18
g/L olarak, en yiiksek TA ise LGG Serbest formda portakal suyunun 14 ve 35. giinlinde
7.68 g/L olarak belirlenmistir. Kontrol grubunda ise en diisiik ve en yiiksek degerler
sirastyla 6.78 g/L olarak 35. giinde ve 7.17 g/L olarak 7 ve 14. giin 6rneklerinde

saptanmistir.

LGG igeren portakal suyu 6rneklerinde en diisiikk TA mikrokapsiil iceren orneklerin 7.
giiniinde ve simbiyotik mikrokapsiil igeren drneklerin 1. giiniinde goriilmiistiir (6.08+0.10
g/L). En yiiksek TA ise; LGG Serbest formda portakal suyunun 14 ve 35. giiniinde 7.68
g/L olarak belirlenmistir.

EcN igeren portakal sularinda en diisiik TA, EcN mikrokapsiillerine ait 7. giin
orneklerinde 6.02+0.18 g/L olarak, en yiiksek TA ise serbest EcN hiicreleri iceren
orneklerin 0. gliniinde 7.49+0.45 g/L olarak belirlenmistir.
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Elma seftali suyunda en diisiik TA LGG simbiyotik mikrokapsiilleri igeren drneklerin
depolanmalarinin 14. giiniinde 3.46 g/L olarak, en yiiksek TA ise serbest EcN hiicreleri
iceren Ornegin 14. giiniinde 4.67+0.09 g/L olarak belirlenmistir. Kontrol grubunda ise en
diisiik ve en yiiksek degerler sirasiyla 4.48+0.20 g/L olarak depolamanin 0. giiniinde ve
4.99 g/L olarak depolamanin 14. giiniinde saptanmuistir.

LGG igeren elma seftali sularinda en diisiik TA simbiyotik mikrokapsiil i¢ceren 6rneklerin

14. giiniinde 3.46 g/L olarak, en yiiksek TA ise 4.42+0.09 g/L olarak mikrokapsiil i¢eren

orneklerin 0. giliniinde belirlenmistir.

EcN iceren elma seftali sularinda en diisiik TA simbiyotik mikrokapsiil iceren 6rnegin 7.
giiniinde 3.84+0.18 g/L olarak; en yliksek TA ise serbest EcN hiicreleri iceren 6rnegin
depolanmasinin 14. giiniinde 4.67+0.09 g/L olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.15. Portakal suyu orneklerinin depolama sirasindaki titrasyon asitligi degerleri

(sitrik asit cinsinden)

Hata cubuklari ortalamanin standart sapmasini temsil etmektedir (n=2).
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Sekil 4.16. Elma-geftali suyu Orneklerinin depolanmasi sirasinda titrasyon asitligi

degerleri (sitrik asit cinsinden)

Hata cubuklari ortalamanin standart sapmasini temsil etmektedir (n=2).

Tiirk Gida Kodeksi Meyve Suyu ve Benzeri Uriinler Tebligi’nde meyve sularinin

degerlendirilmesinde titrasyon asitligi agisindan bir sinirlama bulunmamaktadir.

Avrupa Meyve Suyu Dernegi’nin (AIJN- European Fruit Juice Association) portakal
suyu, elma suyu ve seftali nektar1 i¢in belirledigi sitrik asit cinsinden titrasyon asitligi
araliklar sirastyla; 5.8-15.4 g/L, 2.2-7.5 g/L, 3.2-8 g/L’dir [90-92]. Elde edilen tiim

meyve suyu Ornekleri bu referans araliklarina uymaktadir.

4.8.4.3. Renk Analizi

Probiyotik meyve sularinda renk analizleri gergeklestirilmesinde, meyve suyunun tiiketici
tarafindan kabul edilebilirligi agisindan rengin énemli bir kriter oldugu diisiiniilmiistiir.
Ilgili standartlarda ve diizenlemelerde bu kritere ydnelik herhangi bir smirlama
bulunmamakla birlikte, depolama sirasinda meyve sularinin renklerinde degisiklik olup
olmadiginin saptanmasi agisindan 6nem tagimaktadir. Bu sebeple depolamanin 0., 1., 7.,
14. ve 35. giinlerinde probiyotik meyve suyu Orneklerinin renk analizleri
gergeklestirilmistir. Sekil 4.17°de probiyotiklerin depolama siirecinin sonundaki renkleri
goriilmektedir. Ornekler arasinda renk kriteri bakimindan gozle goriiliir bir farklilik

bulunmamaktadir.
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Sekil 4.17. Depolamanin 35. giiniinde LGG igeren portakal suyu ve elma-geftali suyu

Ornekleri.

Soldan saga sirasiyla serbest LGG, LGG mikrokapsiilleri ve LGG simbiyotik

mikrokapsiilleri igeren meyve suyu drnekleri.

Meyve suyu orneklerinin higbirisinde depolama boyunca gozle goriiliir renk degisikligi
olmamistir. Spektrofotometre ile yapilan Olglimlerde, mikrokapsiil igeren oOrneklerin
farkli sonuclar verdigi goriilmekle beraber, mikrokapsiillerin kendilerine ait beyaz-seffaf
goriintiisii nedeniyle bu durumla karsilasildigr diisiiniilmektedir. Mikrokapsiiller, meyve

sularmin renginde bir degisiklige sebep olmamustir.

Tiim meyve suyu 6rneklerinin Hunter L a b sistemine sahip bir spektrofotometrede renk
Olgtimleri yapilmigtir. Renk analizi sonuglarinda; L* degeri {irlintin parlakligini, a* degeri
iriiniin kirmiz1 veya yesile yakinligini (+a*: kirmizi; -a*: yesil), b* degeri de iiriin
renginin sart veya maviye yakinhigini (+b*: sari; -b*: mavi) gdstermektedir. Bu tez
caligmast kapsaminda gercgeklestirilen portakal suyuna ait renk analizi sonuglar1 Sekil

4.18’de, elma-seftali suyuna ait renk sonuglar1 Sekil 4.19.’da goriilmektedir.
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Sekil 4.18. Portakal suyu 6rneklerinin depolanmasi sirasinda L* a* b* degerleri.

Hata cubuklari ortalamanin standart sapmasini temsil etmektedir (n=4).
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Mikrokapsiil ~Simbiyotik Mikrokapsiil - Simbiyotik —e—LGG Mikrokapsiil ~+-LGG Simbiyotik Mikrokapsil
Mikrokapsiil Mikrokapsiil EeN Serbest FeN Mikrokapsil
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7
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Sekil 4.19. Elma-seftali suyu 6rneklerinin depolanmasi sirasinda L* a* b* degerleri.

Hata cubuklari ortalamanin standart sapmasini temsil etmektedir (n=4).
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L* degerleri agisindan portakal suyu 6rneklerinin ve elma-seftali suyu 6rneklerinin kendi
aralarinda belirgin bir fark bulunmamaktadir. Portakal suyunun kendi o6zelliginden
kaynakli olarak, elma-seftali suyuna gore daha parlak oldugu Sekil 4.18 ve 4.19°da
goriilmektedir. Tiim portakal suyu 6rneklerinin a* degerlerinin negatif ¢iktig1; yani yesile
kirmizidan daha yakin oldugu goriilmektedir. Elma-seftali suyunda ise a* degerleri
pozitiftir; yani lirliniin rengi kirmiziya daha yakindir. Meyve suyu 6rnekleri b* degerleri
acisindan degerlendirildiginde, portakal ve elma-seftali suyu icin sonuglarin pozitif
oldugu; yani sar1 renge daha yakin oldugu goriilmektedir. Tiim portakal suyu 6rneklerinin
b* degerleri, tiim elma-seftali sularina ait b* degerlerinden daha yiiksek ¢ikmistir. Bu da
portakal suyunun elma-geftali suyuna gore daha sar1 renkte olmasiyla
aciklanabilmektedir. Meyve sularinin probiyotik veya mikrokapsiil igermesinden
bagimsiz olarak, meyvenin dogal olarak igerdigi pigment maddelerinden dolayr bu

sonuglar elde edilmistir.

Probiyotik mikrokapsiillerinin carkifelek meyvesi (Passiflora edulis) suyu ile birlikte
kurutularak elde edilen meyve suyu tozlarimin incelendigi bir ¢alismada, depolama
siiresince gergeklestirilen renk analizlerinde +4 °C’de depolanan iirlinlerin renklerindeki
degisimin +25 °C’de depolananlardan daha az oldugu gozlenmistir. Renk degerlerindeki
degisimin karotenoidlerin sicaklik, oksijen ve neme bagli olarak oksidasyonu sonucunda
gerceklestigi yorumu yapilmistir [93]. Bu tez calismasinda ise, depolama yalnizca +4
°C’de gergeklestirilmis, meyve suyuna sprey kurutma gibi bir sicaklik uygulamasi
gerceklestirilmemis ve meyve suyu Orneklerini igeren tiipler parafilmlenerek depolama
sirasinda oksijen gecisi en aza indirilmistir. Alinan bu 6nlemler ve sonucunda, renk
analizleri sonuglarindaki degisikliklerin hicbiri gozle goriiliir boyutta degildir (Sekil
4.17.).

L* ve a* degerlerine gore meyve suyu Ornekleri arasinda biiyiik bir farklilik
goriilmemektedir. b* degerleri agisindan; LGG ve EcN enkapsiile formlarini igeren
meyve suyu orneklerinde, kontrol grubu ve serbest formda probiyotik iceren meyve suyu
orneklerine gore yaklasik olarak 1 birimlik disiiklik goézlenmektedir. Sar1 renk
yogunlugunu bildiren b* degerinin diisiikliigiiniin, 6rnek icerisindeki beyaz-yar1 seffaf

renkteki mikrokapsiillerin varligindan kaynaklandigi disiiniilmektedir. ~Serbest
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mikroorganizma igeren hi¢cbir meyve suyu Orneginde bu durumun goriilmemesi
bakimindan, bu sonuglarin alinmasindaki tek etmenin mikrokapsiillerin kendilerine 6zgii

renginin oldugu diisiiniilmektedir.

4.8.4.4. Suda Coziiniir Kuru Madde Miktar1 Tayini

Probiyotik meyve sularinnin Briks degerleri, depolanmalarinin 0., 1., 7., 14. ve 35.
giinlerinde el refraktometresi ile 6l¢iilmiistiir. Meyve sularinda suda ¢oziiniir kuru madde
sekerlerden ve organik asitlerden olugsmaktadir. Briks degerleri meyvelerin olgunlugu ile
ilgili bilgi saglamaktadir. Meyve sularimin ayni standartta {iretilebilmesi i¢in {iretim

sirasinda Briks degerleri siirekli kontrol edilmektedir.

Tez calismasi kapsaminda el refraktometresi ile 6l¢iimii yapilan meyve sularinin Briks

degerleri Sekil 4.20 ve 4. 21°de sirastyla portakal ve elma-seftali suyu i¢in verilmistir.

12

I I — I I
0. Giin
1. Giin
u 7. Giin
m 14. Giin
m35. Giin
3

Briks
W (=)} | oo Nl E

-

Kontrol LGG Serbest LGG LGG EcN Serbest EcN EcN Simbiyotik
Mikrokapsiil Simbiyotik Mikrokapsiil ~ Mikrokapsiil
Mikrokapsiil

Sekil 4.20. Portakal suyu 6rneklerinin depolama sirasinda Briks degerleri.

Hata cubuklari ortalamanin standart sapmasini temsil etmektedir (n=2).
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Sekil 4.21. Elma-seftali suyu 6rneklerinin depolama sirasinda Briks degerleri.

Hata cubuklari ortalamanin standart sapmasini temsil etmektedir (n=2).

Tiirk Gida Kodeksi Meyve Suyu ve Benzeri Uriinler Tebligi’nde konsantreden elde edilen
portakal suyu, elma suyu ve seftali piiresi i¢in belirtilen minimum Briks dereceleri

strastyla 11.2, 11.2 ve 10.0’dur.

Avrupa Meyve Suyu Dernegi’nin (AIJN) belirledigi referanslara gore, konsantreden
iiretilen portakal, elma ve seftali sularinda minimum Briks dereceleri sirastyla 11.2, 11.2

ve 10°dur.

Kontrol ve serbest mikroorganizma iceren meyve suyu ornekleri minimum degerleri
kargilamaktadir. Enkapsiile formdaki meyve sularinin SCKM yiizdelerinin diger
orneklere gore 1 birim diisiik ¢ikmasinin nedeni 10 mL meyve suyuna 1 g mikrokapsiil
eklenmesinden dolay1 kuru madde konsantrasyonunda azalma ger¢eklesmesindendir.
Elde edilen sonuglara gore meyve sularinin Briks degerlerinde depolama siiresince

degisim olmamustir.
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4.8.5. Duyusal Analiz

Oganoleptik stabilitenin saglanmasi, meyve sularinin tiiketilebilirligi agisindan 6nemli bir
parametredir. Serbest probiyotik, probiyotik mikrokapsiilii ve simbiyotik mikrokapsiilii
iceren meyve suyu Ornekleri, hi¢ mikroorganizma i¢cermeyen kontrol grubu ile birlikte
duyusal degerlendirme testine tabi tutulmuslardir. Organoleptik analiz 6ncesi sicakliga
bagl olarak farkli sonuglarin ¢ikmamasi i¢in tiim drneklerin +4 °C’de depolanmasina

dikkat edilmistir. Duyusal analizler i¢in hazirlanan numuneler Ankara’da hazirlanip

Dimes Izmir Fabrikasi’na gonderilmistir (Sekil 4.22.).

Sekil 4.22. Duyusal analiz i¢in Dimes izmir’e génderilmek iizere laboratuvarimizda

hazirlanan meyve suyu numuneleri.

Duyusal analizler iki deneyimli kalite miihendisi panelist tarafindan gerceklestirilmistir
(Sekil 4.23.). Renk, kivam/akiskanlik, koku, aroma, asitlik/eksilik, agizda kalan tat ve
genel begeni lizerinden degerlendirme yapilmasi istenmistir. Degerlendirmeler 5 noktali
hedonik skalaya gore, meyve sularmin depolanmalarmin 14. ve 35. giinlerinde
yapilmigtir. Depolamanin 14. giinlinde gerceklestirilen duyusal analizlerine ait sonuglar

Cizelge 4.5.’te, 35. giin analizlerine ait sonuglar ise Cizelge 4.6.’da verilmistir.
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Sekil 4.23. Meyve suyu orneklerinin duyusal analizi.

Duyusal analiz sonuglarinda, serbest formda probiyotik i¢eren meyve sularinin genel
begeni puanlarinin yiiksek oldugu goriilmektedir. Ticari probiyotik meyve suyu
iiretiminin gergeklestirilebilmesi agisindan bu sonucun alinmis olmasi oldukga 6nemlidir.
Diger taraftan, mikrokapsiil iceren meyve sularinin genel kabul edilebilirliginin, serbest
probiyotik iceren drneklere gore diisiik oldugunu goriilmektedir. Bu durumun, meyve
suyuna kiiciik hidrojeller seklinde mikrokapsiiller eklenmesinin piirlizsiiz ve akiskan bir
stivi olan meyve suyu beklentisini karsilayamamasindan kaynaklandigi; kiiciik jel
yapilarmin varliginin 6nyargi olusturdugu diisiiniilmektedir. Bu durumun asilabilmesi
icin, ileriki ¢aligmalarda meyve pulpu iceren 6zellikteki meyve sularinin kullanilmasinin
bu Onyargiy1 ortadan kaldirabilecegi diisiiniilmektedir. Meyve pulplan ile karisacak
mikrokapsiillerin  farkedilmesi ve yadirganmast durumuyla karsilagilmayacagi

diistiniilmektedir.

Meyve sularinin renklerinde gozle goriiliir bir degisiklik bulunmamakla beraber (Sekil
4.17.), yapilan duyusal degerlendirmelerde serbest formda probiyotik igeren meyve
sularmin renk kriteri bakimindan kontrol grubuyla benzer sonuglar aldig1 goriilmektedir.
Bu durum, meyve sularinda olas1 bir fermantasyona bagli olarak renk degisiminin
gergeklesmediginin gostergesi olarak belirtilebilir. Enkapsiile formda probiyotik i¢eren
orneklerde ise, meyve suyundaki mikrokapsiil varligindan dolay: renk kriteri agisindan
diistik puan aldig1 diistiniilmektedir. Mikrokapsiiller meyve suyuna eklendiginde meyve
suyunun kendi rengini degistirmemekte ama kapsiillere ait beyaz-yar1 saydam partikiiller

goriilebilmektedir.

79



EcN igeren meyve sularinda depolama siiresi boyunca herhangi bir koku gelisimi
goriilmemistir. LGG igeren portakal sularinda 35. glinde meyveli yogurda benzer bir koku
farkedilmistir. Panelistler tarafindan da farkedilen bu degisiklige yonelik verilen puanlar
Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6’da 14. ve 35. giin analiz sonuglarinda goriilmektedir. LGG

iceren elma seftali suyunda ise, koku kriteri agisindan bir degisiklikle karsilagilmamaistir.

Cizelge 4.5. Portakal ve elma-seftali suyu 6rneklerinin depolanmalarinin 14. giiniinde

gerceklestirilen duyusal analiz sonuglari.

o Agizda
Meyve Suyu Kivam/ Asitlik/ Genel
Ornegi Renk |\ jagkannk | KoKW | Aroma | gy Gk ki‘;‘“ begeni
Kontrol 4.00+£0.00 | 4.00+0.00 |4.00+0.00 | 4.50+0.71 | 4.00+0.00 | 4.00+0.00 | 4.00+0.00
LGG Serbest | 4.00+0.00 | 4.00+0.00 | 3.00+0.00 | 3.50=0.71 | 3.50+0.71 | 4.00+0.00 | 4.00+0.00
- LGG )
2, . .. .00+£0.00 | 2.50+0.71 |2.50+0.71 | 2.00+0.00 | 1.50+0.71 | 1.00+0.00 | 2.00+0.00
& | Mikrokapsiil
Z| LaG
S . 3.00£0.00 | 3.00+£0.00 |2.50+0.71 | 2.50+0.71 | 2.00+0.00 | 2.50+0.71 | 2.50+0.71
= | Simbiyotik
N
S
:ﬁ EcN Serbest | 4.00+£0.00 | 4.00+0.00 | 4.00+0.00 | 4.50+0.71 | 4.00+0.00 | 4.00+0.00 | 4.00+0.00
.ECN . | 2.00+£0.00 | 3.00+0.00 |3.00+0.00 | 3.00+0.00 | 2.00+0.00 | 3.00+0.00 | 3.00+0.00
Mikrokapsiil
.EC.N . 2.00+0.00 | 2.50+0.71 |2.00+0.00 | 1.50+0.71 | 1.50+0.71 | 1.50+0.71 | 2.00+0.00
Simbiyotik
Kontrol 5.00£0.00 | 4.50+0.71 |4.50+0.71 | 4.50+0.71 | 4.50+0.71 | 5.00+0.00 | 4.75+0.35
LGG Serbest | 4.50+0.71 | 4.00+£0.00 | 3.50+0.71 | 4.00+0.00 | 4.00+0.00 | 4.00=0.00 | 4.00+0.00
. LGG
= . . | 2.00+£0.00 | 2.50+0.71 |3.00+0.00 | 3.00+0.00 | 2.00+0.00 | 1.50+0.71 | 2.00+0.00
w2 | Mikrokapsiil
g LGG
< C . 3.50£0.71| 4.00+£0.00 |4.00+0.00 | 3.00+0.00 | 3.00+0.00 | 3.00+0.00 | 3.00+0.00
& | Simbiyotik
s
E EcN Serbest | 5.00+£0.00 | 5.00+0.00 | 4.50+0.71 | 4.50+0.71 | 4.00+0.00 | 5.000.00 | 4.50+0.71
=
.ECN . | 2.50+£0.71 | 2.50+0.71 |3.00+0.00 | 2.50+0.71 | 2.00+=0.00 | 1.50+0.71 | 2.50+0.71
Mikrokapsiil
.EC.N . 3.50+0.71 3.50£0.71 | 3.50+0.71 | 3.50+0.71 | 3.50+0.71 | 2.50+0.71 | 3.00+0.00
Simbiyotik

Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir (n=2).
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Cizelge 4.6. Portakal ve elma-seftali suyu 6rneklerinin depolanmalarinin 35. giiniinde

gerceklestirilen duyusal analiz sonuglari.

o Agizda
Meyve Suyu Kivam/ Asitlik/ Genel
Ornegi Renk |\ kiskannk | KOKU | Aroma | oy ik ki‘;‘“ begeni
Kontrol 4.00+£0.00 | 4.00+0.00 |4.00+0.00 | 3.50+0.71 | 3.50+0.71 | 4.50+0.71 | 4.00+0.00
LGG Serbest |3.50+0.71 | 3.50+0.71 |2.50+0.71 | 3.00+0.00 | 3.50+0.71 | 2.50+0.71 | 3.00+0.00
- LGG 40
> | Mikrokapsiil .00+£0.00 | 2.50+0.71 |2.50+0.71 | 2.00+0.00 | 2.00£0.00 | 1.00+0.00 | 2.00+0.00
5 ikrokapsti
Z| LG
g C . 4.00+£0.00 | 2.50+0.71 2.00+0.00 | 2.00£0.00 | 2.00£0.00 | 1.00+0.00 | 2.00£0.00
= | Simbiyotik
N
)
:ﬁ EcN Serbest |4.00+£0.00 | 4.00+0.00 | 4.50+0.71 | 4.50+0.71 | 4.50+0.71 | 5.00+0.00 | 4.00+0.00
.ECN . |3.50+£0.71 | 3.00+0.00 |2.50+0.71 | 2.50+0.71 | 3.00+0.00 | 1.50+0.71 | 2.00+0.00
Mikrokapsiil
. EC.N . 3.00£0.00 |  3.00+0.00 |3.00+0.00 | 2.50+0.71 | 2.50+0.71 | 1.50+0.71 | 2.00+0.00
Simbiyotik
Kontrol 4.00+£0.00 | 5.00+£0.00 |4.50+0.71 | 4.00+0.00 | 4.00+0.00 | 4.00+0.00 | 4.25+0.35
LGG Serbest | 4.50+0.71 | 4.50+0.71 |4.00+0.00 | 4.50+0.71 | 4.00=0.00 | 4.50+0.71 | 4.00+0.00
2| LGG
= . .; |4.00+£0.00 | 2.50+0.71 3.00+0.00 | 2.00+0.00 | 2.00+0.00 | 2.00+0.00 | 2.00£0.00
w2 | Mikrokapsiil
g LGG
S . 3.50+0.71 | 2.50+0.71 | 3.00+0.00 | 2.00+0.00 | 2.00+0.00 | 2.00+0.00 | 2.00+0.00
& | Simbiyotik
s
§ EcN Serbest |4.00+£0.00 | 4.50+0.71 4.00+0.00 | 4.00£0.00 | 4.00+0.00 | 4.00+0.00 | 4.00£0.00
=
. EcN .1 [2.50+£0.71| 2.50+0.71 |3.00+0.00 | 2.00£0.00 | 2.00+0.00 | 1.50+0.71 | 2.00+0.00
Mikrokapsiil
. EC.N . 3.50+0.71 | 2.50+0.71 | 3.00+0.00 | 2.00+0.00 | 2.00+0.00 | 1.50+0.71 | 2.00+0.00
Simbiyotik

Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir (n=2).

Meyve suyuna eklenen mikrokapsiillerin farkli boyutlarda olmasi, tiiketici tarafindan

istenmeyen bir Ozellik olabilir. Duyusal analizler sonucunda boyle bir yorumla

karsilagilmamasiyla beraber, bu veya buna benzer bir ¢alismanin {iretim boyutunun

gerceklestirilmesi durumunda uniform yapida mikrokapsiil eldesinin iiriiniin kabul

edilebilirligi {izerinde daha iyi etki birakabilecegi Ongoriilmektedir. Emiilsiyon

yontemiyle uniform yapida mikrokapsiil eldesi miimkiin degildir. Sprey kurutma gibi
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hem kiitlesel {iretime izin veren hem de ayni1 boyutlarda mikrokapsiil {iretimine olanak

saglayan farkli enkapsiilasyon yontemleri sonraki ¢aligmalarda uygulanabilir.

Bir mikroenkapsiilasyon ¢alismasinda, ekstriizyon yonetmiyle elde edilen LGG aljinat-
kitozan mikrokapsiilleri elma suyuna eklenmis ve 90 giinliik depolama sonucunda yapilan
duyusal analizlerde mikroenkapsiilasyon igleminin tiim duyusal parametreler agisindan
iyilestirme sagladig1 ortaya konmustur. Mikrokapsiillerin goriiniir ve hissedilir oldugu
belirtilse de bu durumun agizda kalan hissin daha iyi oldugu seklinde yorumlanmistir
[76]. Bir bagka ¢aligmada da kitozan kapl aljinat kapsiillerinin meyve suyunun duyusal
ozelliklerini olumlu yonde etkiledigi belirtilmistir [94]. Serbest LGG hiicreleri i¢eren
elma suyu Orneklerinde fermantasyona bagli olarak bazi metabolitlerin salinmasi
sonucunda istenmeyen, eksi, tereyagimsi aroma varligi saptanmustir [76,95]. Olii
hiicrelerden salinan enzimlerin de seker hidrolizi gerceklestirerek asidifikasyona sebep
olabilecegi yorumu yapilmistir [96]. Diger ¢alismalarda da enkapsiilasyon isleminin
meyve suyunda probiyotik mikroorganizmalardan kaynakli asidifikasyonu sinirlandirdigi

yorumu yapilmistir [97].

Iniilin igeren mikrokapsiillerin, iniilin icermeyen mikrokapsiillere gére meyve suyunun
duyusal o6zellikleri bakimindan bir farklilik olusturmadigi da c¢esitli ¢alismalarda
belirtilmistir  [76,95]. Bu tez c¢alismasinda aliman sonuglar da bu yorumu

desteklemektedir.

Ekstriizyon yontemi ile elde edilen XG:GG probiyotik mikrokapsiillerinin ¢ikolataya
eklendigi bir calismada, duyusal analiz panelistlerinin mikrokapsiil iceren ¢ikolata
orneklerini 9 noktali Hedonik skala {izerinden 8.41+0.91 puan ile degerlendirmislerdir.
Burada mikrokapsiillerin islendigi gidanin olduk¢a 6nemli oldugu ve ¢ikolatanin

probiyotik mikrokapsiillerinin taginmasinda iyi bir alternatif oldugu goriilmektedir [98].

Bu tez ¢alismasi kapsaminda gergeklestirilen ve sadece iki kalite miihendisi tarafindan
gerceklestirilen duyusal analiz sonuglarina gore, kullanilan meyve suyunun cinsinden ve

probiyotik mikroorganizmanin LGG veya EcN olmasindan bagimsiz olarak, mikrokapsiil
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ve simbiyotik mikrokapsiil igeren orneklerin kabul edilebilirliginin diisik oldugu
sOylenebilir. Bu duruma, meyve suyunda hidrojel kapsiillerinin varligina kars1 meyve
suyu sektoriinde ¢aligan uzmanlarin 6nyargisinin sebep oldugu diistiniilmektedir. Serbest
mikroorganizma igeren Orneklerin yiiksek begeniye sahip olmasi bu yorumu
desteklemektedir. Profesyonel olarak bu isi yapan iki panelistin degerlendirmesinin,
tilketicinin begenisi olarak sunulamayacagi da bu sonuglara yonelik ayr1 bir
degerlendirmedir. ileri calismalarda, egitimli ve egitimsiz panelistlerden olusan daha
genis bir panel olusturularak duyusal analizler ger¢eklestirilmelidir. Tez kapsaminda
gerceklestirilen tiim analizlerde oldugu gibi, duyusal analiz sonuglar1 da ticari probiyotik

meyve suyunun Uretilebilmesine yonelik 6nemli ¢iktilar saglamaktadir.
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5. YORUM

Meyve suyu sektorli i¢in siit iiriinii olmayan seceneklerde probiyotiklerin kullanim
olanaklarini arastiran ve mide-bagirsak yolundan gegis sirasinda probiyotiklerin direncini
degerlendiren daha fazla calismaya ihtiya¢ vardir. Bu ¢alismada, probiyotiklerin asit
tolerans1 yiliksek olan GRAS smifindan polimerlerle enkapsiile edilmesiyle, meyve
suyundaki probiyotik canliliginin istenen seviyede tutulabilecegi, ayrica bu kapsiillerin
tilketiminden itibaren bagirsaga ulasana kadar probiyotik canlilifinin biiyiikk oranda

korunabilecegi ortaya konmustur.

Bu calismada, probiyotiklerin mikroenkapsiilasyonu ve elde edilen mikrokapsiillerin
meyve sularinda kullaniminin arastirilmasi amaglanmistir. Bu kapsamda, farkli polimer
cozeltileri kullanilarak LGG ve EcN probiyotik bakterileri emiilsiyon ydntemiyle
enkapsiile edilmislerdir ve enkapsiilasyon verimleri hesaplanmistir. Enkapsiilasyon
verimi sonuglarina bakilarak enkapsiilasyon isleminin basartyla gergeklestirildigi
belirlendikten sonra, mikrokapsiillerin morfolojik analizleri ger¢eklestirilmistir. SEM
mikrograflarina gore emiilsiyon yOntemiyle gerceklestirilen enkapsiilasyon islemiyle
mikron boyutunda kapsiillerin elde edildigi belirlendikten sonra, probiyotik
mikrokapsiillerinin sindirim sistemi simiilasyonundaki basarilar1 in vitro kosullarda
belirlenmistir. Cesitli kriterlere gore degerlendirilen mikrokapsiillerden 1XG:1GG
mikrokapsiillerinin ve simbiyotik mikrokapsiillerinin meyve suyu oOrneklerine
eklenmesine karar verilmistir. Elde edilen meyve suyu oOrnekleri 35 giin boyunca
depolanmis ve depolamanin 0., 1., 7., 14. ve 35. giinlerinde probiyotik canliliginin
belirlendigi canlilik analizleri ve meyve sularmin cesitli kalite kriterlerine gore
degerlendirildigi kalite analizleri gerceklestirilmistir. Ayrica, elde edilen meyve suyu
orneklerinin duyusal kabul edilebilirliginin belirlenmesi amaciyla iki kalite miithendisi

tarafindan duyusal analizler gerceklestirilmistir.
Calisma kapsaminda elde edilen sonuglara gore;

1. Emiilsiyon yoOntemi ile enkapsiilasyonda hidrojel olusturma 6zelligi olan
polimerlerin kullanilmas: gerekmektedir. Bu 6zelligi bulunmayan CAP gibi
polimerlerin, aljinat gibi jellesme 06zelligi bulunan polimerlerlerle birlikte

karigritilarak kullanilmasi gerekmektedir.

2. 1XG:1GG polimer c¢ozeltisinin ¢ok yogun jel yapisinda olmasi, farkli

enkapsiilasyon yontemleriyle uyumlu calismasina engel olabilir. Cdzeltinin
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akigkanligi ile ilgili olan bu durum, sprey kurutma veya ekstriizyon gibi ince uglu

atomizerlerin kullanildig1 yontemlerde sistemde tikanikliga sebep olabilir.

. Emiilsiyon yonteminin, probiyotiklerin mikroenkapsiilasyonda yiiksek verimin
saglanabildigi bir yontem oldugu belirlenmistir. Ihtiya¢ duyuldugunda biiyiik
hacimlerde iiretim yapilmasina ve bununla beraber mikroorganizmalarin
canliliklarinin islemden etkilenmemesi i¢in 1limli enkapsiilasyon kosullarinin
saglanmasina imkan vermesi bakimindan énemli bir enkapsiilasyon yontemidir.
Bununla beraber, yontemin uygulanmasinda manyetik karistirict disinda yiiksek
fiyatlh ekipman gerektirmemesi ve uygulamasinin kolay olmasi yontemin
sagladigr avantajlar icerisindedir. Yontemde yag kullanimi bir maliyet
olusturmaktadir ve bu yag fazinin kapsiillerden uzaklastirilmasi islemi yontemin

tek zorlayici tarafidir. Yontemin optimizasyonuyla bu zorluk agilmistir.

. Alman SEM goriintiilerinde mikron boyutunda, diizensiz sekilde kapsiillerin elde
edildigi goriilmiistiir. Kapsiillerin farkli boyutlarda olustugu ve monodispers yap1
gostermedigi  ortaya konmustur. Emiilsiyon yOnteminin  uygulandig

enkapsiilsyon ¢aligmalarinda bu sonucun alinmasi beklenmektedir.

SEM mikrograflarinda, 2-10 pm boyutlarindaki kiigiik kapsiillerin kiimelesme
gostererek biiyiik kapsiiller olusturdugu veya bagka kapsiillerin yiizeyine
yerlestigi gorlilmistiir. Bu durumun iki sebebi olabilir. Birincisi, emiilsiyon
yontemiyle gerceklestirilen enkapsiilasyon isleminde, su fazmna gecen
mikrokapsiillerin tam olarak sertlesme gostermeden birbirleriyle interaksiyona
girmesidir. Ikincisi ise; SEM oncesi gergeklestirilen liyofilizasyon isleminde
evaporasyonun yavas gerceklesmesinden kaynakli olarak mikrokapsiillerin

kuruma esnasinda agrege olmasidir.

. LGG, diisiik pH degerine (<3) duyarli oldugu ve canliligini kaybettigi; ECN’in ise
bu konuda biraz daha basarili oldugu ve daha diisiik pH kosullarinda (pH 2.5)
canliligint siirdiirebildigi belirlenmistir. EcCN’in probiyotik 6zellik gdstermesine
karsin sindirim sistemi simiilasyonunda LGG’den farkli bir profil gostermesi
gelecekte s6z konusu olabilecek klinik ¢aligmalarda dikkat edilmesi gereken bir

avantajdir.

. Enkapsiilasyon isleminin probiyotiklerin sindirim sistemi simiilasyonunda canli

kalma ylizdelerini artirdig1 belirlenmistir. Yiizdelerdeki artis kullanilan polimer
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10.

11.

12.

cozeltilerine gore degismekle beraber, mikrokapsiil 6rneklerinden alinan en diistik
sonug bile serbest formdaki mikroorganizmalarin canli kalma yiizdesinden

yiiksektir.

Enkapsiilasyonda kullanilan polimer konsantrasyonu arttik¢a sindirim sistemi
simiilasyonunda probiyotiklerin korunmasina yodnelik daha yiiksek basari
saglanmigtir. Konsantrasyonun artmasiyla mikrokapsiiliin daha stabil hale geldigi

diistiniilmektedir.

Aljinata CAP eklenmesiyle, bu polimerin probiyotikleri sindirim sistemi
kosullarindan korumadaki etkinligi artirtlmigtir. CAP polimerinin aljinatin
gbzenekli yapisi icine yerlesmesinin ve asidik ortamda ¢oziinmeyip bazik ortamda
kontrollii olarak salinima izin vermesinin bu etkinligin saglanmasinda rol

oynadig1 diisliniilmektedir.

1XG:1GG polimer karisimi oda sicakliginda yogun kivamda jel olusturdugu igin
enkapsiilasyon islemine alinmadan oOnce, 37 °C’de bekletilerek akiskanligi
saglanmistir (Bu igslem diger polimer ¢ozeltileri icin de gergeklestirilmistir). Bu
ozelligi sayesinde, mikrokapsiiller elde edildikten sonra ortam sicakliginda bagh
olarak tekrar yogun jel olusturdugu ve probiyotikleri sindirim sistemi
kosullarindan 0.5XG:1GG karisimindan daha iyi korudugu gézlemlenmistir. XG

konsantrasyonu probiyotiklerin korunmasinda 6nemli bir parametredir.

Simbiyotik mikrokapsiillerin her iki mikroorganizmanin sindirim sistemi
kosullarindan korunmasinda diger mikrokapsiillere gdre daha yiiksek basari
saglamasi iki parametreyle iligkilendirilmistir. Birincisi; iniilinin bazi probiyotik
mikroorganizmalar i¢in prebiyotik 6zelligi gostermesine bagli olarak, kapsiil
icinde probiyotik canliliginin artmasidir. LGG simbiyotik mikrokapsiillerinde
saglanan yiiksek basar1 bu etkiyle yorumlanmustir. Ikinci parametre ise; iniilinin
ayni zamanda bir enkapsiilasyon polimeri olmasindan dolay1r polimer
konsantrasyonunu artirmasi ve probiyotiklerin korunmasinda daha yiiksek etkinin
saglanmasidir. EcN simbiyotik mikrokapsiillerindeki basart yalnizca bu
parametreye baglanmistir. Probiyotik enkapsiilasyonunda iniilin kullanimi

probiyotiklerin olumsuz ortam kosullarindan korunmasinda etkili bir yaklagimdir.

3ALG:1CAP ve 1XG:1GG mikrokapsiil ve simbiyotik mikrokapsiillerinin,

sindirim sistemi simiilasyonunda benzer basar1 gostermeleri dolayisiyla meyve
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13.

14.

15.

16.

17.

suyuna eklenecek mikrokapsiillerin belirlenmesinde baska etmenler de dikkate
alimmistir.  1XG:1GG mikrokapsiillerinin  yogun jel kivaminda olmasinin
depolama siiresince mikrokapsiil biitiinliigiiniin korunmasinda etkili olacag:
diistiniilmistiir. Bununla beraber, XG ve GG polimerlerinin i¢ecek sanayiinde
katk1 maddesi olarak kullanimi bu polimerlerin meyve suyu ile daha uyumlu

olacagi kararinin alinmasindaki etmenlerden biridir.

Meyve sularinin probiyotik gida olarak adlandirilabilmesi i¢in canli probiyotik
bakteri sayisiin 10° kob/g olmasi gerekmektedir. LGG igeren tim meyve suyu
orneklerinde canli mikroorganizma sayisinin 35 giinliik depolama stiresi boyunca
bu degerin lizerinde oldugu belirlenmistir. EcN igeren 6rneklerde ise 35. glinde
10% kob/mL degerinin altina diistiigii gézlenmistir. EcN igeren ticari meyve suyu

iiretimi yapilmas1 durumunda depolama siiresi 14 giin olarak belirlenmelidir.

Enkapsiilasyon isleminin depolama siiresince sagladigi koruma 6zellikle EcN
verilerinde goriilmektedir. LGG’de bu etkinin daha net olarak belirlenebilmesi
icin meyve suyu Orneklerinin daha uzun siire depolandigi ileri caligmalar

planlanabilir.

Simbiyotik mikrokapsiil iceren meyve suyu Orneklerinde canliligin
korunmasindaki yiiksek basarinin  18. maddede agiklanan etmenlerden

kaynaklandig1 diistintilmektedir.

EcN igeren meyve suyu orneklerinden alinan sonuglara gore elma-seftali suyunun
probiyotik mikrokapsiilleri i¢in daha iyi bir tasiyici olabilecegi diisiiniilmektedir.
Portakal suyuna gore daha yogun kivamda olmasi ve iceredigi yliksek meyve
posasinin depolama boyunca mikrokapsiil biitiinliiglinii destekledigi yorumu
yapilabilir. Gelecekte ECN mikrokapsiilii iceren ticari meyve suyu iiretiminin sdz

konusu olmasi durumunda elma-geftali suyu iyi bir tercih olabilir.

Serbest formda LGG igeren meyve suyu oOrneklerinde zaman igerisinde pH
degerlerinde az bir diisiis yasanmasi LGG’nin meyve suyunda fermantasyon
yaptigmin isareti olabilir. Serbest formda LGG iceren meyve suyu Ornekleri
disinda hicbir meyve suyunun pH degerinde diisiis belirlenmemis olmasi,
probiyotiklerin  mikroenkapsiilasyonunun meyve suyunun probiyotikler

tarafindan fermente edilmesini engelledigi seklinde yorumlanmustir.
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18. Meyve sularinin renkleri depolama siiresince korunmustur. Meyve sularina
probiyotik ilavesinin, renk kriteri agisindan meyve sularinda bir degisiklige neden
olmadigi belirlenmistir. Meyve suyu Orneklerinin suda ¢oziiniir kuru madde
iceriginde de depolama siiresince bir degisiklik belirlenmemistir. Meyve sularina
probiyotik ilavesinin kalite kriterleri bakimindan bir degisiklige sebep olmamasi,

gelecekte ticari probiyotik meyve suyu iiretimi agisindan olduk¢a 6nemlidir.

19. Meyve suyu Orneklerinin duyusal analizlerinde, serbest formda probiyotik iceren
meyve suyu Ornekleri yiiksek genel begeniye ulagsmistir. Bu durum, ticari bir
probiyotik meyve suyu liretimine yonelik olduk¢a 6nemli bir bulgudur. Diger
taraftan, mikrokapsiil igeren meyve sularina karsi onyarginin yiiksek oldugu
goriilmektedir. Akigkan bir stvinin icerisinde partikiil varlig1 begeniyi etkileyen

etmenlerden biridir.

Gelecekte duyusal kabul edilebilirligi yiiksek, probiyotik mikrokapsiilleri iceren meyve
sularmin gelistirilmesi i¢in meyve pulpu iceren, homojen yap1 gostermeyen meyve
sularmin  kullanildig1 ileri calismalar gerceklestirilebilir. Ayrica, probiyotik gida
yelpazesinin genisletilmesi bakimindan, mikrokapsiiller i¢in iyi tastyici olabilecegi
diisiiniilen cikolata gibi {irlinlere probiyotik mikrokapsiillerinin islenmesi caligmalar

gerceklestirilebilir.

Bu tez calismasi ile, enkapsiilasyonun probiyotiklerin olumsuz kosullardan korunarak
biyoyararlaniminin artirilmasinda etkili bir yontem oldugu, probiyotik meyve suyu
iiretiminin miimkiin oldugu ve probiyotik meyve sulariin duyusal kabul edilebilirliginin

daha da artirilabilmesi i¢in ileri ¢aligmalarin yapilmasi gerektigi ortaya konmustur.
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