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ALIC SUYU ILE CO-ENKAPSULE EDILMIS Lactobacillus acidophilus’un in vitro
GASTROINTESTINAL KOSULLARDA VE ELMA SUYUNDA STABILITESININ
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Danisman: Dog. Dr. Incilay GOKBULUT

Son yillarda, probiyotikleri ve prebiyotikleri igeren fonksiyonel gidalara olan
tiketici talebi giderek artmaktadir. Bu tez ¢alismasinda puskiirterek kurutma yontemi
kullanilarak sadece maltodekstrin ve maltodekstrin-iniilin kombinasyonlarinin kullanimi
ile ali¢ (Crataegus orientalis) suyu ve Lactobacillus acidophilus’un co-enkapsiilasyonu
gerceklestirilmistir. Piiskiirterek kurutma sonrasi elde edilen enkapsiillerde verim, etkinlik
diizeyi, fiziksel 6zellikler, toplam fenolik igerik ve antioksidan aktivitenin belirlenmesi ve
in vitro gastrointestinal kosullarda canliligin incelenmesi amaglanmigtir. Elde edilen
enkapsiillerin elma suyuna ilavesi sonucu L. acidophilus’un canlilik diizeyi ve depolama
stabilitesine etkisi arastirilmigtir. En yiiksek enkapsiilasyon etkinligi % 15 (w/v)
maltodekstrin ve % 15 (w/v) iniilinden olusan formiilasyonda belirlenmistir. En yiiksek
enkapsiilasyon verimi (% 7153 + 1.87) formiilasyonda sadece maltodekstrinin
kullanimiyla elde edilen enkapsiillerde tespit edilmistir. Serbest ve enkapsiil L. acidophilus
stabilitesi elma suyunda iki farkli sicaklikta (4 °C ve 25 °C) zamana bagli olarak takip
edilmistir. En yiiksek canlilik kaybi 25 °C’de belirlenmistir. Elma suyunda 4 °C’de
depolamanin 42. giiniinde enkapsiil iceren érneklerde L. acidophilus canliligi sirasiyla 6.72
+ 0.02 log kob/mL ve 6.50 £ 0.03 log kob/mL olarak tespit edilmistir (P<0.05). Serbest
halin enkapsiil hale kiyasla depolama siirecine daha duyarli oldugu goriilmiistiir. Elma
suyunda enkapsiil 6rneklerinin depolanma siirecinde zamana bagli olarak pH, briks, su
aktivitesi ve toplam renk farki (AE) degerlerinin azaldigi, ancak toplam asitlik miktarinmn
arttigir saptanmigtir. Sonug olarak bu g¢alisma ile probiyotik igeren gidalart siit {irtinleri
disinda da almak isteyen tiiketiciler i¢in meyve suyuna co-enkapsiil probiyotik ilavesi ile
alternatif bir gida iiriinii formiile edilmistir. Bu sayede meyve ile probiyotiklerin bir arada
kullanimi, katma deger olusturabilecek yeni bir {iriin eldesini miimkiin kilacaktir.

Anahtar Kelimeler: Co-enkapsiilasyon, Crataegus orientalis, Fonksiyonel gidalar,
Lactobacillus acidophilus, Prebiyotikler, Probiyotikler
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Consumer demand for functional foods containing probiotics and prebiotics has
been increasing in recent years. In this thesis study, co-encapsulation of hawthorn
(Crataegus orientalis) juice and Lactobacillus acidophilus was carried out using only
maltodextrin and maltodextrin-inulin combinations using the spray drying method. It was
aimed to determine the yield, efficiency level, physical properties, total phenolic content
and antioxidant activity of the encapsules obtained after spray drying and to examine the
viability in in vitro gastrointestinal conditions. The effect of the obtained encapsules on the
viability level and storage stability of L. acidophilus was investigated by adding them to
apple juice. The highest encapsulation efficiency was determined in the formulation
consisting of 15% (w/v) maltodextrin and 15% (w/v) inulin. The highest encapsulation
efficiency (71.53 + 1.87) was found in the encapsules obtained by using only maltodextrin
in the formulation. Free and encapsulated L. acidophilus stability was monitored over time
in apple juice at two different temperatures (4 °C and 25 °C). The highest loss of viability
was determined at 25 °C. On the 42nd day of storage in apple juice at 4 °C, the viability of
L. acidophilus was determined as 6.72 = 0.02 log cfu/mL and 6.50 + 0.03 log cfu/mL,
respectively (P<0.05). The free state was found to be more sensitive to the storage process
than the encapsulated state. It was determined that pH, brix, water activity and total color
difference (AE) values decreased, but the total acidity amount increased depending on the
time during the storage process of the encapsule samples in apple juice. As a result, with
this study, an alternative food product was formulated with the addition of co-encapsule
probiotics to fruit juice for consumers who want to buy probiotic-containing foods other
than dairy products. In this way, using fruit and probiotics together will make it possible to
obtain a new product that can create added value.

Key Words: Co-encapsulation, Crataegus orientalis, Functional foods, Lactobacillus
acidophilus, Prebiotics, Probiotics
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1. GIRIS

Insanlar artik gidalar1 sadece temel besin ve enerji kaynagi olarak degil, ayn
zamanda sagliklar1 lizerinde olumlu etki gosterecek Ozel takviyeleri de igeren besinler
olarak degerlendirmektedirler. Bu nedenle saglig1 gelistirici bilesenler igeren gidalara yani
fonksiyonel gidalara olan talep giderek artmaktadir. Bu gidalarin zenginlestirilmesinde
probiyotikler, prebiyotikler, polifenoller ve antosiyaninler gibi bilesenler yaygin sekilde
kullanilmaktadir. Polifenoller ve antosiyaninler gibi antioksidanlar, koroner kalp hastaligi,
i¢ organlarin iltihaplanmasi ve kanser gibi bazi hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisinde
gosterdikleri etkileri ile ilgi cekmektedirler (Ivanovic ve dig, 2014). Bu baglamda, riskleri
ve ikincil etkileri azaltilmis biyoaktif bilesenlerin elde edilmesi i¢in dogal kaynaklar uygun
stirdiiriilebilir araglar olarak kabul edilmektedir. Bu dogal kaynaklar arasinda ali¢ meyvesi
zengin fenolik igerigi sayesinde yer almaktadir (Zhang ve dig, 2022). Ali¢ (Crataegus),
Rosaceae familyasma ait bir bitkidir ve diinyanin c¢esitli bolgelerinde yaygin olarak
yetistirilmektedir (Gonzalez-Jiménez ve dig, 2018). Biyoaktif bilesenler bakimindan
zenginligi nedeniyle “besleyici meyve” olarak bilinmekte ve viicuda alimi ile terapotik

ozellik gostermektedir (Zhang ve dig, 2022).

Probiyotikler saglik tizerine ispatlanmis birgok etki gostermektedir. Bunlar arasinda
gastrointestinal enfeksiyonlarin kontrolli, laktoz metabolizmasima yardimecir olmasi,
gidalarin  sindirilebilirliginin iyilestirilmesi, serum kolesterol diizeyinin azaltilmas,
bagisiklik sisteminin uyarilmasi ve kanserin bastirilmasi sayilabilmektedir (Zoghi ve dig,
2019). Bu terapotik etkilerinden faydalanabilmek igin iriiniin son kullanim tarihindeki
minimum canli probiyotik bakteri konsantrasyonunun 6 logaritmik (log) koloni olusturan
birim (kob)/g civarinda olmasi gerekmektedir (Nilsang, 2021). Konakgidaki yararh
etkilerini arttirmak icin probiyotiklerin, gastrik ortamin sert asidik kosullarindan gegerek
canli kalmast ve kolonizasyonunu ve cogalmasinmi saglamak icin yeterli miktarda kalin
bagirsaga ulasabilmesi gerekmektedir (Li ve dig, 2011). Gastrointestinal sistemde dogal
biyotik popiilasyonun aktivitesini desteklemek icin probiyotiklerin gida iiriinlerine dahil
edilebilmesi s6z konusudur. Probiyotik iceren fonksiyonel gidalar ¢ogunlukla siit ve
tirlinlerinden iretilmektedir. Ancak insanlarin siit ve iriinlerini beslenmelerinde tercih
etmemesi (vegan beslenme) ve/veya bu iriinlere karsi alerji gostermesi gibi sebepler

alternatif bir iirlin ihtiyaci dogurmaktadir. Probiyotikler i¢in ideal substrat olabilecek bir

1



diger icecek ise antioksidanlar gibi faydal bilesikleri de iceren meyve suyudur. Tuorila ve
Cardello (2002), meyve suyunun seker, vitamin, antioksidan ve mineral madde igermesi
nedeniyle probiyotiklerin  tasinmasinda kullanilabilecek uygun tasiyici  oldugunu
bildirmistirler. Son yillarda probiyotik bakterilerin meyve suyunda kullanilmasi dikkat

¢eken calisma konular1 arasinda yer almaktadir.

Probiyotiklerin yararl etkilerini tesvik etmek ig¢in, g¢evresel faktorlere maruz
kaldiginda canli kalmasi, insan gastrointestinal sistemdeki metabolik aktiviteyi kolonize
edebilmesi ve siirdiirebilmesi gerckmektedir (Rodrigues ve dig, 2020). Probiyotiklerin
gidalar ile birlikte viicuda aliminda terapdtik etki gosterebilmeleri bagirsakta canliliklarini
stirdiirebilmelerine baglidir. Probiyotiklerin canliligi izerinde pH, toplam asitlik, hidrojen
peroksit varligi, oksijen ve depolama sicakligi gibi faktorlerin etkili oldugu bilinmektedir
(Martin ve dig, 2015). Meyve suyunun asidik 6zellige sahip olmasi probiyotik canliligini
dogrudan etkilemektedir. Probiyotiklerin serbest halde meyve suyunda kullanimi ile
fermentasyon meydana gelebilmekte ve fermentasyon sonucunda meyve suyunun
organoleptik  ozelliklerinde degisiklikler olabilmektedir. Fermentasyon sonucunda
meydana gelen asitlik artis1 ve pH diistisii ile birlikte probiyotik canliliginda azalmalar
olmaktadir. Probiyotik canlilifinda meydana gelen azalmanin bir diger goriildiigii yer ise
viicuda alimindan sonra gastrointestinal sistemden gecis asamasidir (Ding ve Shah, 2008).
Mide yaklagik 1.5 pH gibi diisiik bir pH degerine sahiptir (Gul ve Dervisoglu, 2020). Bu
sebeple probiyotikler midenin asidik kosullarina dayanamamaktadir. Bu bakterilerin
tiketildikten sonra gastrointestinal sisteme ulasamadiklarimi ortaya koyan c¢alismalar
mevcuttur (Dave ve Shah, 1997; Hamilton-Miller ve dig, 1999). Probiyotiklerin insan
viicudunda terapotik etki gosterebilmesi igin bagirsak sistemine ulagmasi onem arz

etmektedir.

Ali¢ (C. orientalis subsp. orientalis) fenolik bilesiklerce zengin oldugu bilinen bir
meyvedir. Bu tez ¢alismasinda ali¢ meyvesinin pomolojik ve fizikokimyasal 6zelliklerinin
belirlenmesi ve ayrica ali¢ ve ali¢ suyunda toplam fenolik igerik ve antioksidan aktivite
(DPPH, ABTS ve FRAP) diizeylerinin incelenmesi amaglanmistir. Meyvenin HPLC ile
fenolik profili, B-karoten ve A vitamini icerigi ile organik asit ve seker igeriklerinin de

arastirilmasi amaclanmustir.

Probiyotiklerin gastrointestinal sistemde ve meyve suyunda canliligmmin en az
derecede etkilenerek kalin bagirsaga ulagmasi ile insan viicudunda terapdtik etki

gostermesi ve boylece gidanin fonksiyonel 6zellige sahip olmasi s6z konusu olmaktadir.

2



Bu amagla tercih edilen yontemlerden birisi enkapsiilasyondur. Enkapsiilasyon islemi ile
probiyotikler ortamdaki smirlayici faktorlere (diisiik pH, safra tuzlar1 ve gastrointestinal
sistemde geg¢is sirasinda karsilastigi durumlar) karst bozulmadan korunabilmekte ve belirli
sartlar altinda kontrollii oranlarda salinabilmesi saglanmaktadir. Co-enkapsiilasyon islemi
ise kapsiilasyon sisteminde birka¢ ¢ekirdek malzemenin birlikte kapsiillenmesi islemidir.
Bu baglamda, probiyotiklerin prebiyotik 6zellik gosterecek ¢ekirdek malzemeyle birlikte
enkapsiilasyonu gerceklestirilebilmektedir (Chen ve dig, 2013). Enkapsiilasyon sisteminde
prebiyotik olarak ali¢ suyu kullanilmistir. Kaplama malzemeleri olarak maltodekstrin ve
iniilinin farkli oranlarda kullanilmasiyla piiskiirterek kurutma yontemi ile L. acidophilus ve
alic suyunun co-enkapsiilasyonunun gerceklestirilmesi amaglanmigtir. Co-enkapsiilasyon
islemi sayesinde, mevcut yap1 daha giiclii hale getirilerek gastrointestinal sistemde gegisin
daha kolay saglanmasi1 ve bdylece probiyotiklerin canli kalma potansiyelinin artirilmasi

hedeflenmistir. Bu yontem ile yapilan ¢alismalar oldukga yeni ve az sayidadir.

Elde edilen enkapsiillerde, enkapsiilasyon verimi ve etkinliginin belirlenmesi,
enkapsiillerin fiziksel ve kimyasal ozelliklerinin degerlendirilmesi de amacglanmistir.
Enkapsiilasyon etkinligi belirlemesi ile en uygun enkapsiilasyon formiilasyonunun
saptanmas1 hedeflenmistir. En yiiksek enkapsiilasyon etkinligine sahip formiilasyon
belirlendikten sonra bu formiilasyon ile iretilen enkapsiillerin in vitro gastrointestinal
kosullara maruz birakilmasi ve bu kosullarda L. acidophilus canliliginin incelenmesi
amaclanmistir. Boylece in vitro kosullarda bakterilerin terapotik etki gosterecek
miktarlarda kalin bagirsaga ulasip ulasmadiginin belirlenmesi ve bagirsak ortaminda

kontrollii salimin gergeklesmesi hedeflenmistir.

Enkapsiillerin elma suyuna inokiilasyonu sonrasi belirli sicakliklarda ve siirelerde
depolanmasi ve depolama araliklarinda stabilitesinin ve bazi fizikokimyasal 6zelliklerinin
(pH, toplam asitlik, briks, su aktivitesi ve toplam renk farki) degerlendirilmesi
amaclanmistir. Bu sayede co-enkapsiilasyon igleminin meyve suyundaki probiyotik
canliligr iizerindeki etkisinin incelenmesi ve probiyotiklerin canliligi i¢in en uygun

depolama kosullarinin belirlenmesi hedeflenmistir.

Tez caligmasinin basariyla sonuglandirilmast neticesinde bilimsel literatiir, halk
sagliglt ve iilke ekonomisi iizerine bazi getirilerinin olacagr degerlendirilmektedir.
Calismanin literatiire katki saglayacagi ve sonrasinda gerceklestirilecek ¢alismalar igin yol
gosterici nitelikte olacagi on goriilmektedir. Probiyotik bakteri ve ali¢ suyunun co-

enkapsiilasyonu sonucu elde edilen enkapsiillerin meyve suyuna ilave edilmesi ile birlikte
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insanlarin beslenmesinde terapotik etki gosterecek yeni bir fonksiyonel gidanin elde
edilecegi ve bdylece sektdre ekonomik agidan yeni bir iirlin kazandirilmis olacagi
diisiiniilmektedir. Ayrica elde edilen enkapsiillerin farkli gida sistemlerinde kullaniminin

da miimkiin olacag1 varsayilmaktadir.

Prebiyotik olarak kullanilan ali¢ suyu fenolik bilesik bakimindan zengindir. Bu
meyvenin kullanilmasi ile meyvenin deger kazanacagi ve tariminin yayginlasmasinda rol
oynayacagi beklenmektedir. Ayrica meyvenin kiiltiire alinacagi ve bdylece verimi ve
kalitesi daha yiiksek olan meyvelerin elde edilmesinin de Oniiniin agilacagi

distiniilmektedir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Fonksiyonel Gidalar

Fonksiyonel gidalar terimi, Japon Hiikiimeti tarafindan 1991 yilinda tanitilmis olup
probiyotik bakteriler, vitaminler, proteinler, lifler ya da insan sagligina ve refahina katki
saglayabilecek diger gida katki maddeleri gibi ekstra bilesenlerle takviye edilmis olan
gidalart ifade etmektedir (Granato ve dig, 2010). Fonksiyonel gidalar igeriginde bulunan
aktif bilesenler sayesinde Kkardiyovaskiiler hastaliklar, kanser ve diyabetin 6nlenmesine
yardimer olmaktadir (Milner, 2018). Bu aktif maddeler arasinda yer alan karotenoidler,
flavonoidler, vitaminler ve mineraller, belirtilen hastaliklarin risklerini ve etkilerini azaltan
metabolitlerin tiretilmesini saglamaktadir. Gidalardan elde edilen antioksidanlar, viicuttaki
serbest radikallerin varliginin nétralize edilmesi, iltihaplanmalarin etkili bir sekilde
onlenmesi ve lipidler, proteinler ve amino asitler lizerindeki oksidasyonun azaltilmasi
islevlerini gormektedirler (Peng ve dig, 2020). Serbest radikal {iretimi ve antioksidan
savunma arasindaki dengesizlik, kardiyovaskiiler hastalik, kanser ve osteoporoz gibi ¢oklu

kronik hastaliklarin olusumuna neden olmaktadir.

Bagirsak mikrobiyotasinin  formiilasyonu, biiyiik oOlglide insanlarin beslenme
sekillerinden etkilenmekte olup Ozellikle sagliksiz beslenme bagirsak mikrobiyotasinin
bozulmasina neden olarak disbiyozise yol acabilmektedir. Bagirsak mikrobiyotasinda
meydana gelen bozulma, belirli firsatgr patojenlerin  biiyiimesine, bakteriyel
enfeksiyonlara, kronik inflamasyona neden olabilmekte ve hatta bu durum kanser gibi
ciddi hastaliklar1 da ortaya g¢ikarabilmektedir (Peng ve dig, 2020). Fenolik bilesikler,
probiyotikler, prebiyotikler ve vitaminler gibi fonksiyonel gidalarin farkli aktif bilesenleri,

bagirsak mikrobiyotasini degistirebilmekte ve bagirsak sagligini gelistirebilmektedir.

Orta yast geckin kisiler tarafindan fonksiyonel gidalarin tiiketimi {izerine
gerceklestirilen bir ¢caligmada, probiyotik yogurdun tiiketilen biitiin fonksiyonel gidalarin
% 56.0’s1n1 olusturarak en popiiler gida oldugu rapor edilmistir (Vella ve dig, 2013).
Probiyotikler gida sistemlerinde siklikla siit ve siit {irtinleri ile birlikte kullanilmaktadir.
Insanlar binlerce yildir yogurt gibi fermente gidalar tiikketmektedir. Fermentasyon sadece
gidalarin korunmasinda degil ayn1 zamanda fermente edilmemis gidalara kiyasla bazi
gidalarin sindirilebilirliginin artirilmasinda da rol oynamaktadir (Caplice ve Fitzgerald

1999). Ayrica, fermantasyon sirasinda tretilen laktik asit, gida matrislerinin tadi ve



dokusunu degistirerek fermente {irlinlerin kalitesini iyilestirebilmektedir (Kun ve dig,
2008).

Baz1 insanlarin siit ve siit iirlinlerine karsi alerjik reaksiyon gosteriyor olusu ya da
vegan beslenme seklini benimsemis olusu ve yahut siit ve siit tiriinlerini tiiketmekten zevk
almiyor olusu probiyotik iceren gidalari tliketemeyecegi anlamina gelmemelidir. Son
zamanlarda probiyotiklerin unlu mamuller, meyve/sebze sulari, fermente iriinler vb. gibi
sit uriinii olmayan gidalarla birlestirilmesi s6z konusudur. Meyveler ve iiriinlerinin
vitaminler, antioksidanlar ve polifenoller gibi degerli besinler bakimindan zengin bilesime
sahip olmasi nedeniyle probiyotikler i¢in ¢ok faydali tasiyicilar olabilecegi kabul
edilebilmektedir. Bu baglamda probiyotik icerikli meyve sulari probiyotik tiikketimini
beslenme sistemine dahil etmek isteyen insanlar icin bir alternatif olabilir. Probiyotiklerin
meyve suyunda serbest halde kullanimi ile fermentasyon meydana gelebilmekte ve buna

bagli olarak depolama siiresi boyunca canlilikta azalmalar goriilebilmektedir.

Probiyotik i¢eren gidalarin fonksiyonel 6zelliklerinden s6z edebilmek i¢in igcerdigi
probiyotik miktarinin yeterli diizeyde olmasi gerekmektedir. Probiyotik bazli fonksiyonel
gidalarin diizenli tiiketiminin giinde yaklasik 100 g (10° canli hiicre) olmas1 gerektigi ve
bunun da giinlik 10°-10® kob/mL veya kob/g dozla saglanabildigi bildirilmistir
(Rashidinejad ve dig, 2020). Meyve suyuna ilave edilen probiyotiklerin depolama
stirecinde sayisal olarak azalmasinin 6niine gegebilmek icin enkapsiilasyon tercih edilen
popiiler teknolojilerden Dbirisini  olusturmaktadir. Enkapsiilasyon teknolojisi ile
probiyotiklerin gida sistemlerinde ve gastrointestinal sistemden gegis sirasinda korunmalari

saglanmaktadir.

2.2 Probiyotikler

Gida ve Tarim Orgiitii/Diinya Saglik Orgiitii (FAO/WHO), probiyotikleri “yeterli
miktarlarda uygulandiginda konagin sagligi tizerinde faydali etkiler saglayan canli
mikroorganizmalar” olarak tanimlamistir (Stokstad, 1954). Bu terim genel olarak laktik
asit bakterileri (Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp. ve Enterococcus spp.) gibi
mikroorganizmalar1 ve gidadaki fonksiyonel Ozelliklerinin yani sira daha ¢ok saglig
gelistirici aktiviteleri ile bilinen Saccharomyces spp. gibi bazi mayalari ifade etmektedir
(Doron ve Snydman, 2015). Bagirsak veya gida kaynakli probiyotik suslar dis etkenlere
kars1 farkli tolerans gdstermektedirler. Ornegin, gidalardan izole edilen probiyotik suslar

genellikle isleme sirasinda sicaklik ve pH degisikliklerine kars1 daha yiiksek toleransa
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sahipken bagirsaktan izole edilen probiyotik suslarla karsilastirildiginda gastrointestinal
sistemde canli kalma oraninin daha diisiik oldugu bilinmektedir (Klein ve dig, 1998).

Probiyotikler gida iiriinlerinde dogru sekilde kullanildiginda sagligi gelistirici 6zellik
gosteren canli biyolojik sistemlerden biri olarak kabul gormektedir (Mokhtari ve dig,
2019). Probiyotik tiikketiminin, diyare, tekrarlayan Clostridium difficile koliti, Helicobacter
pylori enfeksiyonlari, inflamatuar bagirsak hastaligi, diyabet, obezite, kabizlik, kadin
tirogenital enfeksiyonlar1 ve bazi kanser tiirlerine (6zellikle kolon kanseri) kadar gesitli
hastaliklarin tedavisinde yardimci oldugu bildirilmistir (Angmo ve dig, 2016; Rashidinejad
ve dig, 2020). Probiyotiklerin diger yararli etkileri arasinda bagisiklik sistemini gelistirme,
laktoz intoleransini iyilestirme, serum kolesterol seviyesini diisiirme, besin maddelerinin
kullanimini artirma ve antibiyotik kullanimini azaltma gibi kanitlanmig etkileri
sayilabilmektedir (Guo ve dig, 2010). Probiyotik olarak kabul edilecek mikroorganizmanin
seciminde, gastrointestinal sistemde normalde var olan bir mikroorganizma olmasina,
gastrointestinal sistem boyunca kosullar dogrultusunda aktif kalmasina ve sindirim

sisteminde uygunlugunu ve giivenilirligini ortaya koyuyor olmasina dikkat edilmelidir

(Oberoi ve dig, 2019).

Probiyotikler, gida sistemlerinde besinlerin tilkenmesi, {irlin matrislerinde ozmotik ve
oksidatif strese maruz kalma, gastrointestinal sistemdeki sicaklik, asit ve safra gibi
canliliklarin1 ve iglevselliklerini olumsuz yonde etkileyebilecek cesitli stres faktorleriyle
karsilasmaktadirlar (Terpou ve dig, 2019). Probiyotiklerin yararli ozelliklerini ortaya
¢ikarabilmeleri i¢in bir ortama uyum saglamalar1 ya da korunmalar1 gerekmektedir. Ayrica
gida sistemlerine probiyotiklerin eklenmesi fermantasyon ve uzun siireli depolama
sirasinda organik asitler gibi farkli metabolitlerin olugsmasi nedeniyle nihai gida {iriiniiniin

tad1 ve aromasinda degisiklige neden olabilmektedir.

2.2.1 Probiyotik canhhigim etkileyen faktorler

Gida fdrlinlerinin islenmesi ve depolanmasi sirasinda probiyotiklerin canlilig
etkileyen bazi faktorler bulunmaktadir. Bunlar, gida parametreleri (pH, toplam asitlik,
oksijen, su aktivitesi, tuz, seker ve kimyasallarin varligi (hidrojen peroksit (H20.)),
bakteriyosinler, yapay tatlandirici ve renklendirici maddeler gibi), isleme parametreleri
(pastorizasyon, sogutma hizi, ambalaj malzemeleri, depolama yoOntemleri, oksijen
seviyeleri ve hacmi) ve mikrobiyolojik parametrelerden (probiyotik tiirleri ve asilama orani

gibi) meydana gelmektedir (Zoghi ve dig, 2019). Gida endiistrisinde ¢ogunlukla kullanilan



katk1 maddeleri arasinda sekerler, tatlandiricilar, tuzlar, aroma bilesikleri (diasetil,
asetaldehit ve asetoin), dogal veya yapay tatlandirici ve renklendirici maddeler, nitrit,
nisin, natamisin ve lizozim bulunmaktadir (Tripathi ve Giri, 2014). Bu katki maddelerinin
fermente edilmis ve edilmemis iriinlerde kullanilan probiyotik bakterilerin canliliginda
olumlu veya olumsuz etkileri olabilmektedir. Glukoz, vitaminler, mineraller ve antioksidan
gibi farkli katkilar depolama sirasinda probiyotiklerin (Lactobacilli ve Bifidobacteria gibi)
canliliklar1 tizerinde olumlu etkiler gosterirken, et hamuruna eklenen sodyum nitrit, et
fermantasyonunda probiyotik bakteriler igin zorluk teskil etmektedir (Mohammadi ve dig,
2011; Kotozyn-Krajewska ve Dolatowski, 2012).

Oksijen seviyesi ve redoks potansiyeli probiyotik bakterilerin canliligini etkileyen
onemli faktorlerden birisini olusturmakta ve probiyotiklerin oksijeni tolere edebilme
yetenegi degiskenlik gostermektedir (Lee ve Salminen, 2009). Oksijenin bazi probiyotik
hiicreler i¢in dogrudan toksik olmasi, bazi kiiltiirlerin oksijen varliginda toksik peroksitler
iretmesi ve bilesenlerin (6rnegin yaglar) oksidasyonundan {iretilen serbest radikallerin
probiyotik hiicreler igin toksik olmasi probiyotiklerin oksijenden etkilenme sebeplerini
olusturmaktadir (Korbekandi ve dig, 2011).

Oksijen varlig1 gibi nem seviyesi de probiyotiklerin canliligina zarar vermektedir.
Ying ve dig. (2010) numunelerin saklandigi ortamdaki bagil nem artis1 ile birlikte su
hareketliliginin arttigin1 ve buna baglh olarak canlilik kaybi oraninda da artisin oldugunu
ifade etmistirler. Depolama sirasinda ortamdaki yiiksek asitlik ve diisiik pH probiyotiklerin
canlilig1 tizerinde 6nemli stres kosullari olusturmaktadir. Cok diisiik bir pH, fermente
tirtinlerdeki organik asitlerin konsantrasyonunun artisiyla beraber bu asitlerin bakterisit
etkisini de arttirmaktadir. L. acidophilus ve Bifidobacteria’nin biiyiimesi i¢in optimum pH
aralig1 sirastyla 5.5-6.0 ve 6.0-7.0°dir (De Vuyst, 2000). Laktobasillerin, pH degerleri 3.70
ile 430 arasinda olan fermente iriinlerde biiyiiyebildigi ve canliliklarini devam

ettirebildigi bildirilmektedir (Boylston ve dig, 2004).

Probiyotiklerin canliligini, segilen susun tipi, iirliniin dogal mikroflorasi, iiretilen
enzimler, ¢esitli patojenik veya bozulmaya neden olan mikroorganizmalarin olusumu gibi
bircok biyolojik faktoriin etkiledigi de bilinmektedir (Hossain ve dig, 2017).
Probiyotiklerin canliligini etkileyen fiziksel faktorler arasinda depolama sicakligi, kurutma
yontemleri ve kosullar1 veya oksijen seviyeleri bulunmaktadir. Probiyotiklerin depolama
sirasinda canliligi, depolama sicakligi ile ters orantilidir (Gardiner ve dig, 2000).

Probiyotik gida friinleri tercihen 4-5 °C sicaklikta depolanmasi gerekmektedir
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(Mortazavian ve dig, 2007). Simpson ve dig. (2005), piskiirterek kurutulmus
Bifidobacteria tiirlerinin 15 ve 25 °C’de depolanmasi sirasinda canli sayilarinda 6nemli
azalmalar oldugunu bildirmistirler. Ayrica fermantasyon sicakligi da probiyotik
mikroorganizmalarin canliligini etkilemektedir. Cogu probiyotikler i¢in optimum gelisme
sicakligr 37-43 °C araliginda olmakla birlikte L. acidophilus gibi bazi bakteriler 45 °C’de
de gelisimlerine devam edebilmektedirler (Tripathi ve Giri, 2014). Gidalarin islenmeleri
sirasinda uygulanan 45 °C’nin tizerindeki sicakliklarin probiyotik canliligi tizerine olumsuz

etki gosterdikleri bilinmektedir.

2.2.2 Laktik asit bakterileri

Probiyotikler gastrointestinal sistemde dogal biyotik popiilasyonu desteklemek igin
gida tiriinlerine katilabilmektedir. Yararli 6zellikleri nedeniyle gida endiistrisi tarafindan en
yaygin sekilde kullanilan probiyotik tiirleri siit driinlerinde bulunan laktik asit
bakterileridir. Cizelge 2.1°de probiyotik olarak yaygin sekilde kullanilan laktik asit
bakterileri verilmistir. Bu bakterilerin ¢ubuk seklinde, spor olusturmayan, katalaz negatif
ve fakiiltatif anaerob olduklar1 bilinmektedir. Laktik asit bakterileri sekerleri fermente
etmekte ve Embden Meyerhof Parnas (EMP) yolu ile son iiriin olarak laktik asit
uretmektedirler (Kenneth, 2009). Fermentasyona gore laktik asit bakterileri
homofermentatif ve heterofermentatif olarak siniflandiriimaktadir (Neish, 2017; Sousa ve
dig, 2020). Homofermentatif laktik asit bakterileri fermentasyon sonucunda sadece laktik
asit tiretirken, heterofermentatif laktik asit bakterileri ise COz, hidrojen peroksit, asetik asit
ve alkol ile birlikte laktik asit tiretmektedir (Gandhi, 2006).

Cizelge 2.1 : Probiyotik olarak yaygin sekilde kullanilan laktik asit bakterileri.

Probiyotik bakteriler

Lactobacillus spp.  Bifidobacterium spp.  Enterococcus spp.  Streptococcus spp.

L. acidophilus B. bifidum E. faecalis S. cremoris

L. casei B. adolescentis E. faecium S. salivarius

L. delbrueckii ssp. B. animalis S. diacetylactis
L. cellobiosus B. infantis S. intermedius
L. curvatus B. thermophilum

L. fermentum B. longum

L. lactis

L. plantarum

L. reuteri

L. brevis




Gida teknolojisinde laktik asit bakterilerinin kullanim amaglar1 arasinda, asidik tadin
olusmasi, siitiin jellesmesi, laktozun azaltilmasi ve aroma olusumu yer almaktadir. Laktik
asit bakterileri, gidalarla birlikte viicuda alinan, midenin asidik ortaminda iyi bir sekilde
canli kalabilen ve daha sonra karbonhidrati laktik asit ve diger temel besinlere
doniistiirebilen en yararli probiyotiklerdendir. Bu mikroorganizmalar bagirsakta laktik asit
tiretimiyle birlikte pH seviyesinin diismesine neden olmakta ve bu da patojen

mikroorganizmalarin biiytimesine ve canli kalmasina engel olmaktadir (Nichols, 2007).

Laktik asit bakterileri, patojen olmamalari, gastrointestinal sistemde normal
mikrobiyotada bulunabilmeleri ve uygun mikroflora dengesini koruyabilmeleri sebebiyle
insan saglig: i¢in giivenli kabul edilen Gram pozitif bakterilerdir (Angmo ve dig, 2016).
Bunlar gastrointestinal sisteminde arzu edilen mikrofloralardir ve bu nedenle ‘genel olarak
giivenilir kabul edilirler (GRAS)’(Tannock, 1997). Laktik asit bakterileri fermentasyona
dahil olmakta, fermente iriinlerde baskin mikrofloray1 olusturmaktadir. Laktik asit, asetik
asit, H20», bakteriyosin, diasetil ve CO; iireterek gidalarin korunmasinda 6nemli bir rol
oynadiklar1 ve bozulmaya neden olan mikroorganizmalar1 veya gida kaynakli patojenlerin

gelisimlerini engelleyebildikleri bilinmektedir (Yiiksekdag ve Aslim, 2010).

2.2.1.1 Lactobacillus acidophilus

En yaygin olarak bilinen laktik asit bakterilerinden biri olan L. acidophilus’u, Moro
1900 yilinda bebek diskisindan Bacillus acidophilus olarak tanimlamigken daha sonra 1970
yilinda Hanson ve Moquot bu mikroorganizmay1 yeniden isimlendirmistirler (Anjum ve
dig, 2014). Yaklagik 2-10 um boyutunda, ¢ubuk morfolojisine sahip Gram pozitif bir
mikroorganizma olan L. acidophilus’un homofermentatif oldugundan, heksozlari fermente
etmek i¢in glikoliz veya EMP yolunu kullandigi ve D ve L-laktik asitler iirettigi
bilinmektedir (Hutkins, 2006). L. acidophilus, pH 4-5’te 30 ile 45 °C sicaklikta biiyiime
gosteren termofilik bir sustur (Jones, 1999). Johnson ve dig. (1980), fizyolojik 6zellikler
temelinde L. acidophilus’un maksimum miktarda laktik asit ve asetik asit (hidrojen ve
katalaz igermeyen) iirettigini rapor etmistirler.

Laktik asit bakterileri, bakteriyosinler veya bakteriyosin benzeri peptitler
tiretmektedirler. Bakteriyosinler, proteinli yapiya sahip dogal antimikrobiyal ajanlar
olmakla birlikte sus tiretmenin disinda bakteriler i¢in Oldiiriicii etki gostermektedirler
(Deraz ve dig, 2005). Probiyotik bakteriler, bakteriyosin tiretimlerinden dolay1 konagin

gastrointestinal sisteminde kolonize olmakta ve gastrointestinal patojenlerden koruma
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sagladig1 i¢in faydali kabul edilmektedirler (Anjum ve dig, 2014). Laktasin B ve asidosin,
L. acidophilus’in iirettigi bilinen bakteriyosinlerden bazilaridir.

Giliniimiizde potansiyellerinin ve saglik avantajlarmin arttirilmasi i¢in probiyotik
mikroorganizmalarin gidalara eklenmesi biiyiik ilgi gormektedir. L. acidophilus cinsine ait
olan probiyotikler bu amagla en sik kullanilan mikroorganizmalardir (Saxelin ve dig,
2005). L. acidophilus’un canliligi, bagil nem, oksijen igerigi, stabilizatorler ve sicaklik gibi
biiyiime kosullar1 ve depolama faktorleri gibi birgok etkene bagli olmaktadir. Bu
probiyotigin, gastrointestinal sistemde canli kaldiktan sonra, tip 2 diyabet, enterik
enfeksiyonlar, alerjik dermatit, bobrek ve karaciger yetmezligi, ishal, ¢esitli inflamatuar
bagirsak hastaligi formlarinin tedavisi, kolon kanseri hiicrelerinin sayilarinin azaltilmast,
laktozun zayif emilim semptomlarinin giderilmesi ve olas1 antikanser aktivitesi ile ilgili
Ozellikler dahil olmak iizere serum kolesterol konsantrasyonlarini kontrol etme, tiimor
gelisimi riskini azaltma ve daha iyi sindirim yoluyla bagisiklik sistemini uyarma gibi ¢esitli

faydalar1 oldugu bilinmektedir.

2.3 Prebiyotikler

Prebiyotik terimi ilk olarak Gibson ve Roberfroid (1995) tarafindan ifade edilmis ve
“kolondaki bir veya sinirli sayida bakterinin bilylimesini ve/veya aktivitesini segici olarak
uyararak konagi faydali bir sekilde etkileyen ve bdylece konagin saghgini iyilestiren
sindirilemeyen bir gida bileseni” olarak tanimlanmustir. Gida ve Tarim Orgiitii (FAO),
2008 yilinda prebiyotikleri “mikrobiyotanin modiilasyonuyla baglantili olarak konaga
saglik yarari saglayan cansiz bir gida bileseni” olarak ifade etmistir (Pineiro ve dig, 2008).
Son yillarda ise prebiyotikler, bagirsakta mevcut olan yararli mikroorganizmalarin
biiylimesini ve metabolik aktivitesini segici olarak uyaran ve ¢ogunlukla konagin sagligi
tizerinde yararl etkiler saglayan mikroorganizmalar tarafindan Kullanilan, sindirilemeyen
gida bilesenleri olarak belirtilmektedir (Peng ve dig, 2020). Genellikle kisa zincirli ve
diisiik molekiil agirlikli karbonhidratlar olan ve insan sindirim enzimleri tarafindan
sindirilemeyen prebiyotikler, kalin bagirsaktan kolay bir sekilde gecebilmekte ve endojen
gastrointestinal mikrobiyotas1 i¢in bir beslenme kaynagi gorevi gorebilmektedir
(Rashidinejad ve dig, 2020). Prebiyotikler gastrointestinal mikrobiyotasinin bilesiminde
ve/veya aktivitelerinde belirli degisiklikleri tesvik etmekle birlikte ayni zamanda
mikrobiyal rekabete neden olmakta ve istenmeyen bakteri popiilasyonlarin1 azaltmaktadir

(Khuituan ve dig, 2019).
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Prebiyotiklerin fermentasyondan bagimsiz olarak bebekleri enfeksiyondan korumasi,
aclik insiilin seviyesini azaltabilmesi, ishal ve diger bulasici hastaliklarin tedavisi ve
bagirsak fonksiyonlarinin iyilestirilmesi gibi saglik tizerine faydali etkilerinin oldugu rapor
edilmistir (Krumbeck ve dig, 2018). Prebiyotikler, patojenik mikroorganizmalarin
cogalmalarini sinirlandirarak antagonistik etki gostermektelerdir. Bu 6zellikleri, sindirim
ortamindaki probiyotiklerin metabolizmasini, canliligini, biiyiimesini ve saglhigi gelistirici
aktivitelerini artirmasin1 desteklemektedir (Rashidinejad ve dig, 2020). Bu nedenlerden
Otliri probiyotikler ve prebiyotiklerin bu kombinasyonu ‘simbiotikler’ olarak ifade
edilmektedir (Kechagia ve dig, 2013). Prebiyotikler olarak siniflandirilan gida bilesenleri,
iist gastrointestinal sistemde hidrolize edilmemeli veya emilmemeli, bir veya sinirli sayida
kolonik bakteri icin segici bir substrat olmali, bagirsak mikrobiyatasin1 daha saglikli bir
bilesime doniistiirmeli ve konak sagligi tizerine luminal veya sistematik etkiler yaratmalidir

(Ziemer ve Gibson, 1998).

Gida endiistrisi, saglik bilincine sahip tiiketicilere yonelik gidalarda iiretime
fonksiyonel bilesenler olarak prebiyotikleri dahil etmektedir. Prebiyotikler esas olarak
oligosakkaritler, ¢coziiniir lifler ve ii¢ ila alt1 zincirli seker molekiillerinden olusmaktadir.
Son zamanlarda, oligosakkaritler, iniilin, laktuloz, pirodekstrinler, diren¢li nisasta, seker
alkolleri, levanlar ve laktosiikroz gibi prebiyotikler, fonksiyonel gidalara yenilik¢i bir
yaklagim getirmek ve gida bilesenlerinin islevlerini gelistirmek iizere siklikla ilave
edilmektedir (de Paulo Farias ve dig, 2019). Prebiyotik karbonhidratlar, meyve (muz, ¢ilek,
kuskonmaz, sarimsak, bugday, yulaf ezmesi, arpa), sebze (karalahana, pazi, lahana, hardal
yesillikleri ve digerleri) ve baklagillerde (mercimek, barbunya, nohut, lacivert fasulye,

beyaz fasulye, siyah fasulye) dogal olarak bulunmaktadir (Sekhon ve Jairath, 2009).

Bitkiler prebiyotiklerin potansiyel kaynaklarindan birisidir. Bitkilerde bulunan
fenolik bilesiklerin in vitro kosullarda bakteriler i¢in potansiyel besin kaynagi olabildigi ve
prebiyotik gibi davranabildigi vurgulanmaktadir (Tzounis ve dig, 2008). Polifenoller,
bitkilerin ¢igekleri, yapraklari, kiispesi, saplar1 ve kokleri dahil olmak tizere bir¢ok yerinde
bulunan ikincil metabolitlerdir. Birincil metabolitler ve ara maddelerden biyosentetik
yollarla iiretilmektedir. Polifenoller ve antosiyaninler gibi antioksidanlar, konjestif kalp
yetmezligi, i¢ organlarin iltihaplanmasi ve kanser gibi bazi hastaliklarin 6nlenmesi ve
tedavisinde ongoriilen etkileri goz oniine alindiginda 6zellikle ilgi konusudur (lvanovic ve
dig, 2014).
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2.4 Ahg¢ (Crataegus orientalis subsp. orientalis)

Alig, Rosaceae familyasinin Maloideae alt familyasina ait olan ve yaklagik 1000
tirden olusan, tilkemizde ve diinyanin gesitli bolgelerinde dogal olarak yetisen énemli bir
bitkidir (Gonzalez-Jiménez ve dig, 2018). Diinya ¢apinda Crataegus’un zengin tiir
cesitliligi, tohumlar1 yaydiklari i¢in kuslara ve diger hayvanlara atfedilmektedir. Bu bitki,
deniz seviyesinden 1500 m yiikseklige kadar, agirlikli olarak kiregli topraklarda ve giinesli
alanlarda yetismektedir (Nazhand ve dig, 2020). Ayrica bu bitkinin yetisme siirecinde fazla
su ihtiyact da bulunmamaktadir. Alig, ilkbaharda salkimlar halinde bol ve gbze ¢arpan
cigekleri olan dikenli agag veya ¢alilar olarak goriiliirken sonbaharda sarimsi, turuncu veya
kirmizims1 meyveler veren ve meyvelere benzer renklere doniisen loblu yapraklara sahip
olan bir bitkidir (Gundogdu ve dig, 2014). Ali¢ (Crataegus spp.) i¢in genetik agidan
onemli bir merkez olan Tirkiye’de ali¢ tiirleri genis bir yayilis alanina sahiptir. Ancak
Tirkiye’de ali¢ tiir ve cesitleri tescil edilmedigi i¢in iretimi dogada kendiliginden
yetiserek gerceklesmektedir. Bu durum alig¢ bitkisinin yetistiriciligi yapilan bir meyve tiirii
olmadigimi gostermektedir (Aglar ve dig, 2020). Bu algmin ortadan kalkmasi igin aligta tiir
ve ¢esitlerin belirlemesine ve kayit altina alinmasina gidilmelidir. Tiirkiye’nin hemen her
yoresinde yetisebilen ve ¢ok sayida tiire sahip olan ali¢ bitkisinin 6zelliklerinin tespit

edilmesi ile ¢ok degerli alig tiir ve gesitlerinin yok olmasinin 6niine gegilmelidir.

Crataegus cinsi bitkilerden geleneksel tipta yaygin bir sekilde faydalanildigi gibi
gida iiriinlerinde ve tibbi arastirmalarda da kullanilmaktadir. Ali¢ bitkisinin meyveleri,
yapraklari ve c¢igek Ozleri hipertansiyon ve kalp yetmezligini Onlemek amaciyla
kullanildigr gibi Avrupa’da ve Kuzey Amerika’da kalp hastaliklarinin tedavisinde ve
Cin’de esas olarak ticari iiriinlerin iiretilmesi amaciyla tercih edilmektedir (Zhang ve dig,
2022). Bu bitkinin kuru ¢igek ve meyveleri ile hazirlanan caylarin bademcik iltihabi,
oOkstiriik, zay1f koroner aktivite, kalp agrisi, tagikardi, bobrek hastaliklari, damar sertligi,
karaciger agrist ve hemoroid tedavisinde kullanildig: rapor edilmistir (Ozderin ve dig,

2016).

Alic meyvesinin gostermis oldugu terapotik oOzellikler Sekil 2.1°de verilmistir
(Venskutonis, 2018; Nazhand ve dig, 2020). Bu meyve kalp damar sagligini
desteklemekte, anjina, hipertansiyon, kalp yetmezligi, kardiyak aritmiler, miyokardit,
damar sertligi, uykusuzluk ve kaygidan korumaktadir (Edwards ve dig, 2012; Nazhand ve

dig, 2020). Ayrica, meyvelerin idrar soktiiriicii ve ishale, idrar retansiyonuna ve bagirsak
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kramplarina karst olumlu etkileri bulunmaktadir. Saglik iizerine gosterdikleri terapdtik
ozellikleri dolayisiyla alic meyvesinin tliketimi giderek artis gostermektedir. Taze alig
meyvesi, herhangi bir fumigasyon veya yikama yapilmadan dogrudan yenebilmektedir.
Son yillarda diinya genelinde ali¢ ile sirke, recel, atistirmalik yiyecekler ve fonksiyonel

igecekler tretilmektedir.

Hiperglisemik | Hiperlipidemik |
Kanser Anti ,  Hipoksik |
| Mikrobiyal

|

Coag:ulantf

Enflamatuar 7A|zrh_e_im¢_r“’:\
Oksidan | | Anti I
Mikrobiyal {:De_présan 1

Alig (Crataegus orientalis subsp. orientalis)
Anti
HIV { Diyabetik|
Ateroskleroz

Sekil 2.1 : Ali¢ meyvesinin terapdtik 6zellikleri.

Alig bitkisinin meyveleri, yapraklar1 ve g¢igekleri biyoaktif bilesikler bakimindan
zengindir. Aligta fenolik bilesiklerin biyolojik etkilerinin belirlemesi esas olarak etanol,
metanol, su veya bu c¢oziiciilerin karisimlari kullanilarak yapraklardan, ciceklerden ve
meyvelerden elde edilen ekstraktlarin kullanilmas ile tespit edilmektedir (Ferioli ve dig,
2020). Alig bitkisinin kimyasal analizleri sonucunda, fenolik asitler (ferulik, gallik, p-
kumarik, sirincik, Klorojenik, kafeik), kuersetin, pirokatesin, florodizin, terpenoidler,
lignanlar, steroidler, organik asitler (sitrik, malik, fumarik, tartarik, siiksinik) ve sekerler
(maltoz, sukroz, glukoz, fruktoz) dahil olmak tizere 150°den fazla biyoaktif molekiiliin
tanimlamasi gerceklestirilmistir (Wu ve dig, 2014; Orhan, 2018). Aligta bulunan baslica
fenolik bilesiklerin kimyasal yapilar1 Sekil 2.2°de gosterilmistir (Zhang ve dig, 2022).

Bitkilerdeki fenolik bilesiklerin konsantrasyonu iizerinde ¢esitli g¢evresel faktorler
etkili olmaktadir. Bu baglamda, daha yiiksek biiytime sicakliklar1 ve CO> seviyesi fenolik

bilesiklerin flavonoid igerigini ve konsantrasyonlarini arttirmakta iken, giibreleme (yiiksek
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azot seviyesi gibi) ve topragin nem ihtiyacindaki artis ise fenolik bilesiklerin
konsantrasyonlarini azaltmaktadir (Keindnen ve dig, 1999; Wang ve dig, 2003). Farkli
bolgelerde yetistirilen aliglarin kimyasal bilesimini ali¢ ¢esidi, ¢evre kosullari, genotipi ve
bitki hasadi ve hasat yontemleri, hasat sonrasi islemler ve isleme durumu gibi kosullar
etkilemekte ve buna bagli olarak fenolik bilesik igerikleri de farklilik gostermektedir
(Ozcan ve dig, 2005; Alirezalu ve dig, 2020; Lou ve dig, 2020; Zhang ve dig, 2022).
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Sekil 2.2 : Alig meyvesinde bulunan baglica fenolik bilesiklerin kimyasal yapilari.

Oksidasyon, proteinlerin, vitaminlerin, doymamis esansiyel yag asitlerinin ve
antosiyanin, karotenoid ve miyoglobin gibi pigmentlerin ayrigsmasi yoluyla gidanin besin
degeri, duyusal ozellikleri (renk, aroma gibi), doku 6zellikleri ve raf 6mrii stabilitesi gibi

ozelliklerini etkileyebilmektedir (Lorenzo ve dig, 2018).

Yapilan c¢alismalarda, ali¢ bitkisinin degerli biyoaktif bilesikler bakimindan
potansiyel bir kaynak oldugu ve bu antioksidan 6zellige sahip bilesiklerin (prosiyanidinler,
flavonoidler, flavonoller, fenolik asit ve antosiyanin), oksidasyon reaksiyonlarini katalize
eden metallerle kompleks olusturarak ve enzimlerin aktivitesini engelleyerek etki
gosterdikleri ifade edilmistir (Szajdek ve Borowska, 2008; Gonzalez-Jiménez ve dig,
2018). Ayrica, boylesi bilesiklerin serbest radikalleri siipiirdiigli ve lipid peroksidasyonunu
azalttig1 i¢in giiclii antioksidan aktiviteye sahip olduklari da rapor edilmistir (Zheng ve dig,
2018).
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2.5 Co-enkapsiilasyon

Probiyotiklerin saglik tizerine olast pozitif etkileri, gidalarin islenmesi sirasinda ve
gastrointestinal kosullar gibi tiiketim sonrasi siireglerde canli kalmalar1 ile ilgilidir (Afzaal
ve dig, 2020). Probiyotikler, biyoyararlanimlarin1 olumsuz etkileyen enzimatik
reaksiyonlar (proteazlar), pH degisimleri ve safra tuzlari nedeniyle gastrointestinal
sistemde bazi zorluklarla kars1 karsiya kalmaktadirlar. Probiyotik kaybini 6nlemek icin
fonksiyonel gidalar1 formiile etmeden 6nce tiim bu durumlarin géz éniinde bulundurulmasi
gerekmektedir. Probiyotik bazli fonksiyonel gidalarda bu zorluklar1 engellemek, canlilik
kaybin1 en aza indirmek ve probiyotiklerin stabilitelerini gelistirebilmek igin olasi
¢ozlimlerden biri enkapsiilasyon islemidir. Enkapsiilasyon, probiyotik hiicreleri ortamdaki
zararli faktorlere karsi bozulmadan koruyabilen ve belirli sartlar altinda kontrollii oranlarda
salinabilmesini saglayan, probiyotiklerin kapsiilleyici bir matris veya membran igine dahil
edildigi bir islemdir (Shori, 2017). Enkapsiilasyon, dis etkenlerden probiyotikleri
koruyarak onlarin konak lizerinde yararli etkiler géstermesi i¢in ince bagirsaga ulagsmasini
ve Kkoloni olusturma yetenegini tesvik etmektedir. Dogal biyoaktif bilesiklerle
probiyotiklerin tiiketimi, 6zellikle COVID-19 salgininda kan basincinin ve zihinsel
sagligin  korunmasi, uyku bozukluklarinin ortadan Kkaldirilmast ve bagisikligin

giiclendirilmesinde ilaglara bir alternatif olarak goriilmiistiir (Misra ve dig, 2021).
Probiyotiklerin enkapsiilasyonu ile;
e Cok kiiciik boyutlarda partikiillerin elde edilmesi,

e Probiyotiklerin canliliginin pH, H202, oksijen ve depolama sicakligi gibi zararli

cevresel faktorlere karsi korunmasi,
e Dis cevreden c¢ekirdek materyale gecis oraninin azaltilmasi,
e Sivi gida matrislerinin su igeriginin azaltilmasi,
e istenmeyen bozulma olaylarinin nlenmesi,
e Probiyotik bakterilerin saliminin kontrol edilebilmesi,
e Depolama siiresinin uzatilmast,

e Fonksiyonel gida (drlinlerinde probiyotiklerin stabilitesinin  arttirilmasi,

saglanmaktadir (Li ve dig, 2011; Fritzen-Freire ve dig, 2012; Martin ve dig, 2015).
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Probiyotiklerin enkapsiilasyonu, bakterinin tiirii ve yasam kosullari, tasiyici boyutu,
kaplama malzemesi, tasiyici stabilitesi, kiitle transferi ve bagirsakta salinim mekanizmasi
gibi 6nemli parametreleri gz oniinde bulundurarak bakterileri koruyabiliyorsa beklenen
gereksinimi saglamis basarili bir sistem olarak kabul gérmektedir (Rashidinejad ve dig,
2020). Probiyotiklerin enkapsiilasyon basari oranlarinin diisiik olmasinin en Onemli
nedenlerinden biri enkapsiil ortamindaki canliliklarmin diisiik olmasidir. Enkapsiil
ortamindaki probiyotik canliliginin ve stabilitesinin korunmasi amaciyla probiyotiklerin
prebiyotiklerle birlikte enkapsiilasyonu gergeklestirilmektedir. Co-enkapsiilasyon, bir
kapsiilasyon sisteminde birka¢ c¢ekirdek malzemenin birlikte kapsiillenmesi islemidir
(Chen ve dig, 2013). iki veya daha fazla biyoaktif bilesenin co-enkapsiilasyonunun temel

sematik gosterimi Sekil 2.3’de verilmistir.

Probiyotik
(Lactobacillus acidophilus)
=
Prebiyotik Kaplama malzemeleri
(Alc suyu) (Maltodekstrin ve/veya indlin)

Sekil 2.3 : Probiyotik bakteri ve ali¢ suyu co-enkapstilasyonu.

2.5.1 Gastrointestinal sistemde probiyotiklerin durumu ve co-enkapsiilasyonun 6nemi

Insan gastrointestinal sistemi, agizdan bagirsaga kadar cesitli bakteri tiirlerinin ve
popiilasyonlarinin bulundugu hayli karmasik bir ekosistemdir (Hooper ve dig, 2001). Kalin
bagirsakta yaklagik 500 farkli bakteri tiirii oldugu bilinmekle birlikte hala biiytlik cogunlugu
tanimlanamamustir (Tannock, 2001). Bununla birlikte, yas, beslenme sekli, saglik durumu,
stres diizeyi, hormonlar ve ilaglar gibi farkli faktorlerin bu bagirsak mikroflorasini 6nemli
Olgiide degistirebilecegi de bilinmektedir (Rashidinejad ve dig, 2020). Gastrointestinal
sistemde, konag1 dogrudan veya dolayl olarak farkli hastaliklara ve bozukluklara (iilseratif
kolit, inflamatuar hastaliklar ve kanser gibi) yatkin hale getirebilen zararli bakterilerin yani
sira laktobasiller ve bifidobakteriler gibi sagligi gelistirici bakterilerde bulunmaktadir. Bu
bakteriler, antijenlere, patojen mikroorganizmalara ve farkli kokenlerden gelen zararh
bilesiklere karsi hayati bir bariyer ozelligi gostermektedir (Gill ve Guarner, 2004,
Gaudreau ve dig, 2016).
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Gastrointestinal sistemde probiyotiklerin canliligi, probiyotigin bagirsaga tasinmasini
saglayan fonksiyonel tiriinle iliskili olmakla birlikte {irtiniin pH’1, fermantasyonu sirasinda
asidifikasyonu, hidrojen peroksit iiretimi, gidanin saklama kosullar1 ve ozellikle sicaklik
gibi faktorlerden etkilenmektedir (Favaro-Trindade ve dig, 2011). Bu baglamda
probiyotiklerin kaplama malzemesi ile enkapsiilasyonu, gida sistemindeki ve midedeki
olumsuz kosullara karsi korunmalarimi ve gastrointestinal sistemin sonraki boliimiinde

kontrollii salimlarini ve daha fazla korunmalarini saglamaktadir.

Probiyotikler ve prebiyotiklerin co-enkapsiilasyonu, gastrointestinal sistemdeki hedef
canli mikrobiyal suslarin dayanikliliginin arttirilmasi, bagisiklik uyarici, antimikrobiyal,
antikanser ve anti-alerjik ozellikler gibi saglik avantajlart sunmaktadir (Fazilah ve dig,
2018). Enkapsiile edilmis probiyotik bakteriler gastrointestinal sistemin sert kosullarindan
kaplama malzemeleri sayesinde korunmaktadir. Probiyotikleri iceren enkapsiiller, uygun
sekilde tasarlandiklarinda probiyotik bakterileri hedef varis noktalar1 olan bagirsaga
ulasana kadarki karsilasacagi zor kosullardan koruyabilmektedirler. Genel olarak biyoaktif
bilesiklerin enkapsiilasyon sistemlerinden salimlarinda etkili olan ana mekanizmalar,
¢oziinme, bolme, erozyon, sisme, difiizyon ve ozmozdur (Jafari ve dig, 2017).
Probiyotiklerin iniilin, polidekstroz gibi prebiyotiklerle co-enkapsiilasyonu sonucu
gastrointestinal sistemden gegis sirasinda probiyotik canliliginda kayip olmadigi ve
antioksidanlar ile co-enkapsiilasyonu ile de isleme ve depolama sirasinda bakterilerin
diisiik pH ve oksidatif stres gibi zararli kosullardan korundugu bildirilmistir (Atia ve dig,
2017; Misra ve dig, 2021).

Sekil 2.4’te gosterildigi gibi, probiyotik ve prebiyotiklerin co-enkapsiilasyonu ile
hazirlanmis olan enkapsiillerin meyve suyu ile viicuda aliminda, probiyotiklerin karsilagtig
ilk stres ortam1 midedir ve asidik olusu (yaklasik 1.5 pH) probiyotiklerin canliligin
azaltmakta ve hatta yok etmektedir. Enkapsiilasyon ile midenin zararli kosullarindan
probiyotiklerin korunmasi s6z konusudur. Enkapsiile probiyotikler, nétre yakin pH ile
pankreatin ve safra igeren ince bagirsakta canliliklarini siirdiirebilmektedir. Fakat, bu ortam
da probiyotik bakterilerin salinmasi i¢in ideal bir yer degildir. Gastrointestinal sistemde
son olarak kalin bagirsaga (kolon) ulagsan probiyotikler, bagirsagin bu bdliimiinde daha
fazla ¢ogalmalar1 icin mukusa baglanmakta ve bdylece onlara yardimci olan ideal bir
durumda salinabilmektedirler. Ayrica, enkapsiil iginde yer alan prebiyotiklerin de kalin
bagirsaga salimi ile biiyiimeleri desteklenmektedir (Banerjee ve dig, 2017; Albadran ve

dig, 2018). Bu belirtilen durumlar, probiyotiklerin stabilitesini, canliligini ve buna bagh
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olarak biyoyararlanimini gelistirmek i¢in co-enkapsiilasyonu en popiiler yontemlerden biri
haline getirmektedir.
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Lactobacillus
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Sekil 2.4 : Co-enkapsiile edilmis probiyotik ve prebiyotiklerin gastrointestinal sistemdeki
durumu.

Co-enkapsiilasyonda tercih edilecek yonteme Kkarar verilirken probiyotiklerin
fizyolojik ozelliklerini olumsuz etkilemeden canli bakterilerin en korunakli sekilde
bagirsaga iletilebilmesine dikkat edilmelidir. Probiyotiklerin  enkapsiilasyonunda
cogunlukla tercih edilen yontemlerden bazilar1 piiskirterek kurutma, ekstriizyon,
emiilsifikasyon, akigskan yatak ve kompleks koaservasyondur (Sousa ve dig, 2015; Peredo
ve dig, 2016; Misra ve dig, 2021). Prebiyotikler ile probiyotiklerin piiskiirterek kurutma
yontemi ile co-enkapsiilasyonunun gergeklestirildigi ¢alismalarda probiyotiklerin
stabilitesinin ve canliliginin 6nemli dlgiide iyilestirildigi goriilmistiir (Pinto ve dig, 2019;
Tao ve dig, 2019).

2.5.2 Piiskiirterek kurutma yontemi

Piiskiirterek kurutma, beslemenin sicak bir kurutma ortamina piiskiirtiilmesi sonucu
stv1 halden kuru bir tirline doniistiriilmesidir ve genellikle aktif bilesenleri ve 1siya duyarlt
bilesikleri korumak i¢in kullanilmaktadir (Pifion-Balderrama ve dig, 2020). Cogu zaman
bir dehidrasyon islemi olarak kabul edilen piskiirterek kurutma, ¢oziiciiniin hizli bir

sekilde buharlastirilmasini (¢ogunlukla su) ve ilgilenilen bilesigin yar1 anlik olarak
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tutulmasini ve kabugun hizl bir sekilde olusmasini igermektedir (Rodea-Gonzalez ve dig,
2012). Puskiirterek kurutma, sivi beslemenin 10-150 um boyutundaki ince damlaciklar
halinde atomizasyonunu ve ardindan 150-250 °C sicakliktaki sicak ve kuru havaya
puskiirtilmesiyle gergeklestirilmektedir (Misra ve dig, 2021). Enkapsiilasyonda
puskiirterek kurutma yontemi, diisiik nem igerigine ve homojen boyut dagilimina sahip
partikiil olusumunu saglamasi, yiiksek verimde iiriin elde edilmesi, diger yontemlere gore
nispeten daha ucuz olmasi ve mevcut ekipmanlarla yapilabilir olmas1 sebebiyle ¢ogunlukla

gida endiistrisinde tercih edilmektedir.

Probiyotikler gibi canli mikroorganizmalar 1siya karsi oldukca hassas olmalarina
karsin piskiirterek kurutmada islem siiresinin kisa olmasi sebebiyle tercih edilmektedir.
Probiyotiklerin enkapsiilasyonunda amag, canli hiicreleri zararli ¢evre kosullarina, isleme
operasyonlarma, gida matrisi etkilerine ve gastrointestinal sistemdeki stres kosullarina
kars1 korunmasimi saglamaktir (Burgain ve dig, 2011). Piiskiirterek kurutma sirasindaki
yiiksek sicaklik uygulamalar1 (6zellikle ¢ikis sicakliklari) probiyotik hiicreler igin zararli
olabilmektedir. Yiiksek sicaklik, bakterilerin sitoplazmik membranini, hiicre duvarini,
DNA ve RNA’si1 olumsuz yonde etkileyen stres olusumlarina neden olmakta ve bdylece
metabolik aktiviteleri azaltmaktadir (Tripathi ve Giri, 2014). Ayrica piskiirterek kurutma
islemi sirasinda probiyotiklerin hiicre gecirgenligi artabilmekte ve bu da hiicrenin ig
bilesenlerinin kaybina yol agabilmektedir (De Prisco ve Mauriello, 2016). Bu olumsuz
durumlarin 6niine gegebilmek veya en aza indirmek igin bazi parametrelere dikkat edilmesi

gerekmektedir.

Viskozite, katt madde igerigi, ylizey gerilimi, kaplama ve ¢ekirdek malzemeleri ve
bunlarin konsantrasyonu ve optimum besleme formiilasyonunun segilmesi, maksimum
enkapsiilasyon etkinligi ile yiiksek iiriin veriminin elde edilmesi agisindan 6nemlidir
(Assadpour ve Jafari, 2019). En iyi enkapsiilasyon siirecine karar verirken giris ve ¢ikis
sicakliklar1, kurutucu gaz akis hiz1 ve nem, besleme akis hiz1 ve atomizer basinci ve hizi
gibi piiskiirterek kurutma parametreleri optimize edilmelidir. Ayrica piiskiirterek kurutma
islemi ile probiyotiklerin enkapsiilasyonunda segilen susun tipi, susun stres kosullarini
tolere edebilme yetenegi, piiskiirterek kurutma isleminde sicakliga maruz kalma siiresi,
puskiirterek kurutma igslemi sonrasi su aktivitesi ve saklama kosullar1 da etkili olmaktadir
(Liu, 2012). Bu parametreler dikkate alinarak uygun kaplama malzemesi se¢imi ve
mikroorganizmaya zarar vermeyecek sicaklik degerleri dikkate alinarak enkapsiilasyon

islemi gergeklestirilmelidir.
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Enkapsiilasyonda kullanilan piiskiirterek kurutma isleminin faydalari sunlardir

(Assadpour ve Jafari, 2019):

e Pargacik boyutunun, seklinin ve morfolojisinin kontrol (amorf/kristal form,

gozeneklilik) edilebilir olmasi.

e Sisteme verilen kapsiilasyon ¢ozeltilerini dogrudan enkapsiillere doniistiirebilir

olmasi.
e Kontrollii salim 6zelliklerine sahip enkapsiillerin elde edilmesi.
e Oldukea yapiskan beslemelerde dahi enkapsiilasyonun saglanmasi.
e Piiskiirterek kurutma isleminin basit ve kolay kullanilabilir olmasi.
e Is1ya duyarli maddelerin korunmasinin saglanmasi.
e Enerji agisindan verimli bir islem olmast.
e Yiiksek enkapsiilasyon etkinligi ve raf démrii sunmasi.

e On 1s1tma isleminin yapilabilir olmas1 sayesinde yiiksek viskoziteli beslemelerle

calisma imkan1 sunmasi.
e Hidrofilik ve hidrofobik 6zellik gosteren gida bilesenlerine uygulanabilmesi.

Piskiirterek kurutma isleminde probiyotik sus segilirken ozmotik, oksidatif ve termal
strese kars1 direnglerine gore se¢ilmelidir. Lactobacillus, Lactococcus ve Bifidobacterium
gibi farkli tiirler, yiiksek sicakliklarin uygulanmasi nedeniyle piiskiirterek kurutma
kosullarina daha duyarlidir. Su aktivitesinin azalmasi1 nedeniyle bakteriler ozmotik strese
kars1 direngli hale gelir ve karbonhidratlar, amino asitler veya kuaterner aminler gibi
uyumlu ¢dziinen maddeleri biriktirerek canliliklarin siirdiiriirler (Wood, 2011). Pnématik
cithazlarla donatilmis endiistriyel 6lcekli piiskiirterek kurutucular, tozu hemen sogutarak
canlilign  sirdirmeyi  saglamaktadir.  Piskiirterek  kurutma ile  probiyotiklerin
enkapsiilasyonunda kaplama malzemeleri olarak cesitli biyopolimerler kullanilmaktadir.
En yaygin kullanilan kaplama malzemeleri arasinda aljinat, maltodekstrin, iniilin, zamklar,
nisasta ve Kitosan gibi karbonhidratlar ve siit proteinleri gibi proteinler bulunmaktadir
(Kavitake ve dig, 2018). Bu kaplama malzemeleri yalniz basina kullanilabildikleri gibi
daha iyi korumanin ve daha yiiksek enkapsiilasyon etkinliginin saglanmasi amactyla

birlikte de kullanilabilmektedir.
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2.5.3 Kaplama malzemeleri

Kaplama malzemeleri, ¢ekirdegin etrafini saran ve onun dis kosullara (1s1k, oksijen
ve nem gibi) kars1 korunmasini saglayan bariyer olarak ifade edilmektedir (Pech-Canul ve
dig, 2020). Ayrica duvar, zar, tasiyict malzeme, kabuk, matris veya dis faz olarak da
adlandirilmaktadir. Kaplama malzemesinin ¢ekirdek malzemenin yiizeyindeki yerlesimi,
enkapsiiliin fonksiyonel 6zellikleri i¢in ana belirleyicidir. Ek olarak kaplama malzemeleri,
¢ekirdek malzemeyi igeren bir ve/veya daha fazla kaplama malzemesi kullanilarak

diizenlenebilmektedir.

Ideal bir kaplama malzemesinde bulunmas: gereken &zellikler ise soyledir (Pifion-

Balderrama ve dig, 2020):
e (ekirdek malzeme ile reaksiyona girmemelidir.
e Enkapsiil icindeki ¢ekirdek malzemeyi kapatabilmelidir.

e (ekirdek malzemeyi gevresel Kosullara (oksijen, 1s1, 151k ve nem) karsi1 koruma

yetenegi yiiksek olmalidir.

e Yiiksek konsantrasyonlarda uygun reolojik oOzellikler (diisik viskozite)

gostermelidir.

e Uretilen emiilsiyonu stabilize etmenin yani sira biyoaktif materyali dagitmak veya

emiilsifiye etmek i¢in kimyasal afinite sergilemelidir.
e Kullanimi kolay olmalidir.

Probiyotik bakterilerin zorlu kosullara kars1 daha iyi bir sekilde korunabilmesinde
enkapsiilasyon malzemelerinin tipi, konsantrasyonu ve fizikokimyasal ozellikleri etkili
olmaktadir (Abd ElSalam ve EI-Shibiny, 2015; Rodrigues ve dig, 2020). Kaplama
malzemelerinin kullanimlarinda giivenli olarak siniflandirilabilmesi igin biyo-uyumlu ve
stabil olmasi ve ayrica toksik olmamasi gerekmektedir. Bu malzemeler, gastrointestinal
sistemden ge¢is sirasinda kontrollii salima yardimci olmalidir (Dong ve dig, 20183;
Rodrigues ve dig, 2020). Probiyotiklerin enkapsiilasyonunda ¢ogunlukla polisakkaritler
(aljinat, karragenan, nisasta, kitosan, ksantan ve arap zamklar1 gibi), proteinler (siit
proteinleri, soya proteinleri, zein ve kolajen gibi) ve lipidler (yaglar ve mumlar gibi) dahil
olmak fiizere bir¢ok biyomateryal tercih edilmektedir (Abd ElSalam ve EI-Shibiny, 2015).
Biyomateryaller, yapisal kaplamalari olusturmak i¢in genellikle tek basina veya karisimlar
halinde kullanilmaktadir (Quirés-Sauceda ve dig, 2014).
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Probiyotikler, canli mikroorganizmalar olduklar1 i¢in su veya gazlarin (O2/CO2)
varhigma duyarhidir. Kaplama malzemelerinin birlestirilmesiyle kaplamanin fiziksel
Ozelliklerinin iyilestirilebildigi ve degistirilebildigi bilinmektedir. Kaplama malzemesi,
nem, gaz degisimi, ¢0zlinen migrasyonu, oksidatif reaksiyon oranlar1 vb. iceren mide
ortamina karsi stres tepki mekanizmalarmin kontrolii yoluyla mikroorganizmaya koruma
saglamaktadir. Ayrica UV 15181 ve 1s1 gibi olumsuz dis kosullardan da korumaktadir (Pech-
Canul ve dig, 2020). Enkapsiillerin maruz kaldig1 fiziksel ve/veya kimyasal islemler ile
birlikte kaplama ve/veya ¢ekirdek malzemesinin bilesimindeki kiiglik degisiklikler de elde
edilen enkapsiillerin nihai 6zelliklerinde biiylik farklar yaratmaktadir (Janjarasskul ve
Krochta, 2010).

Polisakkaritler, hidroksil gruplarina sahip monosakkarit bloklarindan olusan ve
molekiil i¢i ve molekiiller arasi hidrojen baglari yoluyla su veya diger molekiillerle
etkilesime girebilen biyopolimerlerdir. Kaplama malzemelerinin tipi ve orani, enkapsiil
boyutu, enkapsiilasyon etkinligi, enkapsiillerin morfolojisi, nem igerigi, su aktivitesi ve
¢oziiniirliik gibi 6zelliklerle ilgilidir (Xiao ve dig, 2022). Farkli kaplama malzemelerinden
olusan karisgimlarin piiskiirterek kurutma yonteminde uygulanmasinin kurutma islemine
faydali oldugu veya elde edilen kapsiillerin fiziksel 6zelliklerini iyilestirdigi ve insan
saglig1 i¢in de ek faydalar sagladigi rapor edilmistir (Nilsang, 2021). Maltodekstrin ve
iniilin bu amagla birlikte kullanilmaktadir. Maltodekstrin ve iniilinin seker agisindan

zengin sistemlerin kurutulmasinda tasiyici ajanlar olarak kullanilmasi olanaklidir (Araujo-

Diaz ve dig, 2017).

2.5.3.1 Maltodekstrin

Maltodekstrin, nigsastanin asit ve/veya kontrollii enzimatik hidrolizi ile elde edilen, a-
(1,4) ve 0-(1,6) glikozidik baglariyla birlestirilen D-glukoz polimerleridir (Garnero ve dig,
2013; Du ve dig, 2021). Bu polimerdeki glukoz ve maltoz igerikleri sirasiyla % 2-3 ve %
5-7 oranindadir. Maltodekstrin, notr tada yakin hafif tatlilikta bir polisakkarit olmakla
birlikte suda kolayca ¢oziiniirken alkolde az veya hemen hemen hi¢ ¢oziinmeyen bir

ozellik gostermektedir (Lalasa ve dig, 2013).

Dekstroz esdegeri ve polimerizasyon derecesi, maltodekstrinler arasinda degisen ve
onlarin 6zelliklerini tanimlayan iki parametreyi olusturmaktadir. Dekstroz esdegeri, 3 ila
20 araliginda olmakla birlikte karbonhidrat zincirinin uzunlugunu ve yiiksek ve diisiik

molekiiler maddelerin kompleks bir karisimi oldugunu ifade etmektedir (Lalasa ve dig,
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2013; Saavedra-Leos ve dig, 2015). Yiiksek dekstroz esdegerine sahip maltodekstrin ile
elde edilen enkapsiillerde vakuollerin ¢ap ve sayisinin daha kiigiik oldugu ve daha
piiriizsiiz yiizeye sahip olan enkapsiillerin elde edildigi bildirilmektedir (Xiao ve dig,
2022). Boylece enkapsiillerin ¢ekirdek malzemeler Ttizerindeki koruyucu etkisi
iyilestirilebilmekte, ¢ekirdek malzemenin stabilitesi gelistirilebilmekte ve enkapsiilasyon

etkinligi arttirilabilmektedir.

Dekstroz esdegeri arttiginda maltodekstrinin camsi gegis sicakligi (Tg) diismektedir
(Zhang ve dig, 2018). Bhandari ve Howes (1999), maltodekstrinde dekstroz esdegerinin
36’dan 5’¢ diismesi ile birlikte Tg’ninde 100 °C’den 188 °C’ye arttigin1 bildirmistirler.
Sicaklik Tg’ye ulastiginda c¢ekirdek malzemenin oksidasyon hizi  maksimuma
ulagmaktadir. Piiskiirterek kurutma islemi ile enkapsiil eldesinde diisiik dekstroz esdegerine
sahip maltodekstrin kullaniminda hidrofilik bilesiklerin daha iyi sekilde tutuldugu
belirtilmistir (Soottitantawat ve dig, 2015). Ayrica yiiksek dekstroz esdegerine sahip
maltodekstrin ile hazirlanan enkapsiillerin ise aglomerasyona daha yatkin oldugu
bilinmektedir (Cozzolino ve dig, 2021). Fakat, teknik uygulamalarda maltodekstrinin yap1
icerisindeki performansinin degerlendirilmesi igin dekstroz esdegerinin hatali bir parametre
oldugunun teyit edildiginin bildirildigine dikkat etmek gerekir (Saavedra-Leos ve dig,
2015). Maltodekstrinin kimyasal bilesimini hidroliz sirasinda uygulanan tiir ve kosullar
etkilemekte ve benzer dekstroz esdegerine sahip maltodekstrinlerin zit fiziksel 6zellikler
sergileyebildikleri ifade edilmektedir (Chronakis, 1998). Bu nedenlerden 6tiirii
polimerizasyon derecesi, maltodekstrin performansinin anlasilmasi ig¢in daha dogru bir

parametre olabilmektedir.

Maltodekstrin eklenmesi biitiin sistemin camsi gecis sicakligini (Tg) arttirmakta ve
boylece keklesmeyi ve yapismayr azaltmaktadir. Ayrica maltodekstrin kullanimi ile
piskiirterek kurutma sirasinda duvar birikimi azaltilmakta ve verim arttirilmakta olup
cekirdek malzemenin yiiksek sicaklikta kurutulmasi sirasinda oksitlenmesi veya yok
edilmesi de onlenmektir (Fitzpatrick ve dig, 2017; Zhang ve dig, 2018). Maltodekstrinin
enkapsiilasyon isleminde kaplama malzemesi olarak kullanilma nedenleri Sekil 2.5°te
verilmistir (Pech-Canul ve dig, 2020, Xiao ve dig, 2022). Maltodekstrin, yiiksek
konsantrasyonlarda diisiik viskozitesi nedeniyle enkapsiilasyonda yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Ayrica, maltodekstrinin suda gostermis oldugu yiiksek ¢oziiniirliik de sivi
beslemenin atomizasyonuna ve kurumasina elverigli olan damlaciklarin goriinir

viskozitesinin 6nemli dl¢iide azaltilmasina yardimei olmaktadir (Vladi¢ ve dig, 2016).
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olmasi yetenegi

Sekil 2.5 : Enkapsiilasyon isleminde maltodekstrinin kullanim nedenleri.

Yapilan ¢aligmalarda, daha yiiksek kaplama malzemesi konsantrasyonunun, kurutma
sirasinda partikiil yiizeylerinde film olusumu igin gereken siireyi azalttigi ve bunun da
tyilestirilmis enkapsiil geri kazanimi ve enkapsiilasyon etkinligi ile sonuglandigi rapor
edilmistir (Alvarenga Botrel ve dig, 2012; Burhan ve dig, 2019). Yiiksek kati icerigi
emiilsiyon viskozitesinin artmasina, kuruma i¢in gereken siirenin uzamasina ve enkapsiil
veriminin azalmasina neden olmaktadir. Maltodekstrinin daha yiiksek konsantrasyonlarda
hazirlanmasi, puskiirterek kurutma sirasinda uygulama siiresinin kisalmasini ve g¢ekirdek
malzemenin 1s1 kaybinin 6énlenmesini miimkiin kilmaktadir (Xiao ve dig, 2022). Kaplama
malzemesi konsantrasyonu igin en yiiksek verim genellikle % 25 ile % 30’luk bir kaplama
malzemesi konsantrasyonunda elde edilmektedir. Konsantrasyonun bu degerlerin iizerine
¢ikmasi viskozitenin daha da artmasina neden olmakta ve piiskiirterek kurutma sirasinda
partikiil olusumunu geciktirmekte ve bdylece enkapsiilasyon etkinliginin azalmasina yol
acmaktadir. Enkapsiilasyonda en 6nemli Ozelliklerin basinda enkapsiilasyon etkinligi
gelmektedir. Enkapsiilasyon etkinligi tiizerinde etkili olan baz1 faktorler, kaplama
malzemelerinin tipi, bilesimi ve oranidir (Mehran ve dig, 2020). Diisiik viskozitesi ve zayif
emiilsiyon olusturma yetenegi sebebiyle maltodekstrin farkli kaplama malzemeleri ile
kombinasyon haline getirilerek de kullanilmaktadir (Fazaeli ve dig, 2012). Maltodekstrin
cekirdek malzeme lzerindeki koruyucu Ozelliklerinin  gelistirilebilmesi  igin
polisakkaritlerle (akasya zamki ve iniilin gibi) ve proteinlerle (zein, kazein ve whey

proteinleri gibi) birlestirilebilmektedir.
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2.5.3.2 iniilin

Iniilin, kuskonmaz, sarimsak, hindiba, pirasa, sogan ve enginar gibi yenilebilir bitki
kaynaklarindan elde edilen linecer bir polisakkarittir ve B-glikozidik baglarla baglanan
fruktoz monomerik birimlerinden meydana gelmektedir. Iniilin, tek basma veya diger
biyopolimerlerle birlikte kaplama malzemesi olarak kullanilabilmektedir (Mitmesser ve
Combs, 2017; Rodrigues ve dig, 2020). Iniilin, fonksiyonel dzellikleri, diisiik fiyat: ve ayn1
zamanda insan sagligina sagladigi faydalar nedeniyle kaplama malzemesi olarak tercih
gormektedir. Iniilin iist gastrointestinal sistemde sindirilmez, ¢iinkii insanlarda iniilinde
bulunan B (2—1) tipi baglar1 kirabilen enzim yoktur (Silva ve Meireles, 2015).
Bifidobacterium ve Lactobacilli tiirleri, iniilinin hidrolize edilmesini saglayan enzimi
tiretmektedirler (Mitmesser ve Combs, 2017; Xavier dos Santos ve dig, 2019). Bu
baglamda iniilin kalin bagirsakta prebiyotik 6zellik gostermekte, probiyotik bakterilerin

korunmasi ve canliliklarinin iyilestirilmesine yardimci olmaktadir.

Iniilin, kalin bagirsak mikroflorasi tarafindan kisa zincirli yag asitleri, laktik asit ve
gaza fermente edilmektedir (Fernandes ve dig, 2014). Iniilin tiikketimi ile diyet lif icerigi
yiiksek besin alimi saglanmakta ve kalsiyum biyoyararlanimimin iyilestirmesinde,
antikanser ve immiinomodiilator 6zellikler gostermesinde etkili olmaktadir (Castel ve dig,
2018). Diisiik hidroliz kapasitesi, pH degisimlerine dayanikli enkapsiillerin hazirlanmasini
olanakli kilmaktadir (Dima ve dig, 2016). iniilin yalnizca probiyotiklerde bulunan enzimler
sayesinde hidrolize edilebildigi igin gastrointestinal sistem boyunca bozulmaya duyarli
biyoaktif bilesiklerin korunmasinda uygun kaplama malzemesi 6zelligi gostermektedir
(Beirao-da-Costa ve dig, 2013).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Bitki ve probiyotik bakteri

Bu c¢alismada kullanilan kiltiire alinmamis ali¢ (C. orientalis subsp. orientalis)
meyvesi Nigde ilinin Ulukisla Ilgesine baglh Elmali kyii (37° 34' 21.5" N ve 34° 47' 27.5"
E) dogal bitki florasindan 2019 yilmin Kasim ayinda temin edilerek laboratuvara
getirilmistir. C. orientalis subsp. orientalis meyvesinin taksonomik olarak tanimlamasi
Prof. Dr. Ali Aslan DONMEZ (Kidemli Taksonomist, Hacettepe Universitesi Fen Edebiyat
Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Ankara, Tiirkiye) tarafindan gergeklestirilmistir. Ali¢ meyvesi
kullanilana kadar —18°C’de muhafaza edilmistir. Tez c¢alismasi kapsaminda kullanilmis

olan alig meyvesi Sekil 3.1’de gosterilmistir.

Sekil 3.1 : Ali¢ (C. orientalis subsp. orientalis) meyvesi.

Probiyotik bakteri kiiltiirii olarak kullanilan liyofilize L. acidophilus, Maysa Gida

Sanayi ve Ticaret A.S. (Istanbul) firmasindan temin edilmistir.

3.1.2 Besiyeri ve diliisyon sivilari

L. acidophilus susunun aktiflestirilmesi amaciyla bitkisel ortam olarak steril soya
siitii (Alpro, Danone Tikvesli Gida ve Icecek San. ve Tic. A.S.) tercih edilmis olup bu steril
soya siitli piyasadan satin alinarak analizler gerceklestirilmistir. Mikrobiyolojik sayimlarin
yapilmasi amaciyla De Man Rogosa Sharpe (MRS) Agar (Merck, Darmstadt, Almanya)
kullanilmistir. Mikrobiyolojik ekimler igin dilisyonlarin hazirlanmasinda % 0.1 (w/v)

pepton iceren serum fizyolojik (% 0.85 (w/v) NaCl)(PSF ¢ozeltisi) kullanilmistir.

3.1.3 Diger kimyasallar ve cozeltiler

Calismada enkapsiil tiretimi i¢in kaplama materyali olarak maltodekstrin (DE:20,
Sigma, USA) ve iniilin (Sigma, USA) kullanilmistir.
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Calisma kapsaminda kullanilan diger kimyasallar; kalsiyum kloriir dihidrat (CaCl> -
2H20), potasyum Kkloriir (KCI), sodyum kloriir (NaCl), potasyum fosfat mono bazik
(KH2PO4), musin, pepsin, pankreatin, sodyum karbonat (Na.COs3), fosfat tampon tuzu
(Phosphate buffered saline, PBS), sodyum hidroksit (NaOH), hidroklorik asit (HCI),
fenolftalein, asetonitril, aseton, hegzan, etanol, metanol, biitillendirilmis hidroksi toliien
(BHT), potasyum peroksisiilfat (K20sS2), gallik asit, Folin—Ciocalteu reaktifi, sodyum
karbonat (Na,COs), sodyum bikarbonat (NaHCOs3), 2, 2-Diphenyl-1-pikryl-hydrozyl
(DPPH), 2, 2-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt (ABTS)
ve (£)-6-Hydroxy-2, 5, 7, 8-tetramethylchromane-2-carboxylic acid (Troloks), Sigma-
Aldrich (St. Louis, USA) firmasindan temin edilmistir.

3.1.4 Kullanmilan alet, donanmim ve cihazlar

Coklu 1siticili manyetik karistirict (DAIHAN SMSH-6 Scientific Co., Kore),
homojenizator (WiseTis HG-15A; Daihan Scientific, Kore), Shimadzu RP-HPLC sistemi
(Shimadzu Corp.,, Model LC 20AD prominence, Kyoto, Japonya), UV-Vis
spektrofotometre (Shimadzu model UV-1700, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japonya),
vorteks karistirict, sogutuculu santrifiij cihazi (SL16R Centrifuge Series, Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, USA), pH metre (Orion Star A111, Thermo Scientific, USA),
dijital refraktometre (PTR 300 model, Index Instruments., Cambridgeshire, UK),
kromametre (Konica Minolta, model CR-5, Osaka, Japonya), su aktivitesi tayin cihazi
(Labswift-aw, Novasina, Isvigre), BUCHI Mini Spray Dryer B-290 (Buchi Labortechnik
AG, Flawil, Isvigre) piiskiirterek kurutucu, otomatik pipet seti, etiiv, inkiibator ve tart: bu

tez kapsaminda laboratuvarda kullanilan cihaz ve ekipmanlardir.

3.2 Yontem
3.2.1 Ali¢ meyvesinde yapilan analizler

3.2.1.1 Pomolojik ozellikler

Aligc meyvesinin biiyiikliik ve agirlik Olgiimlerini igceren pomolojik o6zellikleri
sirasiyla dijital mikrometre ve analitik terazi kullanilarak belirlenmistir.
3.2.1.2 Fizikokimyasal analizler

Dondurulmus ali¢ (C. orientalis subsp. orientalis) meyvesi ¢oziindiiriildiikten sonra

etli meyve kism1 homojenize edilerek piire haline getirilmistir. Elde edilen piire dogrudan
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su aktivitesi, toplam kuru madde, kiil ve renk analizlerinde kullanilmistir. Homojen
piireden 25 g alinarak balon jojeye tartilmis ve sonra hacim saf su ile 250 mL’ye
tamamlanmistir. Oda sicakliginda 30 dk manyetik karistiricida karistirildiktan sonra filtre
edilmistir. Bu filtrat ise toplam asitlik, pH ve suda ¢6ziiniir kuru madde (Briks, °BX)

analizlerinde kullanilmistir.

3.2.1.2.1 Toplam asitlik

Elde edilen filtrattan balon jojeye 25 mL alinmis olup hacim 50 mL olacak sekilde
saf su ile tamamlanmistir. Daha sonra 2-3 damla % 1°lik fenolftalein ¢6zeltisi (% 95°lik
etanol ile hazirlanmis olan) ilave edilmis olup 0.1 N NaOH (F:0.9569) ile titre edilmis ve
sonug¢ g malik asit/100 g yas agirlik (YA) olarak ifade edilmistir (AOAC, 2005).

3.2.1.2.2 pH

pH, AOAC (2005) tarafindan ifade edilen standart yontem kullanilarak belirlenmistir
(AOAC, 2005). Bir beher igerisine elde edilen filtrattan 50 mL alindiktan sonra pH
metrenin elektrodu ornegin igerisine daldirilmistir. Gosterge degeri sabitlenene kadar

beklendikten sonra pH belirlemesi yapilmustir.

3.2.1.2.3 Suda ¢oziinen kuru madde miktari

Analiz sirasinda dijital refraktometre kullanilmis olup kalibrasyonu saf su ile
saglanmig ve ol¢iimler 20 °C’de yapilmistir. Dijital refraktometrenin haznesine hazirlanmis
olan filtrattan alinmis ve cihazin o6rnek kuyusuna damlatilmak suretiyle islem

gerceklestirilmis olup sonug °Bx olarak ifade edilmistir.
3.2.1.2.4 Maturasyon indeksi
Maturasyon indeksi, Valero ve dig. (2006) tarafindan ifade edilen °Bx degerinin
toplam asitlige orani ile hesaplanmustir (Valero ve dig, 2006).
3.2.1.2.5 Renk

Hunter (1958)’1n belirttigi yonteme gore, renk indisleri (L*, a*, b*), Chroma ve Hue
acist (h°) olarak ifade edilen yiizey rengi, D-65 aydinlaticili 3 mm petri kab1 ve 10° agiya
ayarlanmig goézlemcili bir kromametre (Konica Minolta, model CR-5, Osaka, Japonya)
kullanilarak ol¢iilmiistiir (Hunter, 1958). L* degeri siyah (0) ile beyaz (100) arasinda

degisen numune parlakligini, a* degeri kirmizi ile yesil arasinda degisen rengi ve b* degeri
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ise saridan maviye degisen rengi temsil etmektedir. Tiim 6lgtimler, homojen meyve piiresi
dolu petri kabinin merkezinde ve ¢evresinde en az ii¢ noktanin ortalamasi olarak alinmistir.

Edinilen degerlerin ortalamalar1 alinarak sonuglar verilmistir.

3.2.1.2.6 Su aktivitesi

Piire haline getirilmis meyveler su aktivitesi 6lgiim kaplarina yerlestirildikten sonra
su aktivitesi olgiim cihazi (Labswift-aw, Novasina, Isvigre) kullanilarak islem

gergeklestirilmistir.

3.2.1.2.7 Toplam kuru madde icerigi

Homojen haldeki alig meyvelerinin toplam kuru madde igeriginin belirlenmesinde
ornekler sabit agirliga gelinceye kadar vakumlu firin (70 °C, 0.07-0.08 MPa) kullanilmis
olup, sonug gravimetrik hesaplama ile % olarak verilmistir (Ismail ve Gokge-Kocabay,
2022).

3.2.1.2.8 Kiil igerigi

Kiil igeriginin belirlenmesi i¢in porselen krozelerin etiivde sabit tartima gelene kadar
kurutulmasi saglanmistir. Ardindan krozeler desikatérde sogutulmus ve darasi alinmstir.
Daras1 alinmig krozelere 3 g homojen ali¢ piiresi alinmig ve daha sonra o6rnekler 550
°C’deki kiil firinda 6-8 saat siire ile agik gri-beyaz arasi renk alana kadar yakilmistir. Bu
sicaklikta organik maddelerin tamaminin yanmast saglanmistir. Sonug¢ gravimetrik

hesaplama ile % olarak verilmistir

3.2.1.3 Fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu

Analizden o6nce -18 ©°C’de muhafaza edilmis olan meyve ¢oziindirilmis,
gekirdekleri ¢ikarilmis ve etli kismi homojen bir piire haline getirilmistir. Ekstraksiyon
islemi, Karabulut ve dig. (2018) tarafindan belirtilen yontem modifiye edilerek
uygulanmustir. Ekstraksiyon islemi Sekil 3.2°de gosterilen akis diyagramina gore
gerceklestirilmistir. Kisaca, 50 mL hacimli polipropilen santrifijj tiipiine 10 g meyve piiresi
tartildiktan sonra 35 mL ekstraksiyon ¢ozeltisi (hidroklorik asit/metanol/su, 1:80:19, v/v/v)
ilave edilmis ve homojenizator ile 2700 rpm’de 5 dakika siire ile homojenize edilmistir.
Homojenizasyon sonrasi ornek ultrasonik su banyosunda 20 °C’nin altinda 20 dk
bekletilmistir. Ardindan bu karisim 6 dk i¢in 4 °C’ de 5500 rpm’de santrifiij edilmis ve

olusan siipernatant kistm 100 mL hacimli balon joje igine almmustir. Ust iiste
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gerceklestirilen 4 ekstraksiyon islemi sonrasi biitiin ekstraktlar bir balon jojede

toplanmastir.

1. iglem
10 g homojen pire 35 mL
ekstraksiyon g¢ozeltisi ile
5 dk homojenize edilmis
ve ultrasonik su
banyosunda 20 dk sonike
edilmistir.

Dondurulmus ali¢ meyvesi oda
sicakhiginda ¢ozindirilmis ve
homojen pire haline getirilmistir.
Ardindan fenolik bilesikler
ekstrakte edilmistir.

3. islem
Art arda dort ekstraksiyon iglemi
gerceklestirilmistir.

- - ] -
I I"‘ s A2

1. Ekstraksiyon 2. Ekstraksiyon -

Bum L=z - -
AL TA2 7Ty T

3. Ekstraksiyon 4. Ekstraksiyon

v 2. iglem
Bu karigim
6 dk igin
\ 4°C’ de
' | 5500 rpm’de
| santrifij
| edilmistir.

\
\
\

\

7l 4.islem
Siipernatantlar balon
jojede toplanmistir.

Sekil 3.2 : Fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu.

Balon jojenin hacmi ekstraksiyon ¢ozeltisi ile 100 mL’ye tamamlanmistir. Elde
edilen bu ekstrakt 0.45 pum naylon filtre (Lubitech, Songjiang, Cin)’den gegirilmistir.
Hazirlanan ekstrakt, toplam fenolik igerik, antioksidan aktivite analizleri (DPPH, ABTS ve

FRAP) ve HPLC sisteminde fenolik bilesiklerin belirlenmesinde kullanilmustir.

3.2.1.4 Toplam fenolik icerigin belirlenmesi

Kraujalyté ve dig. (2013) tarafindan olusturulan yontem modifiye edilerek toplam
fenolik igerik belirlenmistir. Buna gore, hacmi 100 mL olan meyve ekstraktindan deney
tiptine 100 pL alinmis, tizerine 400 uL saf su ve 1 mL 0.2 N Folin—Ciocalteu reaktifi ilave
edilmis ve 4 dk inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda tipe 1 mL % 7’lik Na;COs
eklenmistir. Hazirlanan karigim oda sicakliginda, karanlik bir ortamda 90 dk inkiibasyona
birakilmistir. Absorbans okumast UV-Vis spektrofotometre kullanilarak 725 nm dalga
boyunda gergeklestirilmistir.
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Gallik asit standardinin bilinen konsantrasyonlari saf su kullanilarak deney tiiplerinde
hazirlanmistir. Bu hazirlanan konsantrasyonlardan 100’er uL olacak sekilde farkli deney
tiiplerine alinarak tizerlerine sirasiyla 400 pL saf su, 1 mL 0.2 N Folin—Ciocalteu reaktifi
ve 1 mL % 7°1lik Na2COs ¢ozeltisi eklenmistir. Hazirlanan deney tiipleri oda sicakliginda,
karanlikta 90 dk inkiibasyona birakildiktan sonra absorbans okumasi Ornekler
seyreltildikten sonra spektrofotometre ile 725 nm’de gergeklestirilmistir. Sekil 3.3’de
gosterilmis olan gallik asit ile hazirlanan kalibrasyon egrisi ile diliisyon faktorii dikkate
alinarak hesaplamalar yapilmis ve sonu¢ gram kuru agirlik (KA) basina mg gallik asit
esdegeri (GAE) olarak ifade edilmistir.

0,500 1
0,400
o
0,300 o

0,200 - A7 y=0,1058x 40,0213

>

0,100 {1 .4 R2=10,9991
L
0,000

Absorbans

0 1 2 3 4 5
Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 3.3 : Gallik asit esdegerine ait kalibrasyon grafigi.

3.2.1.5 Antioksidan aktivitenin belirlenmesi

Alig (C. orientalis subsp. orientalis) meyvesinden elde edilen ekstraktlarin

antioksidan aktivitesinin belirlenmesinde {i¢ farkli yontem kullanilmustir.

3.2.1.5.1 DPPH

Brand-Williams ve dig. (2005) belirttigi yontemde bazi degisiklikler yapilarak

meyve ekstraktlarinin DPPH radikal siiplirme aktivitesi belirlenmistir.

DPPH c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 100 mL hacimli cam siseye bir miktar (5-10 mg)
DPPH tartilmis ve tizerine 100 mL % 70’lik metanol ilave edilip manyetik karigtiricida 400
rpm’de 30 dk kanstirilmistir.  Kullanilmadan 6nce  DPPH’nin  absorbansi
spektrofotometrede 517 nm dalga boyunda 0.700-0.750 degerleri arasinda olacak sekilde

% 70’lik metanol kullanilarak ayarlanmistir.

Troloks standardinin bilinen konsantrasyonlart % 70’lik metanol kullanilarak deney
tiiplerine hazirlanmistir. Bu hazirlanan konsantrasyonlardan 0.1 mL farkli deney tiiplerine

alinarak {izerlerine hazirlanmis olan DPPH ¢o6zeltisinden 1.9 mL eklenmistir. Hazirlanan
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deney tiipleri oda sicakliginda, karanlikta 60 dk inkiibasyona birakildiktan sonra absorbans
okumas1 spektrofotometre ile 517 nm dalga boyunda gergeklestirilmis ve sonuglar ile

kalibrasyon egrisi elde edilmistir (Sekil 3.4).

0707 o y = -0,0826x +0,7026

0,600 1 0y R2=0.9982
0,500 1

0,400 g

0304 T °
0,200
0,100
0,000

Absorbans

0 1 2 3 4 5 6
Konsantrasyon (jig/mL)

Sekil 3.4 : DPPH yontemi igin troloks esdegerine ait kalibrasyon grafigi.

Hazirlanan 100 mL hacmindeki meyve ekstraktindan deney tiipiine 0.1 mL alinmig
ve lizerine hazirlanmis olan DPPH ¢dzeltisinden 1.9 mL ilave edilmis ve vorteks ile iyice
karistirilmistir. Deney tiipleri oda sicakliginda, karanlikta 60 dk inkiibasyona birakildiktan
sonra absorbans okumasi spektrofotometrede 517 nm dalga boyunda gergeklestirilmistir.
Troloks ile hazirlanan kalibrasyon egrisi ile diliisyon faktorii dikkate alinarak hesaplamalar

yapilmis ve sonug kilogram KA basina mmol troloks esdegeri (TE) olarak ifade edilmistir.

3.215.2 ABTS

Re ve dig. (1999) belirttigi yontemde baz1 degisiklikler yapilarak meyve ekstraktinin
ABTS ile antioksidan aktivitesi tespit edilmistir.

ABTS c¢ozeltisinin hazirlanmasi: ABTS stok ¢ozeltisi (7.0 mM) ile 2.45 mM (son
konsantrasyon) potasyum per siilfat (K2OgS) ¢6zeltisinin karanlik ortamda 16 saat siiren
reaksiyonu sonucu ABTS radikal katyon (ABTS") ¢ozeltisi elde edilmistir (Re ve dig,
1999). Siire sonunda elde edilen ABTS" ¢ozeltisi etanol kullanilarak seyreltilmigtir. ABTS*
cozeltisinin kullanilmadan 6nce spektrofotometrede absorbansi 734 nm dalga boyunda

0.700 +£0.020 olacak sekilde etanol ile ayarlanmustir.

Troloks standardinin bilinen konsantrasyonlari etanol kullanilarak deney tiiplerine
hazirlanmistir. Bu hazirlanan konsantrasyonlardan farkli deney tiiplerine 0.2 mL alinmis ve
lizerlerine hazirlanmis olan ABTS" ¢ozeltisinden 3.8 mL ilave edilmistir. Hazirlanan deney

tiipleri oda sicakliginda, karanlikta 60 dk inkiibasyona birakildiktan sonra absorbans
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okumas1 spektrofotometre ile 734 nm dalga boyunda yapilmistir. Elde edilen sonuglar ile

kalibrasyon egrisi Olusturulmustur (Sekil 3.5).

0,700 1 A y=-0,1062x +0.6992

0600 { . )
0,500 4 r, =099

0,400 .

0,300 A T
0,200 1 "
0,100 1
0,000

Absorbans

0 1 2 3 4 5 6
Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 3.5 : ABTS yontemi igin troloks esdegerine ait kalibrasyon grafigi.

Hazirlanan 100 mL hacmindeki meyve ekstraktindan deney tiiplerine 0.2 mL alinmis
lizerine hazirlanmis olan ABTS™ ¢ozeltisinden 3.8 mL ilave edilmistir. Hazirlanan deney
tipleri oda sicakliginda, karanlikta 60 dk inkiibasyona birakildiktan sonra absorbans
okumasi spektrofotometrede 734 nm dalga boyunda gergeklestirilmistir. Kalibrasyon egrisi
sonucu edinilen denklemde diliisyon faktorii dikkate alinarak 6rnek absorbanslar

hesaplanmis ve sonu¢ mmol TE/kg KA olarak ifade edilmistir.

3.2.1.5.3 FRAP (Ferric reducing power)

Demir indirgeme giici (FRAP) belirlenirken Viuda-Martos ve dig. (2010) tarafindan
belirtilen potasyum ferrisiyaniir-demir kloriir (FeCls) yontemi kullanilmistir. Deney tiipiine
1 mL alig¢ meyve ekstrakti, 2.5 mL fosfat tamponu (0.2 M, pH 7.00) ve 2.5 mL potasyum
ferrisiyaniir (% 1) ilave edilmistir. Karisimlar 50 °C’de 20 dk inkiibe edilmis ve sonrasinda

deney tiipiine 2.5 mL trikloroasetik asit (% 10) ilave edilmis ve vorteks ile karistirtlmistir.

Karisimdan 2.5 mL farkli bir deney tiipiine alinmis ve lizerine 2.5 mL saf su ve 0.5
mL % 1 FeClz eklenmistir. Cozelti 30 dk inkiibasyona birakilmis ve UV-Vis

spektrofotometrede 700 nm’deki absorbans 6l¢iimii gergeklestirilmistir.

FRAP tiirevlendirmesi i¢in troloks kullanilmis ve Sekil 3.6°da verilmis olan
kalibrasyon egrisi elde edilmistir. Ornegin demir indirgeme giicii, diliisyon faktorii dikkate

alinarak hesaplanmis ve sonug¢ mmol TE/100 g KA cinsinden ifade edilmistir.
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Sekil 3.6 : FRAP yontemi i¢in troloks esdegerine ait kalibrasyon grafigi.
3.2.1.6 HPLC analizleri

Alic meyvesinin B-karoten, A vitamini, organik asit, seker ve fenolik bilesik
igerikleri HPLC sistemi (Shimadzu Corp., Model LC 20AD prominence, Kyoto, Japonya)

kullanilarak tespit edilmistir.

3.2.1.6.1 B-karoten ve A vitamini iceriginin belirlenmesi

Sadler ve dig. (1990)’nin rapor ettigi yontem modifiye edilerek analiz
gerceklestirilmistir. Dondurulmus alig meyvesi ¢oziindiiriildiikten sonra ¢ekirdeksiz etli
kisim piire haline getirilmis ve 50 mL hacimli polipropilen santrifiij tiipiine bu piireden 5 g
tartilmistir. Ekstraksiyon ¢ozeltisi olarak 0.1 g BHT igeren hekzan:aseton:etanol (50:25:25,
v/v/v) ¢ozeltisi kullanilmistir. Piirenin bulundugu santrifiij tiipiine 20 mL ekstraksiyon
¢ozeltisi eklenmis ve homojenizator ile 2700 rpm’de 5 dk siire ile homojenize edilmistir.
Daha sonra bu karisim 5 dk igin 4 °C’de 5580 x g’de santrifiij edildikten sonra siipernatant
kissm 25 mL hacimli balon jojeye alinmistir. Ekstraksiyon islemi 4 tekrarla
gerceklestirilmistir. Balon joje hekzan ile 25 mL’ye tamamlanmustir. Elde edilen ekstrakt
0.45 um’lik politetrafloroetilen (PTFE) filtre (Lubitech, Songjiang, Cin) ile filtre edildikten
sonra amber renkli cam viale alinmistir. Vialde bulunan ekstraktin igindeki hekzan, azot
gaz1 altinda uzaklastirilmistir. Vialdeki kalintilar 1 mL % 0.1 BHT igeren tetrahidrofuran:
metanol (1:9, v/v) ¢ozeltisi ilave edilerek ¢oziilmiis ve vialdeki karisim 0.45 pm’lik PTFE
filtreden gegirildikten sonra amber renkli cam viale alinmistir. Bu hazirlanmis olan ekstrakt
vialleri, HPLC cihazinda B-karoten ve A vitamini analizi ger¢eklestirilene kadar —18 °C’de

muhafaza edilmistir.

B-karoten standartlartmin hazirlanmasi: Ana stok (1 mg/mL), B-karoten standardina
tetrahidrofuran:metanol (1:9, v/v) ¢ozeltisi ilave edilerek hazirlanmistir. Bu ana stoktan

seyreltmeler  gergeklestirilerek  farkli  konsantrasyonlarda  B-karoten standartlar:
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olusturulmustur. Elde edilen standartlar 0.45 um’lik PTFE filtreden gegirildikten sonra
amber renkli cam viale alinmig olup analiz gergeklestirilene dek —18 °C’de muhafaza

edilmistir.

A vitamini standartlarinin hazirlanmast: Ana stok (1 mg/mL), A vitamini standardina
metanol ilave edilerek hazirlanmigtir. Bu ana stoktan seyreltmeler gerceklestirildikten
sonra farkli konsantrasyonlarda A vitamini standartlar1 hazirlanmistir. Elde edilen
standartlar 0.45 pm’lik nylon filtreden gegirildikten sonra amber renkli cam viale alinmis

olup analiz ger¢eklestirilinceye kadar —18 °C’de muhafaza edilmistir.

HPLC cihazinda B-karoten ve A vitamini tespiti sirasiyla 450 nm ve 325 nm’de
gerceklestirilmistir. HPLC sisteminde enjektér hacmi 20 pL, firin sicakligt 32 °C’dir.
Izokratik akista analiz gergeklestirilmis olup solvent akis hiz1 1 mL/dk iken mobil faz
metanol:aseton (70:30, v/v)’dur. Kolon olarak ODS-2 kolon (250 x 4.6 mm, 5 mm; GL
Sciences Inc., Tokyo, Japonya) kullanilmigtir. Sonug mg/kg KA olarak ifade edilmistir.

3.2.1.6.2 Organik asit ve seker iceriginin belirlenmesi

Organik asit ve seker igeriginin belirlemesi Demir ve dig. (2014) yontemine gore
gerceklestirilmigtir. Dondurulmus alig meyvesi ¢oziindiiriildiikten sonra g¢ekirdeksiz etli
kismi piire haline getirilmis ve 50 mL hacimli polipropilen santrifiij tiipiine bu piireden 5 g
tartilmistir. Piire igeren santrifiij tiipiine 20 mL ultra saf su (Millipore, Bedford, MA, ABD)
ilave edildikten sonra homojenizasyon islemi uygulanmistir. Homojenizasyon sonrast 1.5
mL hacimli polipropilen mikrosantrifiij tiipiine 1 g alinan 6rnekler 4 °C’de 7000 x g’de 20
dk siire ile santrifiij edilmistir. Daha sonra siipernatant kisim 0.45 um’lik naylon filtreden
gecirilmis, amber renkli cam viale alinmis ve HPLC cihazinda analiz gergeklestirilene dek
—-18 °C’de muhafaza edilmistir. HPLC sisteminde organik asit ve seker igeriginin
belirlenmesi amaciyla dalga boyu olarak 210 nm tercih edilmistir. Sonu¢ g/100 g KA

olarak degerlendirilmistir.

3.2.1.6.3 Fenolik bilesiklerin belirlenmesi

Ornekler, HPLC’de fenolik bilesiklerin belirlenmesi icin Bélim 3.2.1.3’de
bahsedilen ekstraksiyon islemi kullanilarak hazirlanmis olup amber renkli HPLC viallerine
alinmigtir. Karabulut ve dig. (2018)’nin belirttigi yonteme gore fenolik bilesiklerin tespiti
DAD dedektér (SPD-M20A) ile donatilmis HPLC sistemi (Shimadzu Corp., Model LC
20AD prominence, Kyoto, Japan) ile gerceklestirilmistir. HPLC sisteminde gergeklestirilen
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analiz kosullar Sekil 3.7°de gosterildigi gibi olup fenolik bilesiklerin seperasyonu ters fazli
(reverse phase, RP) C18 kolonda (250 mm x 4.6 mm, 5 um) saglanmigtir. Mobil faz olarak
fosforik asit:ultra saf su (0.1:99.9, v/v — solvent A) ve fosforik asit:asetonitril (0.1:99.9, v/iv
— solvent B) kullanilmis olup, mobil fazin akis hizi 0.8 mL/dk olarak ayarlanmistir.
Dedektorde fenolik bilesik tespiti 280, 320 ve 360 nm dalga boylarinda gergeklestirilmistir.
Fenolik bilesiklerin belirlenmesinde kullanilan standartlar 280 nm i¢in gallik asit, (+)-
katesin, prosiyanidin B2, (-)-epikatesin, sirincik asit; 320 nm i¢in klorojenik asit, kafeik
asit ve p-kumarik asit; 360 nm i¢in rutindir. Fenolik bilesikler ayr1 ayr1t HPLC cihazina
verilerek alikonma siireleri (retention time) tespit edilmistir. Daha sonra fenolik bilesik
standartlarindan olusan 5 farkli konsantrasyona sahip standart karigimlari hazirlanmistir.
Bu karigimlarin HPLC cihazina verilmesi neticesinde ilgili standartlarin 5 farkli noktadaki
konsantrasyonlariyla hazirlanan bir kalibrasyon egrisi elde edilmistir. Bu kalibrasyon egrisi
ile elde edilen standart sonuglari, kilogram KA basina mg s6z konusu fenolik bilesik olarak

ifade edilmistir.

Enjektdr
(20 pL drnek) Diode-array dedektér
(DAD, SPDM20A)
W C18 kolon ‘eri toplama
g e, Pompa " (250 mm x 4.6 mm, 5 pm) =
_ - « o
=
——T | *
=
280 nm igin gallik
I asit, (+)-katesin,
- prosiyanidin B2, (-)-
Solvent A epikatesin ve sirincik
}__‘i’r (% 0.1 fosforik ' asit; 320 nm i¢in_
——— asit:ultra saf su) I klorojenik asit, kafeik
Solvent B Karisim Atik asit ve p'kumﬂrlk gsi‘t
(% 0.1 fosforik bilesenlerinin ve 360 nm igin rutin.
asit: asetonitril) ayrilmasi

Sekil 3.7 : HPLC sistemi ve analiz kosullari.
3.2.2 Ali¢ suyunun hazirlanmasi

Dondurulmus alig piiresi 4 °C’de ¢oziindiirilmiis ve saf su ile °Bx degeri 5.0 olacak
sekilde ayarlanmistir. Ardindan homojenizatér (WiseTis HG-15A, Daihan Scientific,
Kore) ile 2700 rpm’de 5 dk homojenize edilmistir. Homojen ali¢ suyu 4 °C’de 3000 x g’de

10 dk santrifiij edilmis ve ardindan siipernatant kistm su banyosunda 70 °C’de 15 dk siire
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ile pastorize edilmistir. Pastorize alig suyunun enkapsiilasyon oOncesinde sogumasi

saglanmistir.

3.2.2.1 Ali¢ suyunda toplam fenolik icerigin belirlenmesi

Boliim 3.2.2°de ifade edildigi gibi elde edilen ali¢ suyu Ornegi seyreltilmis (alig
suyu:ultra saf su, 1:2, v/v) ve daha sonra 5 dk siire ile 4 °C’de 3000 x g’de santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonrasi elde edilen siipernatant kisim 0.45 pum naylon filtre ile filtre
edilmistir. Bu hazirlanan filtrat, ali¢ suyunda toplam fenolik igerik ve antioksidan
aktivitenin belirlenmesi amaciyla kullanilmistir. Bélim 3.2.1.4°de belirtildigi gibi toplam
fenolik igerik belirlemesi gergeklestirilmis olup sonu¢ mg GAE/g KA olarak ifade

edilmistir.
3.2.2.2 Ali¢ suyunda antioksidan aktivitenin belirlenmesi

Ali¢ suyunda antioksidan aktivitenin belirlenmesi amaciyla DPPH, ABTS ve FRAP
yontemleri kullanilmastir.
3.2.2.2.1 DPPH

Boliim 3.2.1.5.1°de belirtilmis olan DPPH yontemine gore analiz gergeklestirilmis
olup sonu¢ mmol TE/kg KA olarak ifade edilmistir.
3.2.2.2.2 ABTS

Bolim 3.2.1.5.2°de ifade edilmis olan ABTS y6ntemine gore analiz gergeklestirilmis
olup sonu¢ mmol TE/kg KA olarak belirtilmistir.
3.2.2.2.3 FRAP

Boliim 3.2.1.5.3’de verilmis olan FRAP yontemine gore analiz gergeklestirilmis olup
sonu¢ mmol TE/100 g YA olarak gosterilmistir.
3.2.3 Probiyotik bakteri aktiflestirme

Kingwatee ve dig. (2015)’nin belirttigi yontem modifiye edilerek iiretim
aktiflestirme islemi gergeklestirilmistir. Kisaca, 50 mL hacimli steril polipropilen santrifiij
tiiptine liyofilize L. acidophilus probiyotik kiiltiiriinden 0.1 g alinmig ve tizerine 30 mL
steril soya siitii ilave edilmistir. Kavanoz icerisine yerlestirilmis Anaerocult® C sistemi

(Merck, Miinih, Almanya) kullanilarak anaerobik kosullar olusturulmus ve probiyotik
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kiiltir orneklerini igeren santrifiij tiipii 38 °C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda tiip vorteks ile iyice karistiriimis ve homojen karisimdan bir baska
50 mL hacimli steril polipropilen santrifiij tiipiine bek alevi yaninda 2 mL alinmig ve
santriflij tiipli steril soya siitii ile tamamen doldurulmustur (Sekil 3.8). Aktiflestirme islemi
4 paralel olacak sekilde gergeklestirilmis olup tiipler anaerobik kosullarda 38 °C’de 48 saat
inkiibasyona birakilmistir (Sekil 3.9).

Sekil 3.8 : Liyofilize L. acidophilus Sekil 3.9 : 38 °C’de 48 saat inkiibasyon.
probiyotik kiiltiiriiniin soya siitiine
ilavesi.

3.2.4 Probiyoetik bakteri kitle iiretimi

Aktiflestirme icin inkiibasyonda bulunan probiyotik bakteri igeren santrifiij tiipleri
inkiibasyon sonunda 4 °C, 5500 rpm’de 20 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi
tiiplerde olusan siipernatant kisim bek alevi yaninda uzaklastirilmis ve elde edilen pelletler
tizerine hacmi 50 mL’ye tamamlayacak sekilde besiyeri olarak steril soya siitii ilave
edilmistir. Santrifiij tiipleri vorteks ile iyice karistirildiktan sonra anaerobik kosullarda 38
°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda ayni islem akist
uygulanarak toplamda 5 defa olmak iizere inkiibasyon islemi tekrarlanmis ve kitle tretimi

gerceklestirilmistir.

3.2.5 Probiyotik iceren izotonik ¢6zeltinin hazirlanmasi

Besinci inkiibasyon sonucunda kitle iiretimi gergeklestirilmis probiyotik bakteri
igceren 50 mL hacimli santrifiij tiipleri 4 °C’de 5500 rpm’de, 20 dk siire ile santrifiij
islemine tabi tutulmustur. Santrifiij sonucu tiiplerdeki stipernatant kisim uzaklagtirilmis ve
pellet kisim PSF ¢ozeltisi ile son konsantrasyonu 10'° kob/mL olacak sekilde seyreltilerek

hazirlanmastir.
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3.2.6 Diliisyon hazirlama ve ekim islemi

Diliisyonlarin ~ hazirlanmasi  ve hazirlanan  diliisyonlarn  ekim  islemleri
gerceklestirilmistir. Kisaca, L. acidophilus ig¢eren izotonik ¢6zeltisinin 1 mL’si steril cam
deney tiipline almarak 9 mL PSF ¢ozeltisi ile 10 mL’ye tamamlanmis ve 3 paralel olacak
sekilde diliisyon hazirlama islemi gerceklestirilmistir. Seri diliisyonlar 101, 102, 103, 10,
10, 10, 107 ve 108 diliisyon oranlarinda hazirlanmigtir (Sekil 3.10). Ornekler, 10°, 108,
107 ve 108 diliisyon faktérlerine sahip ¢dzeltilerden alinarak steril MRS agar igeren petri

kaplarina yayma plaka yontemi ile ekim islemi uygulanmistir (Sekil 3.11).

Sekil 3.10 : Seri dillisyonlarin Sekil 3.11: Yayma plaka yontemi ile ekim
hazirlanmasi. islemi.

Ekim islemi sonrasi petri kaplart anaerobik kosullarda 38 °C’de 48 saat inkiibasyona
birakilmistir (Sekil 3.12). Bakteri hiicre pelleti, PSF ¢ozeltisi ile bakteri konsantrasyonu
10% kob/mL olacak sekilde seyreltilmistir. L. acidophilus’un inkiibasyon sonrasi koloni
sayma cihazindaki goriintiisti Sekil 3.13’de verilmistir.

S N\\\177/

i [—""I,"'f /

s
f
- A

Sekil 3.12 : Ekim islemi sonrasi anaerobik ~ Sekil 3.13 : L. acidophilus’un inkiibasyon
kosullarda inkiibasyon. sonrasi koloni sayma cihazindaki
goruntusu.
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3.2.7 Kaplama malzemelerinin hazirlanmasi

Co-enkapsiilasyonda kullanilacak olan kaplama malzemeleri maltodekstrin (MD) ve
inilin (IN)’dir. Cizelge 3.1°de gosterildigi gibi farkli kaplama malzemesi oranlari
kullanilarak 3 farkli formiilasyon olusturulmus ve bu formiilasyonlar baz alinarak saf su ile
¢ozeltiler hazirlanmigtir. Kaplama malzemelerinin daha iyi bir sekilde ¢oziinmesi igin
maltodekstrin ve iniilin manyetik karigtirictda 300 rpm’de sirasiyla 35 °C ve 80 °C’de
karistirtlmistir (Lourengo ve dig, 2020; Zorzenon ve dig, 2020). Tam olarak ¢oziindiikten
sonra hazirlanan ¢ozeltiler enkapsiilasyon oncesinde iyi bir polimerlesmenin ger¢eklesmesi
amaciyla +4 °C’de 24 saat bekletilmistir (Noghabi, 2020). Belirtilen siire sonunda kaplama
malzemesi ¢ozeltisi su banyosunda 70 °C’de 15 dk igin pastorize edilmis ve enkapsiilasyon

oncesinde sogumasi saglanmistir.

Cizelge 3.1 : Formiilasyonlara gore kaplama malzemesi oranlart.

Kaplama malzemesi oranlar: (%)

Formiilasyon .
Maltodekstrin (MD) Iniilin (IN)
F1 30 0
F2 20 10
F3 15 15

3.2.8 Piiskiirterek kurutma islemi ile co-enkapsiilasyon

Co-enkapsiilasyon islemi, Colin-Cruz ve dig. (2019) tarafindan belirtilen yontem
modifiye edilerek uygulanmistir. Enkapsiilasyon oncesi son ¢ozeltilerin hazirlanmasinda

kullanilan akis diyagrami Sekil 3.14°de gosterilmistir.

Alig suyu Kaplama malzemesi Pastérize alig Pastéirize kaplama Lactobacillus
(5 °Bx, 100 mL) gozeltisi suyu malzemesi gozeltisi  acidophilus igeren
(%30, 100 mL) izotonik gozelti

(1 g/mL, 20 mL)

- Pastdrizasyon E Ir:I1a arlrgﬁtl::: da
— ===/ |(Su banyosunda ‘ 500 romid
70°C, 15 dk) E 0 dem &
J karistirma

Sekil 3.14 : Enkapsiilasyon 6ncesi son ¢ozeltilerin hazirlanmasi.
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Sekil 3.14’de goriildiigii gibi, pastorize alig suyu ve pastorize kaplama malzemesi
¢ozeltileri homojen bir ¢ozelti elde edilene kadar karistirilmig, daha sonra bu karisima
probiyotik igeren izotonik ¢ozelti ilave edilmis ve 500 rpm’de 30 dk daha karistirma
islemine devam edilmistir. Enkapsiilasyon 6ncesi hazirlanan son ¢ozelti, 100 mL pastorize
alic suyu, 100 mL pastorize kaplama malzemesi ¢ozeltileri (F1, F2 ve F3) ve 20 mL
probiyotik iceren izotonik ¢ozeltiden olusmaktadir. Hazirlanan bu ¢ozelti piiskiirterek
kurutucu i¢in belirtilen kosullarda Sekil 3.15’de gosterildigi gibi piiskiirterek kurutucuya
verilerek co-enkapsiilasyon islemi gercgeklestirilmistir. Enkapsiilasyon, Buchi B-290 model
mini puskiirterek kurutucu kullanilarak gergeklestirilmistir. Deney i¢in kurutma kosullari,
sicak hava giris sicakligt; 130 + 5 °C, sicak hava ¢ikis sicakligi; 80 £ 5 °C, % 15 pompa

hizi ve % 100 aspirasyon olacak sekilde ayarlanmustir.

— L e—r
fr Isitilmis hava
7 A l_ veya gaz

|| Aspirator
Kurutma Siklon
bolmesi aylirici
Toplama
kabi

Sekil 3.15 : Piiskiirterek kurutucu ile co-enkapsiilasyon iglemi ve enkapsiil eldesi.

3.2.9 Enkapsiilasyon verimi

Piskiirterek kurutma iglemi sonucunda verim, Saavedra-Leos ve dig. (2019)
tarafindan belirtilen formiile gore piskiirterek kurutma islemi sonucunda beklenen
enkapsiil agirligr ile elde edilen son enkapsiil agirhigi dikkate alinarak asagida belirtilen
denkleme gore hesaplanmustir.

A
Verim (%) = — x 100
Ap

Ak: Kurutma islemi sonrasi toplanan kuru toz enkapsiil agirhigi

Ag: Kurutma islemi oncesi toplam ¢6zeltideki toplam kati igerigine bagl olarak beklenen

toz enkapsiil agirlhigi
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3.2.10 Enkapsiilasyon etkinligi

Enkapsiilasyon etkinliginin belirlenmesi amaciyla Maciel ve dig. (2014) yontemleri
modifiye edilerek uygulanmistir. L. acidophilus’un canliligi, inokiilasyondan sonra hem
enkapsiilasyon i¢in hazirlanan son ¢6zelti igindeki hem de toz enkapsiildeki canli hiicreler
sayilarak belirlenmistir. Kisaca, enkapsiilasyon i¢in hazirlanan son ¢ézeltinin bir mililitresi,
9 mL PSF c¢ozeltisi i¢inde seyreltilmistir. Toz enkapsiil i¢cinde var olan probiyotigin
canliligimmi degerlendirmek icin 1 g toz enkapsiil, 9 mL PSF c¢ozeltisi i¢inde yeniden
stispanse edilmistir. Vorteks ile 1 dk karistirilmis ve toz enkapsiiliin yeniden ¢6ziinmesi
icin oda sicakliginda (~25 °C) 30 dk bekletilmistir. Siire sonunda 6rneklerin PSF ¢ozeltisi
iginde seri diliisyonlar1 hazirlanmig, ardindan MRS agar iizerine yayma plaka yontemi ile
ekim islemi gerceklestirilmis ve petriler anaerobik kosullar altinda 38 °C’de 48 saat
inkiibasyona birakilmistir. Farkli formiilasyonlar (F1, F2 ve F3)’a gore hazirlanmis olan

biitiin enkapsiillerde enkapsiilasyon etkinligi belirlenmistir.

Yiizde enkapsiilasyon etkinligi (% EE)’nin belirlenmesinde asagida ifade edilen
denklem kullanilmistir (Colin-Cruz ve dig, 2019).

N
%EE:FXH)O
0

N: Piiskiirterek kurutma islemi sonrasi elde edilen enkapsiildeki canli koloni sayisi
(kob/mL)

No: Piiskiirterek kurutma islemi 6ncesi hazirlanmis olan enkapsiilasyon ¢6zeltisindeki canli

koloni sayist (kob/mL)
3.2.11 Enkapsiillerde fiziksel analizler

3.2.11.1 Yogunluk

Yogunluk analizi i¢in 1 g enkapsiil, 25 mL hacimli meziire alinmis ve toz enkapsiil

kiitlesinin meziirde kapladigi hacme bolinmesiyle yogunluk hesaplanmistir.

Enkapsiil agirhg:

Yogunluk =
g Enkapsiiliin kapladigi hacim

3.2.11.2 Céziiniirliik

Coziiniirlik, Goula ve Adamopoulos (2008) tarafindan belirtilen yontem modifiye
edilerek gergeklestirilmistir. 100 mL hacimli beher igerisine 2 g enkapsiil alinmig ve

lizerine 25 °C’de 50 mL saf su ilave edilmistir. Icerisine magnet atildiktan sonra 400
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rpm’de manyetik karistiricida karistirilmistir. Tamamen ¢6ziindiigii stire (rehidrasyon
stiresi) saniye olarak kaydedilmistir.

Coziinen enkapsiil ¢ozeltisi daha sonra 50 mL hacimli polipropilen santrifiij tiiptine
alimmis ve 3000 x g’de 5 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 stipernatantlar darasi
alian petrilere yayilmis ve etiivde 105 + 2 °C’de kurutma islemine tabi tutulmustur.

Asagida belirtilen formiile gore ¢oziiniirliik hesab1 gerceklestirilmistir.

e e 1 Kurutma sonrasi siipernatant agirligl
% Céziiniirlik = - per? ETIE « 100
Ornek agirhg:

3.2.11.3 Renk

Hunter (1958) tarafindan ag¢iklanan ve L*, a*, b*, Chroma ve hue a¢is1 (h°) olarak
ifade edilen yiizey rengi, enkapsiiller 3 mm yiiksekliginde bir petriye yayildiktan sonra bir
kromametre (Konica Minolta, Model CR-5, Osaka, Japonya) yardimiyla dl¢iilmiistiir.

3.2.11.4 Nem icerigi

Enkapstillerin nem igerigi AOAC (2005) tarafindan belirtilen yontem uygulanarak
degerlendirilmistir.
3.2.11.5 Su aktivitesi

Enkapsiillerin su aktivitesi, dijital bir su aktivitesi cihazi kullanilarak belirlenmistir.

3.2.11.6 Taramah elektron mikroskobu (Scanning electron microscopy, SEM)

Enkapsiillerin morfolojik yapist Taramali elektron mikroskobu (SEM, Leo EVO-40
VPX Carl ZeissSMT, Cambridge, UK) kullanilarak incelenmistir. Enkapsiil 6rnekleri altin-

paladyum ile kaplanmis ve farkli biiyiitme oranlarinda SEM goriintiileri elde edilmistir.
3.2.11.7 Fourier doniisiimii infrared (FTIR) spektroskopisi

Kuru toz enkapsiillerin FTIR spektrumu, bir kristal elmas ATR elemani ve bir
Spectrum 10 Yazilimi (Perkin Elmer) ile donatilmis Perkin Elmer spektrometresi
(Spectrum 100, Perkin Elmer, Waltham, MA, ABD) kullanilarak incelenmistir. Oncelikle
arka plan etkisini diizeltmek i¢in bos hiicrenin bir spektrumu 6l¢lilmiistiir. Ardindan her bir
ornek icin (oda sicakliginda) 1 cm™ ¢oziiniirlikte 650 ila 4000 cm™ araliginda toplanan iig

tarama tizerinden gerceklestirilmistir.
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3.2.11.8 Camsi gegis sicakhgi (Glass-transition temperature, Tg)

Enkapsiillerin cams1 gecis sicaklign (Tg), diferansiyel tarama kalorimetresi
(Shimadzu, DSC 60, Japonya) kullanilarak degerlendirilmistir. Toz enkapsiillerin su
aktivitesi degerleri doymus potasyum asetat kullanilarak 0.216 ila 0.225 araligina
ayarlanmigtir. Bir aliminyum tavaya 5 £ 1 mg enkapsiil yerlestirilmis ve kapatilmistir.
Enkapsiillerin Tg’si, referans olarak bos tava kullanilarak 25-200 °C’lik bir sicaklik
araliginda 10 °C/dk hizinda taranmistir. Camsi gec¢is degeri, cam gec¢is araliginin orta

noktasi olarak kabul edilmistir.
3.2.12 Enkapsiillerde kimyasal analizler

3.2.12.1 Enkapsiillerden fenolik bilesik ekstraksiyonu

Kingwatee ve dig. (2015) tarafindan belirtilen yontemde bazi degisiklikler yapilarak
enkapsiillerde bulunan fenolik bilesikler ekstrakte edilmistir. Kisaca, 4 g enkapsiil ve 10
mL saf su amber renkli 30 mL hacimli cam sise icerisine alinmig ve manyetik karistirici
kullanilarak 150 rpm’de 1 saat boyunca karigtiritlmistir. Siire sonunda 15 mL hacimli siseye
bu karigimdan 2 mL alinmis ve iizerine 8 mL % 100 etanol ilavesi gergeklestirildikten
sonra manyetik karistiricida 260 rpm’de 25 dk karistirilmistir. Ardindan bu karisim deney
tiiplerine alinmig ve 2000 x g’de 20 dk siire ile santrifiij edilmistir. Siipernatant kisimlar
0.45 pm naylon filtreden gecirildikten sonra bir deney tiipiinde birlestirilmistir. Elde edilen
ekstrakt enkapsiillerin toplam fenolik igeriginin ve antioksidan aktivitesinin (DPPH, ABTS

ve FRAP) belirlenmesinde kullanilmustir.

3.2.12.2 Toplam fenolik icerigin belirlenmesi

Boliim 3.2.1.4°de belirtildigi gibi toplam fenolik igerik belirlemesi gerceklestirilmis
olup sonu¢ mg GAE/g KA olarak ifade edilmistir.
3.2.12.3 Antioksidan aktivitelerin belirlenmesi

Enkapsiillerde var olan antioksidan aktivitenin belirlenmesi amaciyla ii¢ farkl

yontemden faydalanilmigtir.

3.2.12.3.1 DPPH

Boliim 3.2.1.5.1°de belirtilmis olan DPPH yontemine gore analiz gergeklestirilmis
olup sonu¢ mmol TE/kg KA olarak ifade edilmistir.
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3.2.12.3.2 ABTS

Boliim 3.2.1.5.2°de ifade edilmis olan ABTS yontemine gore analiz gergeklestirilmis
olup sonu¢ mmol TE/kg KA olarak belirtilmistir.

3.2.12.3.3 FRAP

Boliim 3.2.1.5.3’de verilmis olan FRAP yo6ntemine gore analiz gerceklestirilmis olup
sonu¢ mmol TE/g YA olarak gosterilmistir.

3.2.13 In vitro gastrointestinal kosullarda yapilan analizler

In vitro gastrointestinal kosullarda gergeklestirilen analizlerde en yiiksek
enkapsiilasyon etkinliginin tespit edildigi F3 formiilasyonuna ait enkapsiiller, ayni
formiilasyona gore hazirlanmig olan ali¢c suyu icermeyen enkapsiiller (P3) ve bu
enkapsiillerin enkapsiilasyon oncesi ¢ozeltileri (A3 ve S3) kullanilmistir. Gerez ve dig.
(2012) ile Souza ve dig. (2012) olusturduklar1 yontemler modifiye edilerek yapay gastrik

ve intestinal ortamla hazirlanmistir.

Yapay gastrik ortam (YGO): Kalsiyum kloriir (0.11 g/L), potasyum kloriir (1.12
g/L), sodyum kloriir (2.0 g/L) ve potasyum fosfat monobazik (0.4 g/L) 121 °C’de 15 dk
sterilizasyon yapilarak hazirlanmistir. Kullanilmadan hemen 6nce musin (3.5 g/L) ve

pepsin (0.26 g/L) ilave edilmis ve 1 N HCI kullanilarak pH 2.0’a ayarlanmustur.

Yapay intestinal ortam (YIO): Hazirlanmis olan yapay gastrik ortama son
konsantrasyon 1.95 g/L olacak sekilde pankreatin ilave edilmis ve ardindan pH, 1 N

NaHCO:s ile 7.0’a ayarlanmustir.

Kalita ve dig. (2018) tarafindan olusturulan yontemde bazi degisiklikler yapilarak in
vitro gastrointestinal kosullarda L. acidophilus canliliginin belirlemesi gerceklestirilmistir.
Burada, enkapsiilasyon isleminin in vitro gastrointestinal kosullarda L. acidophilus
canliligr iizerine etkisinin incelenmesi ve bununla birlikte alic suyu igermeyen L.
acidophilus enkapsiilleri (P3)’ninde ayn1 kosullarda depolanmasi ile ali¢ suyunun canlilik

tizerine etkisinin belirlenmesi amaglanmustir.

In vitro gastrointestinal kosullarda L. acidophilus’un canliliginin belirlemek i¢in
Sekil 3.16°da belirtilen analiz akis diyagrami kullanilmistir. Kisaca, 50 mL hacimli steril
polipropilen santrifiij tiiplerine pH 3.0’a ayarlanmis 30 mL YGO alinmis ve {izerine 3 g toz
enkapsiil ilave edilmistir. Tipler, 37 °C’de 0, 30, 60, 90 ve 120 dk siirelerle 150 rpm’lik bir
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calkalama hizi ile ¢alkalamali inkiibatorde karistirilmistir. Steril kosullarda yapilmak {izere
bu belirtilen siirelerde 1’er mL alinarak PSF ¢ozeltisi ile seri diliisyonlart hazirlanmis ve
MRS agar iizerine yayma plaka yontemi ile ekim gergeklestirilmistir. Anaerobik kosullarda

38 °C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir.

%0.1 steril peptonlu tuzlu su

(%0.85 w/v NaCl) ile seri = MRS agar lizerine
dilisyonlann hazirlanmasi. yayma plaka
L —~, 3 yantemiyle co-
— T Lo b k enkapsiile edilmig

\\{‘ i, Lactobacillus
: acidophilugun

l ' ‘ S ekilmesi.

&3; € 0,30,60, N\

=0, 120 ve
150 rpm 240 dk

Yapay gastrik ve yapay
intestinal ortamlarda co-
enkapstle edilmis
Lactobacillus acidophilus'un

ﬂl L. acidophilus
poplilasyonunda
koloni olugturan

inkd birimlerin sayilmasi.
inkiibasyonu.

: inkiibasyon

Anaerobik jar iginde =

petri kaplan 37°C 48 saat

Sekil 3.16 : In vitro gastrointestinal kosullarda canliligin belirlenmesine ait analiz akis
diyagrami.

120. dk’nin sonunda tiiplere son konsantrasyon 1.95 g/L olacak sekilde pankreatin
cozeltisi ilave edilmis ve ardindan pH, 1 N NaHCOs3 ile 7.0’a ayarlanmistir. Tiipler tekrar
37 °C’de galkalamali inkiibatérde 150 rpm’de 120 dk daha inkiibe edilmis ve siire sonunda
1 mL alinarak PSF ¢ozeltisi ile seri diliisyonlar1 hazirlanmis ve MRS agara yayma plaka
yontemi ile ekim gergeklestirilmistir. Anaerobik kosullarda 38 °C’de 48 saat inkiibasyona

birakilmistir. Sonuglar kob/mL olarak ifade edilmistir.
3.2.14 Elma suyunda stabilitenin belirlenmesi

3.2.14.1 Elma suyu eldesi

Enkapsiillerin depolama siirecinde stabilitelerinin belirlenmesi amaciyla kullanilmis
olan elma suyu, Malatya ilinin Dogansehir ilgesinde yetistirilen ve hasat edilen elmalar
kullanilarak hazirlanmistir. Meyve suyunun eldesinde PHILIPS marka kat1 meyve sikacagi
(HR1836/00, Hollanda) kullanilmistir. Elmalarin kabuklari soyulup saplar1 ¢ikarildiktan
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sonra kiip seklinde kesilmis ve cihazin haznesine ilave edildikten sonra elma suyu elde
edilmistir. Elde edilen elma suyu su banyosunda 85 °C’de 10 dk siire ile pastorize

edilmistir (Sekil 3.17). Pastorizasyon sonrasi elma sulart ise Sekil 3.18’de gosterilmistir.

Pastorizasyon sonrasi elma suyunun °Bx, pH, toplam asitlik ve su aktivitesi analizleri

gerceklestirilmistir.

Sekil 3.17 : Elma suyunun Sekil 3.18 : Pastorize elma suyu.
pastorizasyonu.

3.2.14.2 Co-enkapsiile edilmis L. acidophilus’un elma suyuna ilavesi ve depolanmasi

Elma suyunda depolama stabilitesinin belirlenmesi amaciyla en yiiksek
enkapsiilasyon etkinligine sahip F3 formiilasyonu ile elde edilen enkapsiiller kullanilmistir.
F3 formiilasyonu ile elde edilen enkapsiiller ali¢ suyu igerdikleri igin ali¢ suyunun L.
acidophilus canliligi iizerine etkisinin anlasilmasi amaciyla ali¢ suyu igermeyen L.
acidophilus  enkapsiilleri  (P3)’nin  de aym1 depolama sartlarinda depolamasi
gergeklestirilmis ve depolama stabilitesi incelenmistir. Ayrica bu enkapsiillerin,
enkapsiilasyon Oncesi ¢ozeltileri de aynmi sartlarda depolanmis ve boylece enkapsiilasyon

isleminin L. acidophilus canlilig1 iizerine etkisi degerlendirilmistir.

Elma suyuna ali¢ suyu ile co-enkapsiile edilmis L. acidophilus’un ilavesi ve
depolama stabilitesinin belirlemesi, Rodrigues ve dig. (2012) ile Sohail ve dig. (2012)
rapor ettikleri yontemler modifiye edilerek gerceklestirilmistir. Cizelge 3.2°de analizlerde
kullanilan 6rneklerin sematik olarak agiklamasi verilmistir. A3, F3, S3 ve P3 steril elma
suyunda ve steril PSF ¢ozeltisinde depolanmig olan 6rnekleri ifade etmektedir. FC elma

suyunun kontroliinii olustururken, SC ise PSF ¢6zeltisinin kontroliinii belirtmektedir.
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Cizelge 3.2 : Depolama stabilitesi i¢in kullanilan 6rneklerin sematik agiklamasi.

Alig suyu ile co-enkapsiile edilmis L. acidophilus i¢in depolama parametreleri

Ortam Steril elma suyu (9 mL)

Sicakhik 4°C 25°C

Siire (Giin) 0 14 28 42 56 84 0 14 28 42 56 84

Ornekler

FC - - - - - - - - - - - -

A3 (mL) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

F3(9) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Ortam Steril PSF c¢ozeltisi (9 mL)

Sicaklik 4°C 25°C

Siire (Giin) 0 14 28 42 56 84 0 14 28 42 56 84

Ornekler

SC - - - - - - - - - - - -

A3 (mL) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

F3(9) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Ali¢ suyu icermeyen L. acidophilus enkapsiilleri i¢in depolama parametreleri

Ortam Steril elma suyu (9 mL)

Sicaklik 4°C 25 °C

Siire (Giin) 0 14 28 42 56 84 0 14 28 42 56 84

Ornekler

FC - - - - - - - - - - - -

S3 (mL) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

P3 (9) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Ortam Steril PSF c¢ozeltisi (9 mL)

Sicaklik 4°C 25 °C

Siire (Giin) 0 14 28 42 56 84 0 14 28 42 56 84

Ornekler

SC - - - - - - - - - - - -

S3 (mL) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

P3 (9) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

FC: Kontrol (Elma suyu), A3: Alig suyu ve L. acidophilus iceren enkapsiilasyon ¢ozeltisini igeren 6rnek, F3: Alig
suyu ile co-enkapsiile edilmis L. acidophilus enkapsiillerini igeren 6rnek, SC: Kontrol (PSF ¢ozeltisi), S3: Alig suyu
icermeyen L. acidophilus enkapsiilasyon ¢ozeltisini iceren Ornek, P3: Ali¢ suyu icermeyen L. acidophilus
enkapsiillerini igeren 6rnek.

Sekil 3.19°da gosterilen analiz kosullarinda depolama stabilitesi analizleri igin elma

suyu ve PSF ¢ozeltileri kullanilmistir. Depolama igin steril cam deney tiiplerine ali¢ Suyu

ile co-enkapsiile edilmis L. acidophilus (1 g) ve ali¢ suyu igermeyen L. acidophilus

ornekleri (1 g) ile bunlarin enkapsiilasyon igslemi 6ncesi serbest halleri (1 mL) alinmis ve

ardindan elma suyu ile toplam hacim 10 mL’ye tamamlanmistir (Sekil 3.20 ve Sekil 3.21).

Kontrol (FC) olarak ise steril cam deney tiipiine elma suyu (10 mL) konulmustur.
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Sekil 3.19 : Meyve suyu ve PSF ¢ozeltisi Sekil 3.20 : Enkapsiillerin deney
icinde depolama stabilitesi i¢in analiz tiiplerine alinmasi.
ortami.

Sekil 3.22°de goriildiigii gibi depolamaya hazir 6rnekler sicakligin 4 °C ve 25 °C
oldugu ortamlarda 0, 14, 28, 42, 56 ve 84 giin boyunca depolanmis ve belirtilen siirelerde
stabiliteleri takip edilmistir. Ayni sekilde depolama stabilitesi analizleri meyve suyu yerine

PSF ¢ozeltisi kullanilarak da incelenmistir.

Sekil 3.21 : Deney tiiplerine meyve suyu  Sekil 3.22 : Depolamaya hazir 6rnekler.
ve PSF c¢ozeltisi ilavesi.

Canlilik diizeyleri, Afzaal ve dig. (2019)’nin rapor ettikleri yontem modifiye edilerek
belirlenmistir. Cizelge 3.2’de belirtilen siirelerin  sonunda depolanmis olan deney
tiiplerinde bulunan ¢ozeltilerden 1’er mL alinarak 10%’ya kadar PSF ¢ozeltisi ile seri
diliisyonlar hazirlanmis ve MRS agar iizerine yayma plaka yontemi ile ekim islemi
gerceklestirilmistir (Sekil 3.23). Ekim sonrasi petriler anaerobik kosullarda 38 °C’de 48
saat inkiibe edilmistir (Sekil 3.24).

Inkiibasyon sonras1 petriler koloni sayim cihazina yerlestirilmis ve L. acidophilus’un
canli koloni saymmi gergeklestirilmistir (Sekil 3.25). L. acidophilus’un petrilerde

olusturdugu koloniler Sekil 3.26’da gosterilmistir.
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Sekil 3.23 : Depolama stabilitesinde seri Sekil 3.24 : Depolama stabilite testlerinde
diliisyonlarin hazirlanmasi ve ekim iglemi.  petrilerin anaerobik kosullarda 38 °C’de 48
saat inkiibasyonu.

Sekil 3.25 : inkiibasyon sonrasi koloni Sekil 3.26 : Inkiibasyon sonrasi petrilerde
sayma cihazinda L. acidophilus’un canli gelisen L. acidophilus kolonileri.
koloni sayimu.

Farkli depolama sicakliklarinda (4 °C ve 25 °C) depolanan 6rneklerde depolama
stiresince (0, 14, 28, 42, 56 ve 84 giin) belirtilen giinlerde fizikokimyasal analizler
gerceklestirilmistir. Her 6rnegin pH degeri dijital bir pH metre ile °Bx degerleri ise dijital
bir refraktometre kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Toplam asitlik belirlenirken her 6rnekten 1 mL
alinmig ve hacmi saf su ile 10 mL’ye tamamlandiktan sonra fenolftalein esliginde 0.1 N
NaOH kullanilarak titrasyonu gerceklestirilmis ve Sonuglar % malik asit olarak ifade
edilmistir. Ayrica drneklerin depolama siiresi boyunca AE ve su aktivitesi degerleri de
belirlenmistir. Renk indisleri (L*, a* ve b*) araciligiyla AE asagida belirtilen formiil
kullanilarak hesaplanmistir (Mokhtari ve dig, 2019).

AE = /(AL? + Aa? + Ab?)
AE: Toplam renk farki
AL: Toplam L* degeri
Aa: Toplam a* degeri
Ab: Toplam b* degeri
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3.2.15 istatistiksel analiz

Analizler ii¢ tekrar halinde gergeklestirilmis olup, sonuglar ‘ortalama + standart
sapma’ seklinde verilmistir. Calismada ciktilarin istatiksel agidan degerlendirilmesi igin
SPSS Statistics (ver. 25, IBM Corp., IL, ABD) paket programi kullanilmastir. Elde edilen
sonuglar tek yonlii varyans analiziyle (one-way ANOVA) degerlendirilmistir.

Elma suyunda canlilik ve stabilite arastirmasi, 4 farkli uygulama (alig¢ Suyu igeren ve
alic suyu icermeyen L. acidophilus enkapsiilleri ve bunlarin enkapsiilasyon oncesi
cozeltileri) ile farkli depolama ortamlar1 (elma suyu ve PSF c¢ozeltisi), farkli depolama
kosullar1 (4 °C ve 25 °C) ve farkli depolama siireleri (0, 14, 28, 42, 56 ve 84 giin) igin ii¢
tekrar olarak yiiriitilmistiir. Serbest ve enkapsiil halde L. acidophilus igeren 6rneklerdeki
canliliga depolama siiresinin ve depolama kosullarinin etkilerini belirlemek amaciyla
varyans analizi (ANOVA) uygulanmistir. ANOVA, genel dogrusal model (general linear
model, GLM) ile SPSS Statistics paket programi araciligi ile gergeklestirilmistir. ANOVA
sonucunda ornek gruplar arasi farkliliklar Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore P<0.05

onem diizeyinde test edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu tez ¢alismas1 asamali olarak yiiriitiilmiis olup, 6ncelikle hammadde (ali¢ meyvesi)
ile ilgili pomolojik ve fizikokimyasal analizler (pH, su aktivitesi, toplam asitlik, toplam
kuru madde, kiil, °Bx ve maturasyon indeksi) gergeklestirilmistir. Ardindan alig
meyvesinin antioksidan ve fenolik bilesimi ile ilgili analizlerin gergeklestirilmesi i¢in
ekstraksiyon yapilmistir. Elde edilen ekstraktlarda spektrofotometrik olarak toplam fenolik
igerik ve antioksidan aktivite diizeyleri (DPPH, ABTS ve FRAP) ve HPLC yontemi ile -
karoten, A vitamini, organik asit, seker ve bireysel fenolik bilesik iceriklerin belirlenmesi

saglanmistir.

Bir sonraki asamada ali¢ meyvesinden ali¢ suyu hazirlanmis ve ali¢ suyunun
karakterizasyonu (toplam fenolik igerik ve antioksidan aktivite diizeyleri) yapilmistir.
Calismanin son asamasinda ise prebiyotik olarak alig suyu, probiyotik bakteri olarak L.
acidophilus ve kaplama malzemeleri (MD ve IN) kullanilarak piiskiirterek kurutma
yontemi ile enkapsiiller elde edilmistir. Kaplama malzemelerinin farkli oranlarda
kullanilmas: ile elde edilen enkapsiillerin enkapsiilasyon etkinligi ve karakterizasyonu
gerceklestirilmistir. En yliksek enkapsiilasyon etkinligine sahip enkapsiillerin in vitro
gastrointestinal kosullardaki ve elma suyu ortamindaki, farkli sicaklik ve siirelerde,

depolama stabilitelerinin belirlenmesi arastirilmistir.

4.1 Meyve Analizleri

4.1.1 Pomolojik ozellikler

Alig orneklerinden rastlantisal olarak numuneler alinmis ve C. orientalis subsp.
orientalis meyvesine ait pomolojik o&zellikler Cizelge 4.1°de verilmistir. Meyvenin
¢ekirdek sayisi biitiin 6rnekler igin ayni (ortalama 2.00 + 0.00) olarak belirlenmigken
meyve agirligi 3.50 + 0.49 g olarak saptanmistir. Meyve eti oran1 ise % 93.72 + 2.12 olarak
tespit edilmistir. Ercisli ve dig. (2015) Malatya’dan temin ettikleri alig tiirlerinde meyve
agirligmin 0.76-4.27 g arasinda degistigini bildirmistirler. Baska bir calismada Hakkari’de
yetisen aliglarin, meyve agirliginin 2.16 ile 4.89 g arasinda, meyve eti oraninin ise % 77.84
ile % 85.99 arasinda oldugu belirlenmisken, bir diger ¢alismada ise Konya’da yetisen
aliglarin ortalama meyve agirhigmin 3.03 g oldugu ifade edilmistir (Ozcan ve dig, 2005;

Yavic ve dig, 2016). Calismadan elde ettigimiz veriler literatiir ile benzerlik gostermekle
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birlikte meyve eti oraninin baz1 ¢alismalara gore daha yiiksek oldugu sonucuna varilmistir.
Ayni cografi kosullar altinda meyve agirliklar1 ve germplazm boyutlarindaki farklilik
genotipik etkilerden kaynaklanabilmektedir. Daha yiiksek meyve agirligi ve daha yiiksek
meyve eti orani, alig¢ yetistirme programlarinda arzu edilen en Onemli meyve
ozelliklerinden biridir (Ercisli, 2004). Tez c¢alismasinda alig meyvesinin boy ve eni
sirastyla 14.97 £ 1.08 mm ve 18.65 = 1.42 mm olarak tespit edilmistir. Bir ¢aligmada
Tiirkiye’deki alig genotiplerinin meyve boyu ve eninin sirasiyla 8.43 + 0.12 ve 17.58 +

0.23 mm ve 6.56 = 0.93 ve 20.71 + 1.22 mm arasinda degistigi bildirilmistir (Gurlen ve

dig, 2020). Yine elde ettigimiz sonuglarin literatiirle benzerlik gosterdigi goriilmektedir.

Cizelge 4.1 : C. orientalis subsp. orientalis’in pomolojik 6zellikleri.

Ozellikler Ortalama + SH
Meyve agirligi (g) 3.50 +0.49
Meyve eni (mm) 18.65+1.42
Meyve boyu (mm) 14.97 £1.08
Meyve indeksi (En/boy) 1.25+0.09
Cekirdek sayisi 2.00+0.00
Cekirdek agirhigi (g) 0.19+0.05
Cekirdek eni (mm) 6.66 £ 0.61
Cekirdek boyu (mm) 7.97 £0.85
Cekirdek indeksi (En/boy) 0.84+£0.10
Meyve eti oran1 (%) 93.72+£2.12

4.1.2 Fizikokimyasal ozellikler

Bu tez ¢alismasi kapsaminda C. orientalis subsp. orientalis meyvesinin
fizikokimyasal 6zelliklerine dair edinilen veriler Cizelge 4.2°de gosterilmistir. Calismada
toplam asitlik malik asit cinsinden % 0.86 £+ 0.01 olarak saptanmistir. Alirezalu ve dig.
(2020), 15 farkl alig tiiriinde gergeklestirdikleri ¢alismalarinda en yiiksek asitligi % 1.17
olarak (sar1 renkli alic meyvelerinde), en diisiik asitlik degerini ise % 0.75 olarak
saptamistirlar. Bagka bir ¢calismada Giindogdu ve dig. (2014), C. orientalis var. orientalis
icin toplam asitligi % 1.78 olarak belirlemisler ve baz1 Crataegus tiirleri i¢in sitrik asidi
baskin organik asit olarak ifade etmistirler. Bircok Crataegus tiiriinde sitrik asidin baskin
organik asit oldugu bilinmekte olup, bunu g¢ogunlukla malik ve siiksinik asit takip
etmektedir (Gundogdu ve dig, 2014; Gurlen ve dig, 2020). Tez g¢alismasi kapsaminda
meyvede bulunan baskin organik asitler malik asit (2.38 = 0.22 g/100 g KA) ve sitrik asit
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(1.29 + 0.04 g/100 g KA) olarak belirlenmistir (Cizelge 4.7). Farkli ¢aligmalarda, C.
orientalis i¢in malik asit icerigi 1.35 g/100 g YA (Gundogdu ve dig, 2014) ve ortalama
2.65 ¢/100 g YA olarak ifade edilmistir (Muradoglu ve dig, 2019).

Tez ¢alismasinda C. orientalis subsp. orientalis’in pH, toplam kuru madde igerigi,
suda ¢ozliniir kuru madde miktari, su aktivitesi ve kiil igerigi ise sirasiyla 4.38 £ 0.01, %
26.11 £ 0.42, 17.25 + 0.50 °Bx, 0.952 + 0.003 ve % 0.66 + 0.03 olarak saptanmuistir.
Tirkiye’nin farkli bolgelerinde yetisen ali¢ genotipleri {izerine gergeklestirilen bir
caligmada toplam ¢oziiniir kuru madde igerigi ve pH degerinin sirasiyla % 11.66-24.00 ve
3.12 ila 4.09 arasinda degistigi bildirilmistir (Yanar ve dig, 2011). Bir baska ¢aligmada ise
Crataegus cinsine ait 15 farkli tiir igin pH (3.03-4.35), titrasyon asitligi (% 0.75-1.17),
toplam kuru madde (% 5.27-19.43) ve suda ¢Oziiniir kuru madde igeriklerinin (% 14.99-

23.43) genis bir aralikta degistigi gosterilmistir (Alirezalu ve dig, 2020).

Meyvelerin  fizikokimyasal o&zellikleri, kalite ve olgunlasmalarinin  &nemli
gostergeleridir. Meyvelerin olgunluk derecesini belirlemede kullanilan maturasyon indeksi
(°Bx/toplam asitlik), meyvenin en ideal olgunluk déneminde tiiketimi igin Onemli bir
parametredir. Bu tez ¢alismasinda maturasyon indeksi 19.99 + 0.31 olarak tespit edilmistir.
Susehri’nde dogal olarak yetisen aliglar tizerine yapilan bir ¢alismada suda ¢oziinen kuru
madde miktarinin 14.80-21.80 °Bx arasinda, asitligin ise % 0.38 ila % 1.58 arasinda
degistigini belirlemistirler (Aglar ve dig, 2020). Arastirmalar, genetik faktorlerin, iklim
ozelliklerinin ve toprak yapisinin meyvelerin biyokimyasal ozelliklerini etkiledigini

gostermistir (Aglar ve dig, 2020).

Cizelge 4.2 : C. orientalis subsp. orientalis meyvesinin fizikokimyasal 6zellikleri.

Fizikokimyasal ézellikler Ortalama = SH
pH 4.38+0.01
Su aktivitesi 0.952 +£0.003
Toplam asitlik (% malik asit) 0.86 +0.01
Toplam kuru madde igerigi (%) 26.11 +0.42
Suda ¢oziinen kuru madde miktart (°BXx) 17.25 + 0.50
Kiil igerigi (%) 0.66 +0.03
Maturasyon indeksi 19.99 +0.31

Meyvelerde goriinimii ve tiiketiciler tarafindan kabul ve tercih edilebilirligini
etkileyen parametrelerden birisi de renktir. Olgun bir alic meyvesinin renginin saridan

yesile, kirmiziya ve koyu mora kadar degisiklik gosterebilecegi bilinmektedir (Aglar ve
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dig, 2020). Tirkiye’de yayilis gosteren Crataegus tiirleri meyve rengi bakimindan biiyiik
farkliliklar sergilemektedir. C. orientalis meyvesi kirmizimsi-turuncu renk gostermektedir
(Yanar ve dig, 2011).

Tez calismasi kapsaminda kullanilan ali¢ meyvelerinin gorseli Sekil 3.1°de ve C.
orientalis subsp. orientalis meyvesinin renk parametrelerine dair edinilen veriler ise
Cizelge 4.3°de ifade edilmistir. Buna gore L*, a* ve b* degerleri sirasiyla 34.94 + 0.92,
30.67 = 0.65 ve 27.34 + 0.43 olarak tespit edilmistir. Bu degerlerden L* parlaklig: ifade
etmekle birlikte L= 0 siyah ve L= 100 beyaza karsilik gelmektedir. +a* degeri kirmiziligi,
—a* degeri yesilligi, +b* degeri sariligi ve —b* degeri ise maviligi gostermektedir. Alig
meyvelerinde renk, beyazdan (diisiikk konsantrasyonlar) maviye (yliksek konsantrasyonlar)
fenolik bilesiklerin igerigi ve konsantrasyonlari ile iliskilendirilmistir (Alirezalu ve dig,
2020).

Cizelge 4.3 : C. orientalis subsp. orientalis meyvesinin renk degerleri.

Renk parametreleri Ortalama £ SH
L* 34.94 +0.92
a* 30.67 + 0.65
b* 27.34 +£0.43
Chroma (C*) 41.08+0.76
Hue agis1 (h°) 41.72 +£0.26
AE 53.93+1.17

Caligmada C* ve h° degerleri sirasiyla 41.08 = 0.76 ve 41.72 + 0.26 olarak
belirlenmistir. C* degeri yiikseldik¢e 6rnegin rengi daha parlak, kiiciildiik¢e ise daha mat
olarak gozlenmektedir. h° degeri ise hue agisimi ifade etmekte olup 0°’ye yaklastik¢a
tirlinde kirmizilig: ifade etmektedir. C. orientalis subsp. orientalis i¢in AE degerinin 53.93

+ 1.17 oldugu belirlenmis olup bu deger toplam renk farkini géstermektedir.

Serge ve dig. (2011) calismalarinda Hatay’da yetisen C. orientalis var. orientalis i¢in
L*, a*, b*, C* ve h° degerlerini sirasiyla 54.3, 30.0, 36.8, 47.9 ve 51.1 olarak ifade
etmisler ve meyvenin kirmizi renkli ve kiiresel sekle sahip olduguna deginmistirler. Baska
bir ¢alismada taze C. orientalis meyvesinde L*, a*, b*, C* ve h° degerlerinin sirasiyla
61.86, 11.65, 49.07, 50.56 ve 76.82 oldugu rapor edilmistir (Coklar ve dig, 2018).
Alirezalu ve dig. (2020), 15 farkli ali¢ tiirii i¢in gergeklestirdikleri ¢alismalarinda C.
orientalis meyvesi i¢in L*, a*, b*, C* ve h° degerlerini sirasiyla 26.89, 27.74, 42.73, 50.97
ve 57.06 oldugunu bildirmistirler.
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4.1.3 Toplam fenolik i¢erik

C. orientalis subsp. orientalis meyvesinden fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu ile
toplam fenolik igerik belirlenmis olup sonuglar 24.91 + 0.19 mg GAE/g KA, 24.77+ 0.14
mg GAE/g KA ve 25.21+ 0.13 mg GAE/g KA olarak tespit edilmistir. Meyvelerin fenolik
icerikleri, genotiplerinden, habitat kosullarindan ve olgunluk diizeylerinden
etkilenmektedir. Fenolik bilesiklerden biri olan flavonoidlerin, Crataegus tiirlerinin 6nemli
farmakolojik aktivitelerinden sorumlu en kritik ve baslica bilesik oldugu bildirilmistir
(Refaat ve dig, 2010). Copra-Janic¢ijevi¢ ve dig. (2018), C. microphylla meyveleri i¢in
ekstrakttaki toplam fenolik igerigin 2.47-8.63 mg GAE/g KA arasinda degistigini
belirlemislerken, Froehlicher ve dig. (2009), C. monogyna meyveleri igin bu degeri 12.82
mg GAE/g KA olarak tespit etmistirler.

Coklar ve dig. (2018), C. orientalis tiiriine ait taze ali¢ meyvesinde toplam fenolik
igerigi, 13.36 mg GAE/g KA olarak belirlemistirler. Yal¢in Dokumaci ve dig. (2021), C.
monogyna Jacqg. var. monogyna tiirii aligta toplam fenolik icerik degerini 9.35 = 1.05 mg
GAE/g olarak saptamustirlar. Cuosmulescu ve dig. (2017) yenilebilir yabani meyveler
tizerine gergeklestirdikleri ¢aligmalarinda C. monogyna tiirii alic meyvesi i¢in toplam
fenolik icerigin 2.03 + 0.10 mg GAE/g YA oldugunu rapor etmistirler. Yine baska bir
calismada Sirnak bolgesinden toplanmig C. monogyna meyvelerinde toplam fenolik icerik
degeri 1.84 £ 0.27 mg GAE/g KA olarak tespit edilmistir (Ceylan ve dig, 2019). Calisma
kapsaminda elde edilen toplam fenolik igerik degerleri, literatiirde belirtilen degerlerden

daha yiiksek olarak tespit edilmistir.

Alig meyvesinde bulunan fenolik bilesikler lizerine tiir ve gesitlerin etkisi olmakla
birlikte meyvenin yetistigi cografi konumun da etkili oldugu bilinmektedir. Bazi
caligmalarda bitki organlarinin fenolik igeriginin genotip ve habitat kosullarindan
etkilendigi ifade edilmekle birlikte, yiikseklik, sicaklik, 1sik ve toprakta bulunan besleyici
madde igeriginin de fenilpropanoid metabolizmasini etkileyebilecegi one siirtilmiistiir
(Martz ve dig, 2010). Bu etkenler ile birlikte hasat zamaninin da fenolik igerigi etkileyen
faktorlerden oldugu bilinmektedir. Ayrica, ali¢ meyvesinin fenolik icerigi, ekstrakt
hazirlama kosullarindan ve polifenollerin kimyasal tayin yonteminden de etkilenmektedir.
Meyvelerin fenolik bilesimi, genetik ve ¢evresel faktorler tarafindan belirlenirken isleme
ve depolama sirasindaki oksidatif reaksiyonlarla degistirilebilmektedir (Robards ve dig,
1999).
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Tahirovi¢ ve Basi¢ (2014), C. monogyna L.’de farkli oranlarda su ve farkli ¢oziiciiler
(su, etanol, metanol) kullanarak yaptiklari ekstraksiyonlarda meyvenin toplam fenolik
igerigin 2.02-4.60 mg GAE/g YA arasinda degistigini tespit etmistirler. Bir baska
calismada C. oxyacantha ali¢ tiirlerinin farkli su oranlar1 ve farkli ¢oziiciiler ile
ekstraksiyonu sonucu toplam fenolik igerigin 2.12—30.63 mg GAE/g YA araliginda oldugu
belirlenmistir (Kosti¢ ve dig, 2012). Caliskan ve dig. (2012), metanol ekstraksiyonunda 15
farkli ali¢ ¢esidinin toplam fenolik igeriginin 26.60-57.10 mg GAE/g KA arasinda
degistigini saptamustirlar. Organik ¢Oziiciilerin su ile belirli oranlarda karigtirildig
ekstraksiyonlarda fenolik veriminde genellikle artis gozlenmektedir (Spigno ve dig, 2007).
Folin-Ciocalteu yontemi ile belirlenen toplam fenolik igerik, olasi enterferans yapan
bilesiklerin (sekerler, aromatik aminler, kiikiirt dioksit, C vitamini, organik asitler, yaniltici
derecede yiiksek sonuglar iiretebilen demir (I1) ve polifenolik olmayan diger maddeler)
varligi nedeniyle ekstraktlarda bulunan polifenolik bilesiklerin miktar ve kalitesinin tam bir
temsilini sunmamaktadir (Singelton ve dig, 1999). Bu sebeple yapilan ¢alismalardan elde
edilen verilerin degiskenlik gosterdigi distiniilmektedir. Bu farkliliklarda yetistirme
kosullari, dogal habitat, genotip, biiyiime evresi, ekstraksiyon prosediirii, ekstraksiyonda
kullanilan ¢zgen icerigi ve toplam fenolik tayin yontemi gibi faktorler etkilidir (Savikin
ve dig, 2017).

4.1.4 Antioksidan aktivite degerleri

Antioksidan kapasite, gidalardaki ve biyolojik sistemlerdeki redoks molekiillerinin
serbest radikalleri temizleme yetenegini tanimlamakta olup bu deger tek bir bilesigin
etkisinden ziyade tiim biyoaktif bilesiklerin katki ve sinerjistik etkilerini gbz oniine
sermektedir (Lou ve dig, 2020). Meyvelerin antioksidan o&zellik gostermeleri
bilesimlerinde yer alan fenolik bilesiklerden ileri gelmektedir. C. orientalis subsp.
orientalis meyve ekstraktlarinda bulunan antioksidan aktivite degerleri DPPH, ABTS ve
FRAP olmak iizere {i¢ farkli yonteme gore belirlenmis olup edinilen antioksidan aktivite

degerleri Cizelge 4.4’te ifade edilmistir.

Cizelge 4.4 : C. orientalis subsp. orientalis meyve ekstraktlarinda bulunan antioksidan
aktivite degerleri.

Yontem Ortalama = SH
DPPH (mmol TE/kg KA) 159.24 + 1.04
ABTS (mmol TE/kg KA) 119.77 £ 0.26
FRAP (mmol TE/100 g KA) 3.52+0.11
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4.1.4.1 DPPH

Ekstraktlarin serbest radikal siipirme giicii, serbest DPPH radikalleri kullanilarak
kararsiz hidrojen atomunu serbest radikallere iletebilme veya radikal siipiirme kabiliyeti
acisindan olgilmistiir. Analizler 3 tekrar olacak sekilde gerceklestirilmis olup meyve
ekstraktlarinin DPPH radikal siipiirme giigleri 158.19 + 0.06 mmol TE/kg KA, 160.26 +
0.26 mmol TE/kg KA ve 159.26 + 0.52 mmol TE/kg KA olarak belirlenmistir.

Coklar ve dig. (2018), taze C. orientalis tiiriine ait alig meyvesinde DPPH
yontemiyle antioksidan aktiviteyi 35.78 mmol TE/kg KA olarak belirlemislerken Ruiz-
Rodriguez ve dig. (2014), calismalarinda C. monogyna Jacg. i¢in ayn1 degeri ortalama 15.4
mmol TE/kg KA olarak saptamistirlar. Bagka bir ¢alismada C. orientalis tiiriine ait aligta
farkli ¢oziiciilerin fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu iizerine etkisini incelemisler ve DPPH
yontemine gore antioksidan aktiviteyi en yiiksek 40.6 mmol TE/kg KA oldugunu
bildirmistirler (Coklar ve Akbulut, 2016). Yine farkli bir calismada ali¢ meyvesinde DPPH
yontemine gore antioksidan aktivite degeri 0.32 mmol TE/100 g YA olarak ifade
edilmigken Liu ve dig. (2019) ise ¢alismalarinda ayni1 degeri 34.8 mmol TE/kg KA olarak
saptamustirlar. Bu tez caligmasinda oldugu gibi c¢alismalardan, yiiksek toplam fenolik
icerige sahip meyvelerin her zaman yiiksek antioksidan aktivite degerleri sunmadigi ve
meyvelerde Dbulunan antioksidan aktivitenin dogrudan toplam fenolik igerikten

etkilenmedigi anlagilmaktadir.

Fenolik  bilesiklerin  antioksidan aktivitelerinde kimyasal yapilar1 kadar
konsantrasyonlar1 da etkili olmaktadir. Genel olarak flavonoidler, antioksidan aktiviteye
katkida bulunan yapisal elementlerden (B halkasinda bir orto-dihidroksi yapisi (3',4'- OH),
C halkasinda bir 4-okso fonksiyonu ile birlestirilmis 2,3- ¢ift bag ve 3 ve 5
pozisyonlarindaki hidroksil gruplari) bir veya daha fazlasinin mevcudiyeti nedeniyle

fenolik asitlerden daha yiiksek antioksidan aktivite gostermektedir (Lou ve dig, 2020).

4.1.4.2 ABTS

ABTS, hem lipofilik hem de hidrofilik antioksidanlara uygulanabilen bir renk
giderme yontemi olmakla birlikte, ABTS’nin potasyum persiilfat ile oksidasyonu ile
ABTS" tretilmekte ve hidrojen veren antioksidanlarin varhiginda indirgenmektedir. Tez
calismas1 kapsaminda analizler 3 tekrar olacak sekilde gergeklestirilmistir. Meyve
ekstraktlarinin ABTS yontemi ile belirlenen antioksidan aktivite degerleri mmol TE/kg KA
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olarak ifade edilmis olup sonuglar 119.51 + 0.41 mmol TE/kg KA, 119.77 £+ 0.45 mmol
TE/kg KA ve 120.02 + 0.41 mmol TE/kg KA olarak tespit edilmistir.

C. orientalis tiirine ait taze meyvede gerceklestirilen bir ¢alismada ABTS yontemi
ile belirlenen antioksidan aktivitenin 57.74 mmol TE/kg KA oldugu ifade edilmisken C.
monogyna Jacq. tiirii alicin kullanildig: farkli bir ¢alismada ABTS antioksidan aktivite
degeri ortalama 37.7 mmol TE/kg YA olarak saptanmigtir (Maria Ruiz-Rodriguez ve dig,
2014; Coklar ve dig, 2018).

4.1.4.3 FRAP

Demir indirgeme giicli, elektron transfer reaksiyonuna dayanan bir yontemdir.
Potansiyel bir antioksidan, mavi bir kompleks olusturarak, diisiik pH’da Fe*® iyonunu, Fe*2
iyonuna indirgemektedir. Analizler 3 tekrar olacak sekilde gergeklestirilmis olup meyve
ekstraktlarinin FRAP yontemi ile belirlenen antioksidan aktivite degerleri mmol TE/100 g
KA olarak ifade edilmistir. Sonuglar 3.47 + 0.13 mmol TE/100 g KA, 3.60 + 0.19 mmol
TE/100 g KA ve 3.51 + 0.03 mmol TE/100 g KA olarak belirlenmistir.

Mraihi ve dig. (2013) g¢alismalarinda C. monogyna ve C. azarolus tiirii alig
piirelerinde FRAP yo6ntemi ile antioksidan aktiviteyi sirasiyla 5.44 mM TE ve 4.40 mM TE
olarak belirlemislerken Ruiz-Rodriguez ve dig. (2014) C. monogyna Jacg. i¢in ayni degeri
ortalama 7.11 mmol TE/100 g YA olarak saptamistirlar. Ceylan ve dig. (2019), Sirnak
bolgesinden toplanmis C. monogyna meyvelerinde FRAP yontemine gore antioksidan
aktiviteyi 0.04 = 0.00 umol Fe/g KA olarak ifade etmistirler. Yine baska bir ¢alismada C.
pinnatifida Bge. tiirii alicta FRAP yontemiyle antioksidan aktivite belirlemesi
gerceklestirilmis ve bu degerin 2.07 mmol TE/100 g KA oldugu tespit edilmistir (Liu ve
dig, 2019).

4.1.5 HPLC analizleri

C. orientalis subsp. orientalis meyve ekstraktinda 9 fenolik bilesik igin HPLC
sisteminde belirlemeye gidilmis olup elde edilen kromatogramlar Sekil 4.1’de ve elde

edilen veriler Cizelge 4.5’te ifade edilmistir.

Cizelge 4.5’e gore, alig meyve ekstraktinda en fazla bulunan fenolik bilesikler
prosiyanidin B2 (644.50 = 0.26 mg/kg KA), klorojenik asit (267.82 + 0.29 mg/kg KA),
rutin (233.84 = 0.10 mg/kg KA) ve (+)-katesin (198.10 = 0.03 mg/kg KA) olarak
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belirlenmisken en az bulunan fenolik bilesigin ise kafeik asit (0.18 £ 0.01 mg/kg KA)
oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.5 : C. orientalis subsp. orientalis meyvesinin fenolik bilesik igerigi (mg/kg KA).

Dalga boyu Fenolik bilesikler Ortalama + SH

Gallik asit 1.74 £0.00
(+)-Katesin 198.10 £ 0.03

280 nm Prosiyanidin B2 644.50 + 0.26
(-)-Epikatesin 195.19 £ 0.58
Sirincik asit 30.63 £0.49
Klorojenik asit 267.82 +0.29

320 nm Kafeik asit 0.18 £0.01
p-Kumarik asit 30.40+0.18

360 nm Rutin 233.84+0.10

Alig giiclii antioksidan aktivite sergileyen fenolik bilesikleri 6nemli miktarda
icermekte ve bu bilesiklerin ¢ogunu flavan-3-0l monomer birimlerinden meydana gelen
proantosiyanidinler olusturmaktadir (Chai ve dig, 2014). Bu tez calismasi kapsaminda
oldugu gibi C. orientalis meyvelerinin fenolik igeriklerini inceleyen Coklar ve Akbulut
(2016), metanol:su ile gergeklestirdikleri ekstraksiyon sonucu en yiiksek miktarda bulunan

fenolik bilesigi prosiyanidin B2 olarak tanimlamustirlar.

Wen ve dig. (2015), C. pinnatifida tiiriine ait ti¢ farkli alig¢ ¢esidinde prosiyanidin B2,
epikatesin ve klorojenik asidin en fazla bulunan fenolik bilesikler oldugunu ifade
etmistirler. Muradoglu ve dig. (2019), Crataegus’un dort farkli tiirliniin meyvelerinde
bulunan baslica fenolik bilesiklerin rutin, katesin ve kafeik asit oldugunu bildirmislerken,
Culum ve dig. (2018), C. x subsphaericea tiirine ait meyvede rutin, gallik asit ve
klorojenik asit iceriklerinin sirasiyla 30.00 £ 10.00 mg/kg KA, 1.00 £+ 0.00 mg/kg KA ve
350.00 £ 20.00 mg/kg KA oldugunu belirlemistirler. Baska bir ¢caligmada Pavlovi¢ ve dig.
(2019), C. pentagyna Willd. tiirii meyvelerde en fazla bulunan fenolik bilesiklerin (-)-
epikatesin ve prosiyanidin B2 oldugu sonucuna varmistirlar. Cin’de yetistirilen iki farkli
ali¢ tiirti (C. pinnatifida Bge. var. major N.E.Br. ve C. pinnatifida Bge. var.) meyvesinin
incelendigi bir baska ¢alismada ise her iki tiirde de en fazla bulunan fenolik bilesiklerin
epikatesin ve prosiyanidin B2 oldugu ifade edilmistir (Zheng ve dig, 2018). Mevcut
calismada kullanilan alig meyvelerinin fenolik bilesik¢e zengin oldugu belirlenmis olup

calismada edinilen veriler literatiir ile benzerlik gostermistir.
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Sekil 4.1 : HPLC ile farkli dalga boylarinda elde edilen kromatogramlar (A: 280 nm, B:
320 nm ve C: 360 nm).

B-karoten, A vitamini sentezinde 6nciil olmakla birlikte meyve ve sebzelerde yaygin
olarak bulunan, yagda ¢o6ziinen antioksidan bir madde olup, viicudumuzda baslica
epidermis ve Kkaracigerde depolanmaktadir. Karotenoid yapida olan ve baslica
terpenoidlerde bulunan [-karoten, genellikle havu¢ ve yesil yaprakh bitkilerde
bulunmaktadir (Weber ve Grune, 2012). B-karoten, bagirsak epitel hiicrelerinde ve
palmitatta A vitaminine doniismektedir (Coteli ve Karatas, 2017). A vitamini, viicudun
enfeksiyonlara karsi direncini arttirmada, gérme fonksiyonlarinda, kemik biiyiimesinde,
cilt gelisiminde, hiicre bolinmesinde, iremede ve ayrica bagisiklik sistemini

giiclendirmede 6nemli fonksiyonlara sahiptir (Debelo ve dig, 2017).
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Mevcut tez calismasinda C. orientalis subsp. orientalis meyvesinin HPLC sisteminde
B-karoten ve A vitamini igerigi belirlemesi sirasiyla 450 nm ve 325 nm dalga boylarinda
gerceklestirilmis olup elde edilen veriler Cizelge 4.6’da ifade edilmistir. Mevcut ¢calismada
C. orientalis subsp. orientalis meyvesinin B-karoten igerigi 210.66 = 0.30 mg/kg KA

olarak belirlenmisken A vitamini igerigi 49.15 + 0.99 mg/kg KA olarak tespit edilmistir.

Cizelge 4.6 : C. orientalis subsp. orientalis meyvesinin p-karoten ve A vitamini igerigi

(mg/kg KA).
Parametreler Ortalama * SH
[-karoten 210.66 + 0.30
A vitamini 49.15+0.99

Barros ve dig. (2010), C. monogyna tiiriine ait olgun meyvelerin 548.4 + 1.0 mg/kg
KA diizeyinde B-karoten igerdigini rapor etmistirler. Lou ve dig (2020), HPLC sisteminde
dondurulmus organik ali¢ meyvelerinde -karoten saptayamamustirlar. Bagka bir ¢alismada
ise Malatya’da yetisen C. laevigata meyvesinde A vitamini ve [-karoten igeriginin
sirasiyla 1.14 + 0.11 mg/kg YA ve 3.87 + 0.38 mg/kg YA oldugu ifade edilmistir (Ibrahim
ve dig, 2017).

C. orientalis subsp. orientalis’in HPLC sisteminde belirlenen seker (glukoz, fruktoz
ve maltoz) ve organik asit (malik asit ve sitrik asit) i¢erigine dair elde edilen konsantrasyon
degerleri Cizelge 4.7°de belirtilmistir. Mevcut ¢alismada meyvede bulunan temel sekerleri
fruktoz ve glukoz olusturmakta olup konsantrasyonlari sirastyla 22.19 + 0.02 g/100 g KA
ve 15.02 + 0.04 g/100 g KA olarak tespit edilmistir.

Cizelge 4.7 : C. orientalis subsp. orientalis meyvesinin organik asit ve seker icerigi (g/100

g KA).
Parametreler Ortalama + SH
Glukoz 15.02 + 0.04
Fruktoz 22.19 £0.02
Maltoz 1.30 £ 0.02
Malik asit 2.38+0.33
Sitrik asit 1.29+0.04

Muradoglu ve dig. (2019), C. orientalis var. orientalis Pallasex. Bieb i¢in glukoz,
fruktoz ve maltoz igerigini sirasiyla 9.89 g/100 g YA, 17.16 g/100 g YA ve 0.036 ¢g/100 g
YA olarak saptamigtirlar. Bir bagka ¢aligmada ise C. orientalis var. orientalis meyvelerinde
glukoz ve fruktozun sirastyla 11.82 + 0.14 g/100 g YA ve 16.63 + 0.15 g/100 g YA oldugu
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ifade edilmistir (Gundogdu ve dig, 2014). Yine baska bir ¢aligmada Cin’de yetistirilen alig
meyvelerinde glukoz ve fruktoz igeriklerinin sirasiyla 5.78-12.22 g/100 g KA ve 7.04-
13.43 g/100 g KA arasinda degistigi bildirilmistir (Liu ve dig, 2010). Diger ¢alismalarda
oldugu gibi mevcut tez calismasinda da fruktoz miktarinin glukoza gore daha yliksek

oldugu sonucu elde edilmistir.

Tez calismasi kapsaminda meyvede belirlenen organik asitler ise malik asit (2.38 +
0.33 ¢/100 g KA) ve sitrik asit (1.29 = 0.04 ¢g/100 g KA) olarak degerlendirilmistir
(Cizelge 4.7). Liu ve dig (2010), Cin’de yetistirilen C. pinnatifida var. major meyveleri
tizerinde yaptiklar1 bir ¢aligmada malik ve sitrik asit igeriklerini sirasiyla 0.72 g/100 g KA
ve 4.84 g/100 g KA olarak bildirmistirler. Baska bir ¢alismada ise dort farkli alig tiirline ait
meyvelerde malik asit ve sitrik asit igeriklerinin sirasiyla 2.48-4.21 g/100 g YA ve 0.66-

3.03 g/100 g YA arasinda degistigi rapor edilmistir (Muradoglu ve dig, 2019).

4.2 Ali¢ Suyu Analizleri

4.2.1 Ali¢ suyunda baz fizikokimyasal 6zellikler

Alig suyunun baz1 fizikokimyasal 6zellikleri Cizelge 4.8’de ifade edilmistir. Buna
gore alig suyunda pH, su aktivitesi, toplam asitlik, toplam kuru madde igerigi ve suda
¢oziinen kuru madde igerigi sirasiyla 4.56 = 0.01, 0.966 + 0.001, % 0.27 + 0.01 (malik
asit), % 5.20 + 0.00 ve 5.0 + 0.1 °Bx olarak tespit edilmistir.

Cizelge 4.8 : Alig¢ suyunun fizikokimyasal 6zellikleri.

Fizikokimyasal 6zellikler Ortalama = SH
pH 4.56 £0.01
Su aktivitesi 0.966 = 0.001
Toplam asitlik (% malik asit) 0.27 £0.01
Toplam kuru madde igerigi (%) 5.20+0.00
Suda ¢oziinen kuru madde miktart (°Bx) 5.0+0.1

4.2.2 Ali¢ suyunda toplam fenolik icerik ve antioksidan aktivite degerleri

Alig suyunun toplam fenolik igerik ve antioksidan aktivite degerleri (DPPH, ABTS
ve FRAP) Cizelge 4.9’da belirtilmistir. Buna gore, enkapsiilasyon i¢in formilasyona dahil
edilen ali¢ suyunda toplam fenolik igerik 14.78 + 0.29 mg GAE/g KA olarak belirlenmistir.
Ayrica DPPH, ABTS ve FRAP analizleri sonucu edinilen antioksidan aktivite degerleri ise
sirastyla 36.70 = 0.14 mmol TE/ kg KA, 79.52 + 0.06 mmol TE/ kg KA ve 0.61 + 0.02
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mmol TE/100 g YA olarak tespit edilmistir. Boylece enkapsiilasyonda kullanilan alig

suyunda fenolik bilesiklerin var oldugu sonucuna ulagilmustir.

Cizelge 4.9 : Alig suyunun toplam fenolik igerik ve antioksidan aktivite degerleri.

Yontem Ortalama + SH
Toplam fenolik icerik (mg GAE/g KA) 14.78 £ 0.29
DPPH (mmol TE/kg KA) 36.70 +0.14
ABTS (mmol TE/kg KA) 79.52 +0.06
FRAP (mmol TE/100 g YA) 0.61 +0.02

Enkapsiilasyonda kullanilacak olan ali¢ suyunun toplam fenolik igerik ve antioksidan
aktivite degerleri Sekil 4.2’de verilmistir. Ali¢ suyunda toplam fenolik igerik ve
antioksidan aktivitenin meyveye kiyasla daha diisiik miktarda tespitinin seyreltme

isleminden kaynaklandig diistiniilmektedir.
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5120,0 -
>
(%]
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S 80,0 A
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X 400 1 2496 ’
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. - 3,520,61
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Toplam fenolik DPPH ABTS FRAP
icerik (mmol TE/kg (mmol TE/kg (mmol TE/g YA)
(mg GAE/g KA) KA) KA)

E Alig ® Alig suyu

Sekil 4.2 : Alig ve ali¢ suyunun toplam fenolik igerik ve antioksidan aktivite degerleri.
4.2.3 Ali¢ suyunun organik asit ve seker igerigi

HPLC sisteminde ali¢ suyunun seker (glukoz, fruktoz ve maltoz) ve organik asit
(malik asit ve sitrik asit) icerigi incelenmis ve edinilen veriler Cizelge 4.10°da
belirtilmistir. Cizelge 4.10°da goriildiigi gibi, ali¢ suyunda bulunan malik asit ve sitrik asit
konsantrasyonlari sirasiyla 0.32 + 0.03 g/100 g KA ve 0.16 £ 0.04 g/100 g KA olarak tespit
edilmistir. Alig suyunda glukoz ve fruktoz sirasiyla 1.59 + 0.19 g/100 g KA ve 2.33 + 0.27
9/100 g KA olarak belirlenmisken maltoz tespit edilmemistir. Enkapsiilasyonda kullanilan

ali¢c suyunun bilesiminde seker ve asit varliginin s6z konusu oldugu goriilmektedir.
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Cizelge 4.10 : Alig¢ suyunun organik asit ve seker igerigi (g/100 g KA).

Parametreler Ortalama = SH
Glukoz 1.59+0.19
Fruktoz 2.33+0.27
Maltoz TE"
Malik asit 0.32+0.03
Sitrik asit 0.16 = 0.04

“TE: Tespit edilmemistir.
4.3 Enkapsiilasyon Verimi

Kaplama malzemesi formiilasyonlari, MD ve IN’nin farkli oranlarda kullanilmasiyla
elde edilmistir. Bu formiilasyonlardan F1; % 30 (w/v) MD, F2; % 20 (w/v) MD ve % 10
(w/v) IN ve F3; % 15 (w/v) MD ve % 15 (w/v) IN’den olusmaktadir. F1, F2 ve F3 gore

elde edilen enkapsiillerin enkapsiilasyon verimleri Sekil 4.3’te gosterildigi gibidir.
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S 60,00 -
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F1 F2 F3
Formiilasyon

Sekil 4.3 : Formiilasyonlara gore enkapsiilasyon verimi (%).
(F1: % 30 (w/v) MD, F2: % 20 (w/v) MD ve % 10 (w/v) IN, F3: % 15 (w/v) MD ve % 15 (w/v) IN.)
F1 (% 71.53 + 1.87) formiilasyonuna gore elde edilen enkapsiilasyon veriminin F2
(% 68.56 + 1.40) ve F3 (% 66.65 + 1.34) formiilasyonuna goére elde edilen verimlerden
daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.11). Enkapsiilasyonda kullanilan kaplama
malzemesinde iniilin oraninin artmasiyla birlikte enkapsiilasyon veriminde diisiis oldugu

gbzlenmistir.

Kalita ve dig. (2018), puskiirterek kurutma yonteminin kullanildigi ve kaplama
malzemesi olarak yalnizca maltodekstrin kullanimi ile gergeklestirilen co-enkapsiilasyon
isleminde enkapsiilasyon veriminin % 75.27 oldugunu ve maltodekstrine pektin ilavesiyle

birlikte enkapsiilasyon veriminde diisiis oldugunu bildirmistirler.
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izelge 4.11 : Formilasyonlara gore elde edilen enkapsiilasyon verimi (%).
Cizelg y g psiilasy (%)

Formiilasyon Enkapsiilasyon verimi (%0)
F1 7153 +1.87°
F2 68.56 + 1.40%"
F3 66.65 + 1.342

Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir.

@b Aym siitundaki farkl {ist simge harfler, enkapsiiller arasindaki énemli farkliliklar1 (P< 0.05)

gostermektedir.

F1: % 30 (w/v) MD, F2: % 20 (w/v) MD ve % 10 (w/v) IN, F3: % 15 (w/v) MD ve % 15 (w/v)

IN.

Upadhyay ve Dass J (2020), kaplama malzemesi olarak % 20 maltodekstrin, % 10
maltodekstrin ile % 10 iniilin ve yalnizca % 20 iniilini kullandiklart puskiirterek
kurutulmus sinbiyotik guava suyu enkapsiillerinde enkapsiilasyon verimini sirasiyla % 70,
% 68 ve % 65 olarak belirlemistirler. Bagka bir ¢aligmada piiskiirterek kurutma yontemi ile
enkapsiilasyonda kaplama malzemesi olarak maltodekstrin ve iniilin kullanimi ile
enkapsiilasyon veriminin sirastyla % 47.30 ila % 60.60 ve % 30.42 ila % 38.05 arasinda
degistigi belirtilmistir (Goélo ve dig, 2020). Guergoletto ve dig. (2017), kaplama
malzemesi olarak maltodekstrinin kullanimi ile elde edilmis piiskiirterek kurutulmus

fermente jucara pulpunda verimi % 57 olarak ifade etmistirler.

Maltodekstrin, biyoaktif bilesiklerin stabilitesini saglama yetenegine sahip hidrolize
bir nisastadir. Diisiik viskozite ve yiiksek ¢oziiniirlik gosteren maltodekstrin, kuruma
ozelliklerine ve film olusturma yetenegine sahip disiik maliyetli bir polisakkarittir.
Polisakkaritlerin molekiil agirliklarinin ve ayrica piskiirterek kurutucuya beslenen
cozeltilerin viskozitesinin iriin verimi Tlizerinde etkili oldugu bilinmekle birlikte
polisakkaritlerin molekiil agirhiginin ve viskozitesinin artist ile {iriin veriminde azalma
meydana gelmektedir (Goélo ve dig, 2020). Enkapsiilasyon verimi, esas olarak kati
iceriginden ve puskiirterek kurutucuda sicak hava giris sicakligindan etkilenebilmektedir.
Kat1 igerigi ve sicak hava giris Sicakligi ne kadar yiiksek olursa, hizli kabuk olusumu
meydana gelmekte ve boylece beklenen verim o kadar yiiksek olmaktadir (Gharsallaoui ve
dig, 2007). Ayrica enkapsiilasyon verimi tizerinde kaplama malzemesi afinitesinin ve

cekirdek malzemenin de etkili oldugu ifade edilmektedir (Flores-Mancha ve dig, 2020).

4.4 Enkapsiilasyon Etkinligi

Probiyotikler, c¢evresel sicaklik, oksijen, pH ve bagil nem gibi bazi iiretim

degiskenlerine duyarli canli mikroorganizmalardir. Piiskiirterek kurutma isleminde sicaklik
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uygulamasi Sebebiyle probiyotiklerin canli hiicre sayilarinda kayip yasanabilmektedir.
Ciinkii mikroorganizmalar 1s1 inaktivasyonuna ve dehidrasyona maruz kalmalar1 nedeniyle
onemli Ol¢lide azalma yasamaktadir. Ancak probiyotik irlinlerde sadece
mikroorganizmalarin canli kalmas: degil, ayn1 zamanda {iriin igerisinde bulunan canl

hiicre sayis1 da 6nemli bir parametreyi olusturmaktadir.

Dehidrasyon ile bakteri hiicrelerinden suyun uzaklastirilmasi, hiicre bilesenlerine
fizyolojik zarar verebilmekte ve hiicre zarmin yirtilmasina neden olabilmektedir. Asiri
sicaklik ise, bakteri hiicrelerinin protein ve niikleik asit gibi makromolekiillerinin daha
yiiksek sirali yapisini agmakta, monomerik birimler arasindaki baglantiy1 koparmakta ve
bunun sonucunda monomerlerin yok olmasina neden olarak bakteriyel oliime yol
acmaktadir (Corcoran ve dig, 2008). Ayrica, piskiirterek kurutma sirasinda hiicrelerin
biiyiik hacimde hava ile temas etmesi sonucu hiicresel membranlarin lipid oksidasyonu
meydana gelmekte ve bu da fiziksel degisikliklere neden olabilmektedir (Corcoran ve dig,
2004; Fu ve Chen, 2011).

Piskiirterek kurutma gibi sicaklik kullanilan islemlerde dehidrasyon ile birlikte,
giris/cikis hava sicakliklari, kalma siiresi ve besleme hizi gibi kurutma parametrelerine
bagli olarak hiicrelerin inaktivasyonu artabilmektedir (Guergoletto ve dig, 2017). Kurutma
isleminden sonra probiyotiklerin canliliginin, paketleme (ambalaj malzemesi, 151k ve
oksijen gegirgenligi), depolama kosullari (sicaklik, bagil nem ve su aktivitesi) ve uyarilan
ozmotik basing nedeniyle enkapsiiliin ¢oziintirligii gibi farkli faktorlerden etkilendigi
bildirilmektedir (Nazari Kermanshahi ve dig, 2021). Ayrica kurutma islemi sirasinda
probiyotik tiirli, kurutma sicakligt ve besin Dbilesimi de bakteri durumunu
degistirebilmektedir. Yiiksek antioksidan aktiviteye sahip fenolik bilesiklerin dehidrasyon
hasart lizerine hiicreleri korudugu ve dehidrasyon sirasinda daha diisiik 6liim oranina neden

olabildigi bildirilmistir (Teixeira ve dig, 2014).

Tez calismasinda farkli formiilasyonlarda (F1, F2 ve F3) hazirlanan enkapsiillerde L.
acidophilus igin canli koloni sayisi {izerinden enkapsiilasyon etkinligi belirlenmis olup
degerlendirmede 2 farkli yontem kullanilmigtir. Birinci yontemde logaritmik olarak canh
koloni sayim sonuglart iizerinden ikinci yontemde ise canli koloni sayim sonuglari
tizerinden hesaplamalar gergeklestirilmistir. Enkapsiilasyon islemi OnceSi hazirlanan
enkapsiilasyon ¢ozeltilerinde ve enkapsiilasyon sonrasi elde edilen enkapsiillerde bulunan
canli koloniler koloni sayim cihazinda sayilmistir. Cizelge 4.12°de bu 2 ydntem

kullanilarak piiskiirterek kurutuma yontemi ile kurutma oncesi ve kurutma sonrasi koloni
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sayim sonuglar lizerinden enkapsiilasyon etkinligi Sonuglar ifade edilmistir. Buna gore,
piskiirterek kurutma islemi sonucu F1, F2 ve F3 formiilasyonlarina gore hazirlanmis olan
enkapsiillerde canli koloni sayisi sirastyla 8.32 + 0.08 log kob/mL, 8.23 + 0.03 log kob/mL
ve 8.24 + 0.05 log kob/mL olarak belirlenmis olup canli sayis1 bakimindan istatistiksel

acidan 6nemli bir fark tespit edilmemistir (P>0.05).

Bir {irinlin probiyotik sayilmasi i¢in en az 6.0 log kob/mL olacak seviyede canli
mikroorganizma i¢ermesi gerckmektedir. Elde edilen enkapsiillerde bulunan canli sayisi,
terapotik fayda saglamak igin gerekli olan minimum probiyotik miktarinin {izerindedir. F1,
F2 ve F3 formiilasyonlar1 igin enkapsiilasyon etkinligi degerleri, birinci hesaplama
yontemine gore sirasiyla % 98.01 + 0.00, % 98.14 + 0.06 ve % 98.27 + 0.06 olarak
belirlenmisken (P<0.05) ikinci hesaplama yontemine gore bu degerler sirasiyla % 67.77 +
0.22, % 69.88 = 0.84 ve % 71.66 + 0.97 olarak saptanmistir. 2 farkli hesaplama
yonteminden elde edilen sonuglar incelendiginde F1 ve F2 formiilasyonlar: ile
kiyaslandiginda F3 formiilasyonu ile elde edilen enkapsiillerin daha yiiksek enkapstilasyon
etkinligi sergiledigi goriilmektedir. Burada iniilinin prebiyotik etkisinin canlilig1 etkilemis
olabileceginden soz edilebilmektedir. Bu baglamda, in vitro gastrointestinal kosullarda ve
meyve suyunda stabilite analizlerinde F3 formiilasyonuna gore iretilen enkapsiillerin

kullanilmasina karar verilmis olup analizler bu dogrultuda gerceklestirilmistir.

Dias ve dig. (2018), kaplama malzemesi olarak iniilin ve maltodekstrin kullanarak
carkifelek suyu ile B. animalis ssp. lactis BB-12’nin piiskiirterek kurutma yontemi ile
enkapsiilasyonunu gergeklestirmistirler. Ayni ¢alismada enkapsiilasyon etkinliklerinin %
79.11 ila % 86.67 arasinda degistigi ve iniilinin kaplama malzemesi formiilasyonuna dahil
edilmesiyle enkapsiilasyon etkinliginde artis gozlendigi ifade edilmistir. Iniilinin prebiyotik
etkisi bilinmekle birlikte iniilin mevcudiyeti ile kurutma islemine giren hiicrelerin hiicre
zarinin bozulmasi 6nlenmekte ve dolayisiyla enkapsiilasyon sirasinda bakterilerin canli
kalmasi iizerinde olumlu etkisi goriilmektedir (Nilsang, 2021). Baska bir ¢alismada L.
casei NRRL B-442 susunun piiskiirterek kurutma yontemi ile enkapsiilasyonunda kaplama
malzemesi olarak % 20 maltodekstrin kullanimi ile probiyotiklerin % 77’sinin canli kaldig1
bildirilmigstir (Pereira ve dig, 2014). Anekella ve Orsat (2013), piiskiirterek kurutma ile
ahududu suyunda probiyotikleri enkapsiile etmigler ve optimize edilmis kosullarda
probiyotiklerin canli kalma durumunu % 81.17 olarak rapor etmistirler. Ghandi ve dig.
(2014), L. lactis starter kiltiiriiniin piiskiirterek kurutulmasi igin en iyi giris ve ¢ikis hava

sicakligt degerlerinin sirasiyla 130 °C ve 65 °C oldugunu ifade etmistirler.
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Cizelge 4.12 : Kaplama malzemesi olarak maltodekstrin ve iniilin kullanimui ile ali¢ suyu ve L. acidophilus’un piiskiirterek kurutulmasindan 6nce
ve sonra canli koloni sayis1 ve enkapsiilasyon etkinligi (%).

Birinci hesaplama yontemi

Formiilasyon Canl koloni sayisi Logaritmik azalma Enkapsiilasyon etkinligi
Kurutma 6ncesi log No Kurutma sonrasi log N (log No-log N) (%)
(log kob/mL) (log kob/mL)
F1 8.49 £ 0.092 8.32+0.08? 0.17 + 0.00° 98.01 + 0.00?
F2 8.39£0.032 8.23 +£0.03? 0.16 £0.012 98.14 + 0.06°
F3 8.39+0.032 8.24 + 0.05% 0.15+0.018 98.27 + 0.06°

ikinci hesaplama yontemi

Formiilasyon Canhl koloni sayisi Azalma Enkapsiilasyon etkinligi
Kurutma 6ncesi No Kurutma sonrasi N (No- N) (%)
(x107 kob/mL) (x10” kob/mL)
F1 31.00 £ 6.00? 21.00 + 4.00? 10.00 = 2.00? 67.77 £ 0.222
F2 24.33 +1.53% 17.00 + 1.00? 7.33+0.582 69.88 + 0.84°
F3 24.67 + 3.06% 17.67 £2.082 7.00 + 1.00? 71.66 + 0.97°

Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir.
&C: Aym siitundaki farkli ist simge harfler, enkapsiiller arasindaki 6nemli farkliliklart (P < 0.05) gostermektedir.
F1: % 30 (w/v) MD, F2: % 20 (w/v) MD ve % 10 (w/v) IN, F3: % 15 (w/v) MD ve % 15 (w/v) IN.
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4.5 Enkapsiillerde Fiziksel Olgiimler

En yiiksek enkapsiilasyon etkinliginin elde edildigi formiilasyona (F3) gore ali¢ suyu
icermeyen enkapsiil (P3) ve bos enkapsiil (BK3) hazirlanmistir. Fiziksel 6l¢timler F1, F2,

F3, P3 ve BK3 formiilasyonlarina gore elde edilen enkapsiillerde gerceklestirilmistir.

4.5.1 Yogunluk

Enkapsiillerin yogunluklar1 Cizelge 4.13’te incelendiginde en diisiik yogunluga (0.36
+ 0.01 g/mL) sahip enkapsiiliin BK3 formiilasyonu ile elde edilen bos enkapsiil oldugu
goriilmiisken, en yiiksek yogunluga (0.46 + 0.02 g/mL) sahip enkapsiilin ise F1
formiilasyonuna gore hazirlanan enkapsiil oldugu belirlenmistir (P<0.05). F1, F2 ve F3
formiilasyonlar1 degerlendirildiginde en diisiik yogunlugun (0.40 + 0.01 g/mL) kaplama
malzemesi olarak % 15 (w/v) MD ve % 15 (w/v) IN kullanimi ile hazirlanan F3
formiilasyonunda oldugu saptanmistir. Kingwatee ve dig. (2015), ¢alismalarinda kaplama
malzemesi olarak yalnizca maltodekstrini ve maltodekstrin ile iniilinin kombinasyonunu
kullanmiglar ve yogunlugun (0.42 g/mL) iniilin ilavesiyle tretilen enkapsiillerde daha
diisiik oldugunu bildirmistirler. Nem igerigi enkapsiillerde yogunlugu etkileyebilen bir
parametredir. Nem igeriginin artis géstermesiyle beraber yogunluk degerlerinin azaldigi
gozlenmistir. Tez ¢alismast kapsaminda edinilen veriler literatiir ile benzerlik

gostermektedir.

4.5.2 Coziiniirlik

Cizelge 4.13’te goriildiigi gibi ¢oziiniirligiin kullanilan kaplama malzemesine gore
degistigi ve kaplama malzemesi olarak maltodekstrin ve iniilin kullanilarak elde edilen
enkapsiillerin biitiin tretimlerde % 90’ iizerindeki degerlere ulasan oranlarda yiiksek
¢oziiniirliik 6zelligi sergiledikleri belirlenmistir. Nem igerigi ve su aktivitesindeki artis ile
birlikte ¢oziiniirliigiin artti1 tespit edilmis ve en diisiik ¢oziiniirliige sahip formiilasyonun
F1 (% 90.20 + 0.65) oldugu saptanmustir (P<0.05). Maltodekstrinin yiiksek ¢6ziintirliik
ozelligi sebebiyle piiskiirterek kurutma isleminde kaplama malzemesi olarak yaygin bir
sekilde kullanilmakta oldugu ve kurutma iglemi sonrasi amorf bir yilizeye sahip oldugu igin
de enkapsiillerin sudaki ¢oziiniirliigiiniin arttig1 ifade edilmektedir (Guergoletto ve dig,
2017). F3 formiilasyonuna gore hazirlanmis alig suyu icermeyen L. acidophilus

enkapsiiliinde (P3) ve bos enkapsiilde (BK3) daha yiiksek ¢ozlniirlik gozlenmistir. Bu
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elde edilen veriler daha kuru tozun daha diisiik ¢oziiniirliik sergileyebilecegini ifade

etmektedir.

4.5.3 Renk

Puskiirterek kurutma yontemi ile elde edilmis enkapsiillerin rengi, tiiketiciye hitap
etmesi agisindan en 6nemli kriterlerden birisini olusturmaktadir. Kurutma islemi sonrasi
elde edilen enkapsiillere ait gorseller Sekil 4.4’te ve edinilen renk indisleri (L*, a*, b*),

Chroma (C*), Hue agis1 (h°) ve AE degerleri Cizelge 4.14’te gosterilmistir.

Sekil 4.4 : Uretilen enkapsiiller.

(F1: % 30 (w/v) MD, F2: % 20 (w/v) MD ve % 10 (w/v) IN, F3: % 15 (w/v) MD ve % 15 (w/v) IN, P3: Ali¢
suyu icermeyen % 15 MD (w/v) ve % 15 (w/v) IN, BK3: Ali¢ suyu ve L. acidophilus icermeyen % 15 (w/v)
MD % 15 (w/v) IN).

Cizelge 4.14°¢ gore, F1, F2 ve F3 formiilasyonlara gore iiretilen enkapsiiller icin
L* degerlerinin sirasiyla 94.31 + 0.01, 93.43 + 0.05 ve 92.22 £ 0.10 oldugu tespit edilmis
olup enkapsiillerin parlakliginda énemli farkliliklar oldugu belirlenmistir (P<0.05). Iniilin
ilavesi ile enkapsiillerin parlakliginin daha da azaldig: tespit edilmistir. a* degeri
kirmiziligi, b* degeri ise sariligi ifade etmekte olup elde edilen enkapsiiller i¢in bu
degerlerin 6nemli dlglide farkli oldugu sonucu one ¢ikan veriler arasindadir (P<0.05). F1,
F2 ve F3 formiilasyonlarina gore elde edilen enkapsiillerin C* degerleri sirasiyla 8.20 +
0.37, 9.10 £ 0.24 ve 7.33 £ 0.28 olarak belirlenmistir (P<0.05). Hue agisinin 90°’ye
yaklagmasi1 sarihigin gostergesidir. F1, F2 ve F3 igin h° degerleri sirasiyla 84.84 + 0.46°,
83.32 + 0.20° ve 82.40 + 0.13° olarak hesaplanmistir (P<0.05). Enkapsiillerin renk farki
(AE) degerlendirildiginde en yiiksek AE degerinin F1 enkapsiillerinde, en diisiik AE
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degerinin ise F3 enkapsiillerinde oldugu goriilmiistiir (P<0.05). Sonug olarak iiretilen
enkapsiillerin (F1, F2 ve F3) renk degerleri incelendiginde bu enkapsiillerin dahil
edilecekleri gida sistemlerinde tiriin rengi tizerine olumsuz etki gostermeyecekleri
diistiniilmektedir. Nadeem ve dig. (2011), iretilen enkapsiillerin renklerinin kaplama
malzemesinin tipi ve konsantrasyonunun etkiledigini bildirmistirler. Ayrica enkapsiillerin

rengi kaplanacak malzemenin renginden de etkilenmektedir.

4.5.4 Nem icerigi

Enkapsiillerin nem igeriklerinin % 2.55 ila % 3.56 arasinda degistigi belirlenmistir
(Cizelge 4.13). En disik nem igerigine (% 2.55 + 0.08) sahip olan kapsiil
formiilasyonunun F1 oldugu tespit edilmistir. Formiilasyonda iniilin oraninin artigina bagl
olarak yogunlugun azaldigi ancak su aktivitesi ve nem igerigi degerlerinin arttig
belirlenmistir. Iniilinin kaplama malzemesi formiilasyonuna ilavesi ile elde edilen
enkapsiillerin daha yiikksek nem igerigine sahip oldugu bildirilmistir (Fernandes ve dig,
2014). Puskiirterek kurutulmus enkapsiillerin nem igeriginin, depolama stabilitesi agisindan
% 5 civarinda olmas1 gerektigi onerilmektedir (Ghandi ve dig, 2012). Daha diisiik nem
icerigine sahip enkapsiillerde depolama daha uzun siire saglanmakta fakat diisiik nem
degerlerine ulasabilmek i¢in piiskiirterek kurutma isleminde daha yiiksek sicak hava giris
sicakligi uygulamasi1 gerekmektedir. Ancak daha yiiksek sicaklik uygulamalari bakterilerin

canli kalma oranim1 da azaltmaktadir.

4.5.5 Su aktivitesi

Enkapsiillerin su aktivitesi degerleri Cizelge 4.13’te verilmistir. Buna gore, farkli
formiilasyonlara (F1, F2, F3, P3 ve BK3) gore elde edilen enkapsiillerin su aktivitesi
degerlerinin  birbirlerinden farklililk gosterdigi  belirlenmistir  (P<0.05). Yalnizca
maltodekstrin kullanilarak iiretilmis enkapsiillerin diger formiilasyonlara gore elde edilen
enkapsiillere kiyasla daha diisiik su aktivitesine sahip oldugu sonucuna varilmistir
(P<0.05). Su aktivitesinin diisiik olmasi daha kuru enkapsiillerin elde edildigini
gostermekte olup boylece tiretilen enkapsiillerin daha diisiik ¢oziiniirliik sergileyecekleri de
anlasilmaktadir. Nitekim Cizelge 4.12 incelendiginde su aktivitesinin ve nem igeriginin en
diisiik oldugu formiilasyonun F1 oldugu goriilmektedir. Kingwatee ve dig. (2015) enkapsiil
tretiminde kaplama malzemesi olarak yalmizca maltodekstrin kullandiklarinda su
aktivitesini 0.240 olarak belirlemislerken formiilasyona iniilin ilave ettiklerinde bu degeri

0.260 olarak tespit etmistirler. Maltodekstrinin dallanmis yapist
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Cizelge 4.13 : Enkapsiillerde bazi fiziksel 6lgtimler.

Formiilasyonlar
Parametreler
F1 F2 F3 P3 BK3
Su aktivitesi (aw) 0.155 + 0.0052 0.175 + 0.005° 0.195 + 0.005° 0.218 + 0.004¢ 0.242 +0.001¢
Yogunluk (g/mL) 0.46 = 0.02¢ 0.43 +0.01%¢ 0.40 +0.01>¢ 0.38 £ 0.02%° 0.36+0.012
Nem icerigi (%) 2.55+0.08? 2.74 +0.05° 3.14+0.08° 3.38+0.07"¢ 3.56 +0.14°
Coziniirlik (%) 90.20 + 0.65° 91.91 + 0.09° 92.88 + (.25¢ 93.59 + 0.33¢ 94.81 +0.12¢
Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir.

&€ Aymi satirdaki farkli tist simge harfler, enkapsiiller arasindaki 6nemli farkliliklari (P < 0.05) gostermektedir.

F1: % 30 (w/v) MD, F2: % 20 (w/v) MD ve % 10 (w/v) IN, F3: % 15 (w/v) MD ve % 15 (w/v) IN, P3: Ali¢ suyu igermeyen % 15 MD (w/v) ve % 15 (w/v) IN,
BK3: Alig suyu ve probiyotik igermeyen % 15 (w/v) MD % 15 (w/v) IN.

Cizelge 4.14 : Enkapsiillerde renk degerleri.

Parametreler Formiilasyonlar
F1 F2 F3
L* 94.31 +0.01¢ 93.43 + 0.05° 92.22 +0.102
a* 0.74 +0.102 1.06 £ 0.06" 0.97 + 0.02°
b* 8.17 + 0.36° 9.04 + 0.24° 7.27 +0.282
Chroma (C*) 8.20+0.37" 9.10 + 0.24¢ 7.33 +0.282
Hue acis1 (h°) 84.84 + 0.46° 83.32+0.20° 82.40 £ 0.132
AE 94.67 + 0.02° 93.87 + 0.02° 92.51 + 0.082
Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir.

&C: Aymi satirdaki farkli iist simge harfler, enkapsiiller arasindaki 6nemli farkliliklari (P<0.05) gostermektedir.
F1:. % 30 (w/iv) MD, F2: % 20 (w/v) MD ve % 10 (w/v) IN, F3: % 15 (w/v) MD ve % 15 (w/v)
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sebebiyle yiiksek aw ve ¢oziiniirliik gosterdigi bilinmekte olup, formiilasyona iniilinin dahil
edilmesiyle aw ve ¢Oziiniirligiin daha da arttigi onceki caligmalarda rapor edilmistir
(Fernandes ve dig, 2014; Paim ve dig, 2016).

4.5.6 Enkapsiillerin morfolojisi

Taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak, F1 (% 30 (w/v) MD), F2 (% 20
(w/iv) MD ve % 10 (w/v) IN), F3 (% 15 (w/v) MD ve % 15 (w/v) IN), P3 (Ali¢ suyu
icermeyen % 15 (w/v) MD ve %15 (w/v) IN) ve BK3 (Ali¢ suyu ve L. acidophilus
icermeyen % 15 (w/v) MD ve % 15 (w/v) IN) enkapsiillerin morfolojileri incelenmis olup,
farkli biiylitme oranlarinda (x10000 ve x2500 biiyiitme) SEM goriintiileri elde edilmistir.

Enkapstillerin elde edilen morfolojik goriintiileri Sekil 4.5’te verilmistir.

Sadece maltodekstrinin kaplama malzemesi olarak kullanildigi F1 formiilasyonu ile
elde edilen enkapsiillerin farkli boyutlarda oldugu ve yiizeylerinde biiziilmelerin gortldigi
belirlenmistir. F2 ve F3 formiilasyonlar1 ile tretilen enkapsiillerin yiizeylerinde F1
formiilasyonu ile elde edilen enkapsiillere gore biiziilmelerin daha az oldugu belirlenmistir.
Iniilinin kaplama malzemesi olarak formiilasyona dahil edilmesi ile iiretilen enkapsiillerin
kiiresel sekilli, cogunlukla kiiciik ama degisik boyutlarda olduklar: tespit edilmistir. F3
formiilasyonu ile elde edilen enkapsiiller daha homojen boyut dagilimi sergilemektedir. P3
enkapsiilleri ali¢ suyu igermeden iiretilmis olup, bu enkapsiillerin yiizeyinde ali¢ igeren F3
enkapsiillerine gore daha fazla biiziilmelerin oldugu ve boyutlarinin degiskenlik sergiledigi
tespit edilmistir. BK3 enkapsiilleri sadece kaplama malzemesi ¢6zeltisinin piiskiirterek
kurutulmas: ile elde edilmistir. BK3 enkapsiillerinde yer yer biiziilmelerin goézlendigi

ancak olduk¢a homojen boyut dagilimina sahip oldugu saptanmistir.

Enkapsiillerde bosluk ve c¢atlak olusumu genellikle termal etkilerden (kurutmada
kullanilan yiiksek sicaklik) dolay1 pargaciklarin genlesmesine, matris malzemesinin
kuruma hizina ve viskozitesine bagl etkilerle iliskilendirilmektedir (Guergoletto ve dig,
2017; Colin-Cruz ve dig, 2019). Piiriizsiizliik ve kiiresellik enkapsiillerde arzu edilen bir
Ozelliktir, ¢linkii enkapsiil ylizeyinin biitliinliigli, ¢ekirdek malzemenin iyi bir sekilde
korunmasi, su buhar1 ve oksijenin daha diisiik gecirgenliginin saglanmasi i¢in 6nemlidir
(Zanjani ve dig, 2014; Campos ve dig, 2015). Ayrica, enkapsiillerin boyutu ve
piiriizsiizliigii enkapsiillerin ¢oziiniirliikk ve su aktivitesi gibi 6zelliklerini ve canli sayisini
da etkileyebilmektedir (Fritzen-Freire ve dig, 2012). Gharsallaoui ve dig. (2008), bosluk

olusumunun, kabuk yiizeyinin sertlesmesinden sonra meydana gelen biiziilme siirecinin
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ardindan damlacik icinde sikisan hava kabarciklarinin genislemesinden kaynaklandigin

belirtmistirler.
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Sekil 4.5 : Farkli kaplama malzemeleri kullanilarak hazirlanmis enkapsiillerin SEM
goriintiileri (x10000 ve x2500 biiyiitme).
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Kingwatee ve dig. (2015), piiskiirterek kurutma ile farkli kaplama malzemeleri
kullanarak lychee suyunda L. casei 01 susunun enkapsiilasyonunu gergeklestirmislerdir.
Ayni c¢alismada yalnizca maltodekstrin kullanarak trettikleri enkapsiillerin bir kisminin
ylizeyinin piirlizsiiz oldugu, bir kisminin yiizeyinde biiziilme ve oyuklarin tespit edildigi ve
diizensiz kiiresel parcaciklar sergiledigini ifade etmistirler. Bagka bir ¢alismada bogiirtlen
suyundaki biyoaktif bilesiklerin co-enkapsiilasyonunda maltodekstrin kullanarak elde
edilen enkapsiillerin kompakt bir mikroyapida oldugu, biiyiik bosluklar ve kaba gézenekli
bir aga sahip oldugu bildirilmistir (Colin-Cruz ve dig, 2019).

45.7FTIR

Kaplama malzemesi ile ali¢ suyundan elde edilen bilesikler arasindaki olasi
etkilesimler i¢in FTIR spektrumlari aragtirtlmigtir. F1, F2 ve F3 formiilasyonlarina gore
FTIR spektrumlari incelendigi gibi ali¢ suyu icermeyen L. acidophilus enkapsiilleri (P3) ve
alic suyu ve L. acidophilus igermeyen enkapsiiller (BK3) i¢inde spektrumlar gézden
gegirilmistir (Sekil 4.6-10).

Orta-IR spektrumu 400-4000 cm™ arahgindaki spektrumlar: kapsamaktadir. Bu
aralikta cogunlukla tek (2500-4000 cm™), ¢ift (1500-2000 cm™?) ve iiclii (2000-2500 cm'™)
bag yapisi ile parmakizi (600-1500 cm™) bolgesi yer almaktadir. 3250-3650 cm™ aralig
hidrojen bag1 gostergesidir. Bu aralikta goriilen spektrumlar hidrat (H20), hidroksil (OH),
amonyum ve amino varligiyla iliskilendirilmektedir. 3100-3500 cm™ aralig1, genis ve diiz

tepe seliilozik (seliiloz, lignin ve odunsu yapilar) yapilardaki O-H gerilmelerine aittir.
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Sekil 4.6 : F1 (% 30 (w/v) MD) formiilasyonuna gore hazirlanan enkapsiillerin FTIR
spektrumu.
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Sekil 4.7 : F2 (% 20 (w/v) MD ve % 10 (w/v) IN) formiilasyonuna gore hazirlanan
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Sekil 4.8 : F3 (% 15 (w/v) MD ve % 15 (w/v) IN) formiilasyonuna gore hazirlanan

Sekil 4.9 : P3 formiilasyonuna gore hazirlanan enkapsiillerin FTIR spektrumu.
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Sekil 4.10 : BK3 formiilasyonuna gére hazirlanan enkapsiillerin FTIR spektrumu.

Sekil 4.6’da F1 formiilasyonuna gore elde edilen enkapsiillerin FTIR spektrumu
gosterilmistir. F1 formiilasyonunda kaplama malzemesi olarak yalnizca maltodekstrin
kullanilmistir. Elde edilen spektrum bantlarinin 3295 cm™, 2923 cm™, 1639 cm™, 1364
cm™, 1149 cm?, 1077 cm™, 1016 cm™?, 931 cm™, 856 cm™, 762 cm™ ve 706 cm™’de
oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.6). 3295 cm™ bolgesindeki bant, hidroksil gruplarinin (~OH)
gerilme titresimine atfedilmekte olup bu bandin gii¢lii yogunlugu, maltodekstrin yapisinda
birgok hidroksil grubunun varligindan ileri gelmektedir. 2923 cm™ bolgesindeki zayif
yogunluga sahip bant, alifatik ve CH gruplarmin asimetrik gerilme titresimine
baglanmaktadir. 1639 cm™’deki bant C-O arasindaki baglantinin asimetrik gerilme
titresimi ile iliskilidir. 1200 ila 900 cm™ arasindaki bolgelerdeki absorpsiyonlar, niikleik
asitlerde bulunan fosfodioksi grubunun (PO2") simetrik fosfor-oksijen (P-O) gerilme
titresimlerine ve probiyotik hiicrelerin hiicre zar1 glikoproteinlerine ve lipopolisakaritlerine
ait polisakaritlerin C-O-C deformasyonunun titresimine baglanabilmektedir (Lasta ve dig,
2021). 900 ila 700 cm™ arasindaki bantlar, gercek parmak izi bolgesi olarak adlandirilan
bolgede bulunmakla birlikte aromatik amino asitlerin (tirozin, triptofan, fenilalanin) ve
niikleotidlerin aromatik halka titresimlerinin ¢ok spesifik ve zayif spektral modellerini
icermektedir. Bu bolgedeki absorpsiyonlar, enkapsiile edilmis probiyotik hiicrelerde

bulunan hiicresel materyalin varligi ile iliskili olmaktadir.

Yapilan bir ¢alismada maltodekstrinin, 3395 cm™ (O-H gerilmeleri), 2932 cm?
(alifatik CH gerilmesi), 1638 cm™? (amorf bolgede emilen H.0), 1417 cm? (CH;
biikiilmesi), 1154 ve 1079 cm™*’de (karbonhidratlar igin tipik olan C-O-H biikiilmesi, C-O
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gerilmesi), 1025 cm? (karbonhidrat tepe noktas;, =CH ve =CH, baglarinin acisal
deformasyonu), 931 ve 857 cm™ (CH; ve C1-H deformasyonu), 762 ve 711 cm™ (piranoz
halkasinin yapisal durumu)’de spektrum bantlar1 gosterdigi rapor edilmistir (Vargas-
Mufioz ve Kurozawa, 2020). Bir baska calismada ise saf maltodekstrin igin, 1652 cm™
(amorf bolgede emilen H20), 1455 cm™ (CH: biikiilmesi), 1155 cm™ (C-O-H biikiilmesi,
C-O gerilmesi), 1017 cm™ (ag1sal deformasyon), 850 cm™ (CH, ve C1-H deformasyonu),
ve 701 cm™ (piranoz halkasinin yapisal durumu)’de spektrum bantlarmin oldugu sonucuna
varilmistir (Akbarbaglu ve dig, 2019). Spektrumlarin yerlerinde hafif degisikler olmasi alig
suyu ilavesinden kaynaklanabilecegini ve ali¢ suyunun pikin yogunlugunu yumusattigini

disiindirmustr.

Iniilin, 3395 cm™ (O-H gerilmesi), 2930 cm™ (C-H gerilmesi), 1642 cm™ (amorf
bolgede emilen H20) ve 1452 cm™ (CH. biikiilmesi) spektrum bantlar1 gosterdigi
bilinmektedir (Chehardoli ve dig, 2020). Iniilin katkili F2 ve F3 &rneklerine ait FTIR
spektrumlariyla F1 i¢in verilen spektrum tamamen benzerlik gostermektedir (Sekil 4.6-8).
Bu durum maltodekstrin ve iniilinin organik yapilarmin benzer olmasi ile

aciklanabilmektedir.

P3 enkapsiilleri F3 formiilasyonunun kaplama malzemesi orania goére hazirlanmis
olan ancak alig suyu igermeyen sadece L. acidophilus igeren enkapsiillerdir. Bu
enkapsiillerin FTIR spektrumu Sekil 4.9°da verilmistir. Buna gore, 3296 cm™, 1363 cm™,
1019 cm? ve 923 cm™’de spektrum bantlar1 oldugu goriilmiistiir. Bakteri iceren P3
enkapsiillerinde probiyotik bakteri homojen bir yayilim gostermistir. F1 igin verilen
piklerin pik genislikleri ve yiiksekliklerinde azalma goze c¢arpmaktadir. Bu durum
bakterinin maltodekstrin yiizeyini kaplamasi sonucu yiizeyin fonksiyonellesmesi esnasinda

daha az enerji harcanmasi ile agiklanabilmektedir.

4.5.8 Enkapsiillerin camsi gecis sicakhig

Calisma kapsaminda firetilen enkapsiillerin DSC (Diferansiyel tarama kalorimetresi)
analiz sonuglar1 Sekil 4.11°de verilmistir. Bu analiz sonuglarina gore enkapsiillerin camsi
gecis sicakliklar (Tg) net olarak goriilmektedir. Depolama ve isleme sirasinda meyve suyu
tozu topaklanma gostermektedir. Suyun partikiil yiizeyindeki plastiklestirici etkilerinin bir
sonucu olarak keklesme meydana gelebilmektedir. Keklesmede yer alan mekanizmalar,
camst gegis etkileri agisindan Kkarakterize edilebilmektedir (Chuy ve Labuza, 1994).
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Calisma sonucunda elde edilen F1, F2, F3, P3 ve BK yapilarinin Tg sicakliklari sirasi ile
58.37 °C, 47.80 °C, 45.36 °C, 49.82 °C ve 57.33 °C olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.11 : Maltodekstrin temelli enkapsiillerin DSC analiz sonuglari.

Genel olarak yiiksek Tg degerleri enkapsiil stabilitesi saglarken, diisiik cams1 gecis
sicakligina (Tg) sahip enkapsiiller daha yapiskan 6zellik gostermektedir (Yousefi ve dig,
2011). Tg’nin molar kiitle ile pozitif olarak iliskili oldugu bilinmektedir (Truong ve dig,
2005). Buna gore, ali¢ suyu katkili mikrokapsiillerin en diisiik Tg sundugu belirlenmistir.
Bu, enkapsiillerin nispeten diisiik sicaklik degerlerinde keklesmeye duyarli oldugunu
diigiindiirmiistiir. Ancak maltodekstrin konsantrasyonu arttikca bu deger 58.37 °C’ye kadar
artmigtir. Formiilasyondaki maltodekstrin konsantrasyondaki artisin TQ’yi arttirdigi ve

boylece keklesmeyi ve yapismay1 azalttigi sonucuna varilmastir.

Piiskiirterek kurutma isleminde sicak hava giris sicakliginin maltodekstrin igin 144
°C’den daha yiiksek sicakliklarda olmasi durumunda, enkapsiilde bulunan besin degeri i¢in
hayati 6nem tasiyan fitokimyasallarin biiyiik oranda azaldigi ve Tg’yi asarak yapiskanligi
artirma riskini dogurdugu ve bunun da verimi disiirdiigii bilinmektedir (Looi ve dig,
2019). Stabil formiile edilmis bir enkapsiil tirtinde Tg’nin, depolama ve nakliye sirasinda
stabiliteyi saglamak i¢in 40 °C’den yiiksek olmasi gerektigi ifade edilmektedir (Mestry ve
dig, 2011).
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4.6 Enkapsiillerde Toplam Fenolik Icerik ve Antioksidan Aktivite

Enkapsiilde toplam fenolik icerik ve antioksidan aktivite (DPPH, ABTS ve FRAP)
belirlemesi en yiiksek etkinlik degerinin elde edildigi F3 formiilasyonuna gore elde edilen
enkapsiiller i¢in gergeklestirilmis olup elde edilen veriler Cizelge 4.15’te verilmistir. F3
formiilasyonuna ait kapsiillerde bulunan toplam fenolik igerik 0.75 = 0.02 mg GAE/g KA
olarak belirlenmistir. Antioksidan aktivite degerleri DPPH, ABTS ve FRAP yontemleri
igin sirastyla 1.14 = 0.02 mmol TE/kg KA, 2.74 + 0.03 mmol TE/kg KA ve 0.09 + 0.06
mmol TE/g YA olarak tespit edilmistir. Enkapsiilasyon formiilasyonuna giren ali¢ suyu ile
kiyaslandiginda enkapsiillerde toplam fenolik igerik ve antioksidan aktivite degerlerinin

azaldig1 goriilmiistiir.

Cizelge 4.15 : Enkapsiilde toplam fenolik igerik ve antioksidan aktivite degerleri.

Yontem Ortalama + SH
Toplam fenolik igerik (mg GAE/g KA) 0.75+£0.02
DPPH (mmol TE/kg KA) 1.14£0.02
ABTS (mmol TE/kg KA) 2.74 +0.03
FRAP (mmol TE/g YA) 0.09 £0.06

4.7 In vitro Gastrointestinal Kosullarda L. acidophilus’un Canhihg

Probiyotiklerin fonksiyonel bir gida olarak kullanilabilmesini gastrointestinal
sistemden gegisleri sirasinda karsilastiklar1 stres kosullarindaki canli kalma yetenekleri
belirlemektedir. Probiyotikler gidalarla birlikte alinmakta, agizdan mideye taginmakta ve
ardindan alt bagirsaga dogru ilerlemektedir. Mide giris ve ¢ikist arasindaki siire yaklasik
90 dakikadir (Gul ve Dervisoglu, 2020). Probiyotiklerin sindirim sisteminde karsilastiklar
ilk stres midede baglamaktadir. Probiyotiklerin gastroinrestinal sistemde canli
kalabilmeleri ve bagirsakta faydali fonksiyonlara sahip olabilmeleri igin mide ve ince
bagirsakta yasamalar1 ve kalin bagirsaga yerlesip ¢ogalabilmeleri gerekmektedir. Mideden
gelen asidik ortam ve enzimlerin yani sira duodenuma salgilanan safra tuzlari, canliligin
ontindeki engelleri olusturmaktadir  (Nilsang, 2021). Bu nedenle probiyotik
mikroorganizmalar, enkapsiilasyon teknikleri kullanilarak ¢evresel kosullara karsi
olusturulan fiziksel bir bariyer ile korunmalidir (Kailasapathy, 2002).

Yapay gastrik ve intestinal kosullar olusturulduktan sonra ali¢ suyu ile co-enkapsiile

edilmis L. acidophilus enkapsiillerinde (F3) ve ali¢ suyu icermeyen L. acidophilus
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enkapsiillerinde (P3) ve bu enkapsiillerin serbest hallerinde (A3 ve S3) bulunan L.
acidophilus canlilig1 belirli siirelerde (0, 30, 60, 90, 120 ve 240 dk) degerlendirilmis ve
edinilen veriler Cizelge 4.16’da ifade edilmis olup grafiksel gosterimi Sekil 4.12°de
belirtilmistir. Cizelge 4.16 incelendiginde, enkapsiiller (F3 ve P3) ve enkapsiilasyon 6ncesi
cozeltiler (A3 ve S3) i¢in 120 dk sonundaki L. acidophilus canliliklarinda 6nemli
farkliliklar oldugu goriilmistiir (P<0.05). F3 ve P3 enkapsiillerinin yapay gastrik ortamda
120 dk siireyle inkiibasyonu sonrasi sirasiyla 7.03 + 0.01 log kob/mL ve 6.90 + 0.03 log
kob/mL canliliga sahip olduklar1 belirlenmistir (P<0.05). Cizelge 4.16’da goriildigii tizere
ali¢ suyu igeren enkapsiillerde ve enkapsiilasyon ¢ozeltisinde, ali¢ Suyu icermeyenlere gore
daha fazla L. acidophilus canliliginin oldugu belirlenmistir. Baslangigtaki canliligin yapay
gastrik ortamda azalma gosterdigi belirlenmis olup bunun yapay gastrik ortamin zorlu
kosullarindan kaynaklandigi ve asidik ortamimn pepsin gibi sindirim enzimlerini harekete
gecirdigi bilinmektedir. Bu enzimin amino asitler arasindaki peptit bagin1 kirabildigi ve
bdylece probiyotiklerin hiicre zarini etkili bir sekilde bozabildigi rapor edilmistir (Zhu ve
dig, 2020).

Cizelge 4.16 : In vitro gastrointestinal kosullarda L. acidophilus canlilig1 (log kob/mL).

Enkapsiillerdeki canlihik Cozeltilerdeki canhihk

Siire
Ortam (dk) F3 P3 A3 S3
(log kob/mL) (log kob/mL) (log kob/mL) (log kob/mL)
0 7.54 +0.00° 7.38 +£0.032 7.70 £ 0.01¢ 7.60+0.01°
Yapay 30 7.43 £0.00° 7.28 +0.012 7.52+0.01¢ 7.50 £0.01°
gastrik 60 7.36 +£0.02° 7.20 £0.012 7.34+0.02° 7.21 +0.032
ortam 90 7.18 +£0.02° 7.09 £0.01° 7.10 £0.03° 7.01 +£0.012
120 7.03 +£0.01¢ 6.90 £ 0.03¢ 6.81 £0.03° 6.68 +0.022
Yapay
intestinal 240 7.41 +0.01¢ 7.22 +0.03° 7.01 £0.01° 6.89 +0.012

ortam

Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir.

#d: Ayni satirdaki farkli iist simge harfler, ornekler arasindaki énemli farkliliklar1 (P< 0.05) gostermektedir.
F3: Ali¢ suyu ile co-enkapsiile edilmis L. acidophilus enkapsiillerini iceren 6rnek, P3: Ali¢ suyu icermeyen L.
acidophilus enkapsiillerini i¢eren 6rnek, A3: Alig suyu ve L. acidophilus igeren enkapsiilasyon ¢ozeltisini igeren 6rnek,
S3: Alig suyu igermeyen L. acidophilus enkapsiilasyon ¢ozeltisini igeren 6rnek.

Sekil 4.13 incelendiginde probiyotiklerin yapay gastrik ortamda 120 dk’nin sonunda
azalma gosterdigi ancak ardindan 120 dk’lik yapay intestinal ortamda L. acidophilus
canliigmin artig gosterdigi belirlenmistir (P<0.05). Bu durum, midedeki asit soku
nedeniyle bakteri hiicrelerinin uyku durumuna ge¢mesi ve ince bagirsakta pH 6.0’ya

ulastiginda biiylimelerini yeniden kazandiklar1 seklinde ifade edilmistir (Kalita ve dig,
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2018). Jin ve dig. (2012), asit stresiyle kars1 karsiya kalmanin probiyotiklerin hiicre duvari
biitiinliigiini giiglendirdigini ve hiicre zar1 gegirgenligini degistirdigini bildirmistirler.

Elde edilen F3 ve P3 enkapsiillerinin SEM goriintiilerinden de goriildiigii tizere elde
edilen enkapsiillerin yiizeyi ¢ogunlukla piiriizstizdiir (Sekil 4.5). Piiriizsiiz kapsiil yiizeyi,
enkapsiile edilmis probiyotik sizintisin1 azaltmaktadir ve boylece probiyotikler, simiile
edilmis mide suyunun asidik pH’1t gibi zorlu kosullarda daha fazla direng
gosterebilmektedir. Probiyotiklerin intestinal ortamda dahi canli kalabilmesi, prebiyotik

gorevi goren iniilinin eklenmesine ve ali¢ suyunun varligina baglanabilmektedir.
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Sekil 4.12 : Gastrointestinal kosullarda L. acidophilus’un canlilig1 (log kob/mL).

Peredo ve dig. (2016), yapay bagirsak ortamindan sonra prebiyotik ile birlikte co-
enkapsiile edilen probiyotik bakterilerin prebiyotik igermeyen enkapsiillere gore daha
yiiksek canlilik gosterdigini bildirmistirler. Ayni ¢alismada iniilinin degisiklige ugramadan
kalin bagirsaga ulastigini  ve iniilinin  bifidobakteriler ve laktobasiller gibi
mikroorganizmalar tarafindan metabolize edilmeye uygun ¢oziiniir liflerden oldugunu da
rapor etmistirler (Peredo ve dig, 2016). Probiyotikler ve prebiyotiklerin kombinasyonu
sinbiyotik olarak bilinmekte ve sinerjik etkiden yararlanmak i¢in gida {iriinlerinde
kullanilmaktadir. Iniilin gibi prebiyotiklerin jellesmede sinerjistik olma egilimi vardir ve
boylece bakteri hiicreleri i¢in koruma derecesinin iyilestirilmesine ve korunmasina

yardimci olabilmektedir.

Nilsang (2021), maltodekstrin ve iniilin kullanarak hazirladiklart mikroenkapsiile L.
casei TISTR 390 susunun yapay gastrik ortamda 120 dk siire ile inkiibasyonu sonucu
canliligmin 5.77-5.88 log kob/g araliginda oldugunu ifade etmistir. Kalita ve dig. (2018)

calismalarinda L. plantarum ile ligi (Litchi chinensis Sonn.) suyunun piiskiirterek kurutma
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yontemi ile mikroenkapsiilasyonunu gergeklestirmisler ve elde ettikleri enkapsiilleri ve
serbest haldeki L. plantarum’u yapay gastrik ve intestinal ortamlarda 120 dk inkiibasyona
birakmustirlar. Calismada serbest haldeki L. plantarum’un hem gastrik hem de intestinal
ortama enkapsiil forma goére daha duyarli oldugunu rapor etmistirler (Kalita ve dig, 2018).
Bagka bir ¢alismada kaplama malzemesi olarak % 15 MD ile % 5 IN kullaniminda, L.
casei 01 susunun gastrik ortamda 60 dakikaya kadar, % 20 MD kullaniminda ise sadece 30
dakikaya kadar canli kalabildigi bildirilmistir (Kingwatee ve dig, 2015). Bu durum
prebiyotik iniilinin mide suyunda probiyotik canlilig1 {izerine daha iyi etkileri oldugunu
gostermektedir. Probiyotiklerin gastrointestinal kosullara direncinin, bakteri tiiriine bagh
olmanin yani sira, enkapsiilasyon teknigine, kaplama malzemesine veya probiyotiklerin

verildigi gida matrisine bagli oldugu belirtilmektedir (Maciel ve dig, 2014).

4.8 Elma Suyunda Stabilitenin Belirlenmesi

4.8.1 L. acidophilus canlihg

Enkapsiilasyon etkinliginin en yiiksek oldugu F3 formiilasyonuna gore elde edilen
kapstillerin elma suyunda stabilitelerinin belirlenmesi gergeklestirilmistir. Bu islemde elma
suyunun depolamada L. acidophilus canlilig1 iizerine etkisinin incelenmesi amaciyla iki
farkli depolama ortami (elma suyu ve PSF ¢ozeltisi) tercih edilmis olup belirtilen siirelerde
(0, 14, 28, 42, 56 ve 84 giin) ve farkli sicakliklarda (4 ve 25°C) depolama islemi

uygulanmustir.

4.8.1.1 Elma suyunda farkh sicakhiklarda depolama ile L. acidophilus canhihgindaki
degisim

Alig suyu ile co-enkapsiile edilmis L. acidophilus enkapsiilleri (F3) ile ali¢ suyu
olmadan hazirlanmis olan L. acidophilus igeren enkapsiillerin (P3) elma suyuna inokiile
edilmesi ve depolama sicakliklarinin 4 °C ve 25 °C oldugu ortamlarda 84 giin boyunca

depolanmas1 sonucunda edinilen veriler Cizelge 4.17°de ifade edilmistir.

Sekil 4.13-14"de elma suyunda 4 °C’de depolanan L. acidophilus canliliginin zamana
bagli degisimi log kob/mL ve % olarak ifade edilmisken 25 °C’de depolanan L.
acidophilus canliliginin zamana bagh degisimi log kob/mL ve % olarak Sekil 4.15-16’da
gosterilmistir. Bir gidada bulunan probiyotiklerin terapotik olarak etkili olabilmesi igin
tirtinlerin raf émriiniin sonuna kadar en az 6 log kob/g bakteri igermesi gerekmektedir

(Nilsang, 2021).
85



Cizelge 4.17 : Farkli sicakliklarda depolanan serbest ve enkapsiile L. acidophilus igeren

elma suyunda zamana bagl canlilik (log kob/mL) degisimi.

Canlilik (log kob/mL)
Sicakhik 4 °C
Siire (Giin) A3 F3 S3 P3
0 8.43 +0.03" 8.25+ (.14 8.34+0.06*" 8.19+£0.15
14 7.91 £ 0.40° 7.84 + 0.46° 7.71 £ 0.622 7.65 + 0.65°
28 7.40 £0.14° 7.65+0.03¢ 7.23 +£0.122 7.59 & 0.06°
42 6.32 +0.11° 6.72 + 0.02¢ 6.13 +0.082 6.50 + 0.03¢
56 5.58 +0.02° 5.81 +0.12° 5.17 +0.102 5.49 +0.19°
84 4.57+0.11° 4.89 +(0.22° 425 +(.242 4.63 + 0.05" ¢
Sicaklhik 25°C
Siire (Giin) A3 F3 S3 P3
0 8.43 + 0.04° 8.25 +0.142 8.34 + 0.06*" 8.19 £ 0.15°
14 7.79 +0.512 7.73 £0.57° 7.68 +0.582 7.63 +0.622
28 7.31 +0.24%° 7.56 +0.11° 7.11+0.29? 7.47 £0.12°
42 5.45 +0.09° 5.84 +0.12¢ 5.19 + 0.152 5.55 + 0.05"
56 4.46+0.02°°¢ 493 +0.12° 3.50 + 0.542 4.12+0.41°
84 3.41 + 0.09° 3.87 +£0.13¢ 2.62 +0.06? 3.15+0.03°

Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir.

d: Ayni satirdaki farkls iist simge harfler, drnekler arasindaki nemli farkliliklar: (P< 0.05) gdstermektedir.
A3: Alig suyu ve L. acidophilus igeren enkapsiilasyon ¢ozeltisini igeren 6rnek, F3: Ali¢ suyu ile co-enkapsiile edilmis
L. acidophilus enkapsiillerini igeren ornek, S3: Ali¢ suyu igermeyen L. acidophilus enkapsiilasyon ¢ozeltisini igeren

ornek. P3: Alig suyu igermeyen L. acidophilus enkapsiillerini igeren drnek.
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Sekil 4.13 : 4 °C’de depolanan serbest ve

enkapsiile L. acidophilus igeren elma
suyunda zamana bagli canlilik (log kob/mL)

degisimi.
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Sekil 4.14 : 4 °C’de depolanan serbest ve

enkapsiile L. acidophilus igeren elma
suyunda zamana bagli canlilik (%)

degisimi.



Canlilik (%0)

Canlilik (log kob/mL)
H

40 |
30
0 14 28 42 56 84 0 14 28 4 56 84
Stire (giin) Stire (giin)
mA3 mF3 uS3 m=P3 e A3 —e—m F3 o §3 ——P3

Sekil 4.15 : 25 °C’de depolanan serbest ve  Sekil 4.16 : 25 °C’de depolanan serbest

enkapsiile L. acidophilus igeren elma ve enkapsiile L. acidophilus iceren elma
suyunda zamana bagli canlilik (log kob/mL) suyunda zamana bagli canlilik (%)
degisimi. degisimi.

Depolama sicakliginin 4 °C oldugu ortamda elma suyunda depolanan F3 ve A3
ornekleri icin 0. giinde L. acidophilus canlilig: sirasiyla 8.25 + 0.14 log kob/mL ve 8.43 +
0.04 log kob/mL olarak tespit edilmistir. P3 ve S3 6rneklerindeki L. acidophilus canlilig:
ise sirasiyla 8.19 £ 0.15 log kob/mL ve 8.34 + 0.06 log kob/mL olarak belirlenmistir.
Depolamanin 0. ve 14. giinlerinde serbest halde L. acidophilus i¢eren 6rneklerdeki (A3 ve
S3) canlilik enkapsiil halde L. acidophilus igeren 6rneklere (F3 ve P3) kiyasla daha fazla
tespit edilmistir. Depolamanin 28. giiniinde enkapsiilleri i¢eren orneklerdeki (F3 ve P3) L.
acidophilus canliligmin serbest haldeki L. acidophilus icerenlerden daha fazla oldugu
saptanmistir. ElIma suyunda, depolama sicakliginin 4 °C oldugu ortamda 42. giinde L.
acidophilus canliliginda 6nemli bir farklilik tespit edilmis olup F3 ve P3 enkapsiillerinde
canlilik sirastyla 6.72 + 0.02 log kob/mL ve 6.50 + 0.03 log kob/mL olarak belirlenmistir
(P<0.05). Enkapsiillerdeki canliligin serbest haldeki canliliga oranla daha fazla oldugu
saptanmustir (Cizelge 4.17). Depolamanin 42. giinii de dahil olmak iizere elma suyunda
serbest ve enkapsiil halde depolanan biitiin 6rnekler i¢in canliligin terapotik etki gosterecek
smirin (en az 6 log kob/g) iizerinde oldugu goriilmistiir (Sekil 4.13). Depolamanin 56.
giiniinden itibaren L. acidophilus canliliginin 6 log kob/g’dan daha az oldugu belirlenmistir
(Sekil 4.13). Elma suyunda 4 °C’de depolamanin 84. giiniinde L. acidophilus canliliginin
yaklasik % 50 oraninda azalmasi da tespit edilen sonuglardandir (Sekil 4.14). 84 giiniin
sonunda F3 ve P3 enkapsiillerinde bulunan L. acidophilus canlilig: 4.89 + 0.22 log kob/mL

ve 4.63 + 0.05 log kob/mL olarak belirlenmistir. Hazirlanan enkapsiillerin enkapstilasyon
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oncesi ¢ozeltilerinin (A3 ve S3) de ayn1 kosullarda depolamasi yapilmis ve enkapsiillerdeki

canliliga gore depolamaya daha duyarli olduklari tespit edilmistir.

Cizelge 4.17 incelendiginde, depolama sicakliginin 25 °C oldugu ortamda F3, A3, P3
ve S3 orneklerinde 0. giinde L. acidophilus canlilig: sirasiyla 8.25 + 0.14 log kob/mL, 8.43
+ 0.04 log kob/mL, 8.19 + 0.15 log kob/mL ve 8.34 + 0.06 log kob/mL olarak tespit
edilmistir. Depolamanin 28. giiniine kadar serbest halde L. acidophilus i¢eren 6rneklerdeki
canliligin enkapsiil iceren Orneklerdeki canliliga kiyasla daha fazla canlilik igerdigi
belirlenmistir. Bu durumun serbest haldeyken L. acidophilus’un sekere daha kolay
ulasabilmesinden kaynaklanabilecegi diistiniilmiistiir. Depolama sicakliginin 25 °C oldugu
ortamda depolamanin 14. ve 28. giinlerinde serbest ve enkapsiil halde elma suyuna ilave
edilmis L. acidophilus’un canliliginda o&nemli bir farklilik olmadigi belirlenmistir
(P>0.05). Depolamanin 42. giiniinde canliligin 6 log kob/g’dan az oldugu saptanmis olup
A3, F3, S3 ve P3 i¢in L. acidophilus canlilig1 sirasiyla, 5.45 + 0.09 log kob/mL, 5.84 +
0.12 log kob/mL, 5.19 + 0.15 log kob/mL ve 5.55 + 0.05 log kob/mL olarak tespit
edilmistir (Cizelge 4.17). Depolamanin sonunda (84. giin) en fazla canlilik alig¢ suyu i¢eren
F3 6rneginde belirlenmis olup A3, F3, S3 ve P3 orneklerindeki L. acidophilus canlilig
sirastyla 3.41 £+ 0.09 log kob/mL, 3.87 + 0.13 log kob/mL, 2.62 + 0.06 log kob/mL ve 3.15
+ 0.03 olarak tespit edilmistir (P<0.05). Depolama sicaklig1 hari¢ biitiin kosullarin ayni
oldugu sartlarda gerceklestirilen 25 °C’deki depolamanin 84. giinlinde 4 °C’de
gerceklestirilen depolamaya gore canlilik 1.02-1.63 log kob/mL araliginda azalma
gostermistir. Depolama sicakliginin 4 °C oldugu ortamda 42. giinde probiyotiklerin
terapGtik etkileri hala s6z konusuyken depolama sicakliginin 25 °C oldugu ortamda ayni
depolama siiresinde boyle bir etkiden s6z edilememektedir (Sekil 4.13 ve Sekil 4.15).
Depolamanin 56. giiniinde L. acidophilus canliligi 6 log kob/g’dan az olmakla birlikte
ornekler arasinda onemli bir farklilik olmadigi sonucuna ulasilmigtir (P>0.05). Elma
suyunda, 25 °C’de depolamanin 84. giiniinde ise L. acidophilus canliliginin yaklasik % 30
oranina kadar azaldigi belirlenmistir (Sekil 4.16).

4.8.1.2 PSF cozeltisinde farkh sicakhiklarda depolama ile L. acidophilus canhih@indaki
degisim
Depolama sicakligmmin 4 °C ve 25 °C oldugu ortamlarda enkapsiilasyon oOncesi

cozeltiler (A3 ve S3) ile enkapsiillerin (F3 ve P3) PSF ¢ozeltisine inokiile edilmesi ve 84

giin boyunca depolanmasi ile elde edilen sonuclar Cizelge 4.18’de belirtilmistir.
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Cizelge 4.18 : Farkli sicakliklarda depolanan serbest ve enkapsiile L. acidophilus igeren

PSF ¢o6zeltisinde zamana bagli canlilik (log kob/mL) degisimi.

Canhilik (log kob/mL)
Sicakhik
Siire (Giin) A3 F3 S3 P3
0 8.36 = 0.08? 8.18 £ 0.22° 8.22 +0.112 8.10 = 0.29°
14 7.83 £ 0.45° 7.75 £ 0.542 7.56 +0.742 7.51 +£0.77°
28 7.17 £0.07° 7.42 +0.10° 7.11 +£0.082 7.24 + 0.06
42 6.04 + 0.03° 6.40 + 0.02° 5.78 = 0.072 6.09 + 0.07°
56 476 + 0.10% 5.06 £ 0.23¢ 4.61 +0.042 488 +0.13>¢
84 3.76 £ 0.07° 4.11+0.11° 3.27 +0.272 3.63 +£0.28°
Sicakhk
Siire (Giin) A3 F3 S3 P3
0 8.36 + 0.08? 8.18 £ 0.222 8.22 +0.112 8.10 + 0.29°
14 7.63 +0.632 7.51 +£0.772 7.50 + 0.762 7.42 +0.842
28 7.08 + 0.282 7.39 +0.20? 7.01 +0.182 7.12 +0.19°
42 4,95+ (.18 5.32 +0.07° 4.83 +(0.242 5.12 + (0.09% P
56 2.77 +£0.112 3.48 +£0.17° 2.67 +0.01° 3.15+0.10°
84 0.74 £ 0.04° 2.14 +0.11¢ 0.00 = 0.00? 1.80 + 0.08°

Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir.

ad: Ayni satirdaki farkls iist simge harfler, &rnekler arasindaki énemli farkliliklar: (P< 0.05) gostermektedir.
A3: Alig suyu ve L. acidophilus igeren enkapsiilasyon ¢ozeltisini igeren 6rnek, F3: Ali¢ suyu ile co-enkapsiile edilmis
L. acidophilus enkapsiillerini igeren ornek, S3: Ali¢ suyu igermeyen L. acidophilus enkapsiilasyon ¢ozeltisini igeren
ornek. P3: Alig suyu igermeyen L. acidophilus enkapsiillerini igeren drnek.

PSF ¢ozeltisinde depolamanin 0. giiniinde ali¢ suyu ile co-enkapsiile edilmis L.
acidophilus enkapsiilleri (F3) ve enkapsiilasyon 6ncesi ¢ozeltisinde (A3) canlilik sirasiyla
8.18 + 0.22 log kob/mL ve 8.36 + 0.08 log kob/mL olarak belirlenmistir. Ali¢ suyu
icermeyen L. acidophilus enkapsiilleri (P3) ve enkapsiilasyon dncesi ¢6zeltisinde (S3) ise
canliligmin sirastyla 8.10 £ 0.29 log kob/mL ve 8.22 + 0.11 log kob/mL oldugu
saptanmistir (Cizelge 4.18). Depolamanin 0. ve 14. giinlerinde serbest halde PSF
¢ozeltisine ilave edilmis L. acidophilus, enkapsiil halde ilave edilenlere kiyasla daha fazla
canlilik gostermistir (P>0.05). Depolamanin 28. giiniinde ise diger Ornekler ile
kiyaslandiginda F3 ornegindeki L. acidophilus canliliginda farklhilik saptanmis olup
(P<0.05) F3 ornegindeki L. acidophilus canliligi 7.42 + 0.10 log kob/mL olarak

belirlenmistir.

Cizelge 4.18 incelendiginde, depolama sicakliginin 4 °C oldugu ortamda,
depolamanin 42. giiniinde L. acidophilus canliligi F3 ve P3 enkapsiillerinde sirasiyla 6.40
+ 0.02 log kob/mL ve 6.09 + 0.07 log kob/mL olarak tespit edilmistir (P<0.05).
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Enkapsiillerdeki canliligin serbest haldeki canliliga oranla daha fazla oldugu goriilmiistiir
(P<0.05). Depolama sicakliginin 4 °C oldugu ortamda PSF c¢ozeltisinde depolanan L.
acidophilus canliliginin zamana bagli degisimi Sekil 4.17 ve Sekil 4.18’de gosterilmis olup
log kob/mL ve % olarak ifade edilmistir. Sekil 4.17 incelendiginde depolamanin 56.
giiniinden itibaren L. acidophilus’un, 6 log kob/g’dan daha az canlilik sergilemis oldugu
anlasilmaktadir. Depolamanin sonunda A3, F3, S3 ve P3’te bulunan L. acidophilus
canlilig1 sirasiyla 3.76 + 0.07 log kob/mL, 4.11 + 0.11 log kob/mL, 3.27 + 0.27 log kob/mL
ve 3.63 + 0.28 log kob/mL olarak tespit edilmistir. 4 °C’de depolamanin 84. giiniinde ise L.
acidophilus canliligimin yaklasik % 50-60 oraninda azaldigi sonucuna ulasilmistir (Sekil
4.18).
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Sekil 4.17 : 4 °C’de depolanan serbest ve  Sekil 4.18 : 4 °C’de depolanan serbest ve

enkapsiile L. acidophilus igeren PSF enkapsiile L. acidophilus igeren PSF
cozeltisinde zamana bagli canlilik (log ¢ozeltisinde zamana bagli canlilik (%)
kob/mL) degisimi. degisimi.

Sekil 4.19-20°de PSF c¢ozeltisinde 25 °C’de depolanan L. acidophilus canliliginin
zamana bagl degisimi log kob/mL ve % olarak ifade edilmistir. Serbest ve enkapsiil halde
PSF ¢ozeltisine ilave edilmis drneklerdeki L. acidophilus canliliginda depolamanin 0, 14,
ve 28. giinlerinde onemli farkliliklar olmadigi belirlenmistir (P>0.05). Sekil 4.19
incelendiginde, depolama sicakliginin 25 °C oldugu ortamda, depolamanin 42. giiniinden
sonra L. acidophilus canliliginin 6 log kob/g’dan daha az oldugu goriilmektedir. Depolama
sicakligmin 25 °C oldugu ortamda, PSF ¢ozeltisinde depolamanin 84. giiniinde L.
acidophilus canliligi % 0 ila % 26.15 araligina kadar bir azalma sergilemistir (Sekil 4.20).

Depolama sicakligi hari¢ biitiin kosullarin ayn1 oldugu sartlarda PSF ¢6zeltisinde
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gerceklestirilen 25 °C’deki depolamanin 84. giiniinde 4 °C’de gergeklestirilen depolamaya
gore canlilik 1.83-3.27 log kob/mL araliginda azalmustir.
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Sekil 4.19 : 25 °C’de depolanan serbest ve  Sekil 4.20 : 25 °C’de depolanan serbest

enkapsiile L. acidophilus igeren PSF ve enkapsiile L. acidophilus i¢ceren PSF
¢ozeltisinde zamana bagli canlilik (log ¢ozeltisinde zamana bagl canlilik (%)
kob/mL) degisimi. degisimi.

Depolama sicakliginin 25 °C olmasi 4 °C’ye kiyasla canlilikta daha fazla kayba
neden olmustur (Cizelge 4.17 ve Cizelge 4.18). 25 °C’de depolama sonucu canliliktaki
azalma, enkapsiiller iginde metabolik olarak aktif olarak bulunan L. acidophilus’un asitler,
bakteriyosin gibi metabolitler iiretip salgilayabilmesinden veya sahip olduklari hiicreleri
etkileyecek besin eksikligine yol agabilmesinden kaynaklanabilmektedir (Pinto ve dig,
2015). Probiyotiklerin asit iceren ortamlarda (Dave ve Shah, 1997) veya oksijen varliginda
(Talwalkar ve Kailasapathy, 2004) depolanmalari sirasinda canliligin1 kaybettigi
bildirilmektedir.

Farkli depolama ortamlarinin (elma suyu ve PSF c¢ozeltisi), farkli depolama
sicakliklarinin (4 °C ve 25 °C), farkli depolama siirelerinin (0, 14, 28, 42, 56 ve 84 giin) ve
farkli orneklerdeki (A3, F3, S3 ve P3) L. acidophilus canliligi iizerine -etkisinin
arastirtlmasinda varyans analizi (ANOVA) uygulanmistir. ANOVA, genel dogrusal model
(GLM) ile SPSS paket programi araciligr ile gerceklestirilmis olup elde edilen veriler
Cizelge 4.19’da verilmistir. Varyans analizinde depolama ortami, depolama sicakligi,
ornek, depolama siiresi, ortam x depolama sicakligi, ortam x siire, depolama sicaklifi x
stire, depolama sicakligi x 6rnek, ortam x depolama sicakligi x siire interaksiyonlarmin L.

acidophilus canlilig: tizerinde 6nemli derecede etkili oldugu aciga ¢ikmistir (Cizelge 4.19).
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Cizelge 4.19 : Farkli depolama ortamlar1 ve farkli depolama sicakliklarinda depolanan
orneklerde zamana bagli L. acidophilus canliligina ait varyans analizi sonuglari.

Varyasyon kaynaklari Serbestlik  Kareler F degeri P
derecesi  ortalamasi

Depolama ortami1 1 29.249 333.851 0.000
Depolama sicakligi 1 57.134 652.128 0.000
Ornek 3 4.151 47.378 0.000
Depolama siiresi 5 257.222 2935.925 0.000
Ortam x Depolama sicakligi 1 2.451 27.978 0.000
Ortam x Ornek 3 0.081 0.921 0431
Ortam x Siire 5 4.969 56.718 0.000
Depolama sicakligi x Siire 5 10.994 125.481 0.000
Depolama sicaklig1 x Ornek 3 0.254 2.900 0.035
Ortam x Depolama sicakligi x Ornek 3 0.139 1.581 0.194
Ortam x Ornek x Siire 15 0.130 1.489 0.108
Depolama sicakligi x Ornek x Siire 15 0.147 1.676 0.055
Ortam x Depolama sicaklig1 x Siire 5 0.922 10.521 0.000
Ortam x Depolama sicakligi x Ornek x Siire 15 0.086 0.977 0.480
Hata 288 0.088

Tahmasebian ve dig. (2020), L. acidophilus ig¢eren kizilcik suyunu 30 °C’de 4 hafta
boyunca depolamiglar ve canliligin bir hafta depolamanin sonucunda 7.62 + 0.07 log
kob/mL oldugunu ancak ikinci haftadan itibaren canlilik gézlenmedigini belirlemistirler.
AdebayoTayo ve dig. (2016) probiyotikleri (Pediococcus pentosaceus LaG1, L. rhamnosus
GG ve P. pentosaceus LBF2) iceren ananas suyunun fizikokimyasal ozelliklerini ve
canliligin1 degerlendirmistirler. Probiyotiklerin canliliginin 1.05-1.5 x 10° kob/mL arasinda
degistigini rapor etmistirler (AdebayoTayo ve Akpeji, 2016). Bir baska ¢alismada iiziim
suyuna B. bifidum’un serbest ve enkapsiil hali eklenmis ve depolama siiresince (35 giin)
canliligi degerlendirilmistir. Depolamanin sonunda Serbest ve enkapsiile B. bifidum
canliliginda sirasiyla 4.04 log kob/mL ve 1.23 log kob/mL azalma oldugunu rapor
etmistirler (Afzaal ve dig, 2020). Depolama sirasinda canlilikta meydana gelen azalma,
probiyotik laktik asit bakterilerinin metabolizmasinin, organik asit gibi baz1 metabolitlerin
birikiminin ve meyve suyu numunelerinde bulunan seker seviyesindeki azalmanin bir
sonucu olabilmektedir. Depolama sicakliginin 4 °C oldugu ancak enkapsiil ve serbest halde
probiyotik igeren drneklerin dahil edildigi ortamlarin (elma suyu ve PSF ¢ozeltisi) farkli
oldugu goz oniinde bulunduruldugunda formiilasyonlarin hepsinde biitiin depolama stireleri
boyunca ortamin elma suyu oldugu kosullarda L. acidophilus canliliginin daha fazla
oldugu belirlenmekle birlikte bu durum tespit edilen temel sonucu olusturmaktadir. Bunun

elma suyu bilesimindeki sekerden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.
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4.8.2 Depolamada fizikokimyasal 6l¢iimler

Depolama sicakliginin 4 °C ve 25 °C oldugu, elma suyunda ve PSF ¢ozeltisinde 84
giinliik depolama siiresi boyunca érneklerde canlilik belirlemesi disinda pH, toplam asitlik,

°Bx, su aktivitesi ve AE’de meydana gelen degisimlerde takip edilmistir.

4.8.2.1 pH

pH, probiyotik bakterilerin canli kalmasi tizerine etkili olan en énemli faktorlerden
birisidir. Kontrol, serbest ve enkapsiile L. acidophilus’un inokiile edildigi elma suyu
orneklerinin farkli sicakliklarda (4 °C ve 25 °C), 84 giin boyunca depolanmasi sonucu

meydana gelen pH degisimleri Cizelge 4.20°de gosterilmistir.

Cizelge 4.20 : Farkli sicakliklarda depolanan serbest ve enkapsiile L. acidophilus igeren
elma suyunda zamana bagl pH degisimi.

pH
Sicakhk 4°C
Siire (Giin) FC A3 F3 S3 P3
0 436+0.01° 432+001° 432+001*° 432+0.01® 432+0.012
14 435+£0.01° 4.22+0.020 430+£0.02° 423+0.02° 4.30+0.02°
28 434+0.01° 4.18+0.01* 4.27+0.01° 4.19+0.01* 428+0.01°
42 433+0.019 4.17+£0.022 425+0.02° 4.18+0.022 4.27+0.02°
56 432+0.019 4.16+0.02% 4.20+0.02> 4.16+0.022 4.26 +0.02°
84 430+0.01° 4.14+0.01° 4.16+0.01° 4.15+0.01*> 4.20+0.01°
Sicakhik 25°C
Siire (Giin) FC A3 F3 S3 P3
0 436+0.01° 432+0.01° 432+0.01° 432+0.01° 432+0.012
14 435+0.029 3.53+0.01* 356+0.02° 3.56+0.01° 3.64+0.01°
28 431+0.019 335+0.01* 3.41+0.01° 3.37+0.01> 3.49+0.02°
42 430+£0.01° 3.28+0.03% 3.37+0.02° 3.32+0.01° 3.45=+0.02¢
56 428 +£0.01° 3.25+0.018 3.33+£0.01° 3.30+0.02° 3.41+0.01¢
84 423+0.02¢ 3.19+£0.022 3.29+0.01° 3.28+0.02° 3.37+0.02°

Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir.

a-e.

Aym satirdaki farkli Gst simge harfler, 6rnekler arasindaki Onemli farkliliklari (P< 0.05)
gostermektedir.

FC: Kontrol (Elma suyu), A3: Alig suyu ve L. acidophilus iceren enkapsiilasyon ¢6zeltisini igeren 6rnek, F3: Alig¢ suyu
ile co-enkapsiile edilmis L. acidophilus enkapsiillerini igeren ornek, S3: Alig suyu icermeyen L. acidophilus
enkapsiilasyon ¢ozeltisini igeren 6rnek. P3: Alig¢ suyu icermeyen L. acidophilus enkapsiillerini i¢eren 6rnek.

Elma suyunun (kontrol, FC) baslangic pH’mnin 4.36 oldugu bilinmekle birlikte 4 °C
ve 25 °C’de 84 giinliik depolamanin sonunda pH’in sirasiyla 4.30 ve 4.23’e diistiigii

goriilmiistiir. Orneklerin 84 giinliik depolama siireleri incelendiginde kontrol drnegine ait
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pH degerinin 6rneklerin (A3, F3, S3 ve P3) pH degerlerine gore depolama boyunca daha
yiiksek oldugu gozlenmistir (P<0.05). Farkli depolama sicakliklarinda 84 giiniin sonunda
pH’ta meydana gelen en az azalma 4 °C’de depolanan P3 6rneginde tespit edilmisken en
fazla azalmanm ise 25 °C’de depolanan A3 6rneginde oldugu belirlenmistir. Sekil 4.21 ve
4.22°de elma suyunda 4 °C ve 25 °C sicaklikta depolama sonucu pH ve L. acidophilus

canlilig1 (log kob/mL) arasindaki iligski gosterilmistir.
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—8—A3 ——F3 §3 —4—D3 —8—A3 ——F3 $3 —+—DP3
Sekil 4.21 : 4 °C’de depolanan serbest ve  Sekil 4.22 : 25 °C’de depolanan serbest ve
enkapsiile L. acidophilus igeren elma enkapsiile L. acidophilus igeren elma
suyunda zamana bagli pH ve canlilik suyunda zamana bagli pH ve canlilik
degisimi. degisimi.

Orneklerin PSF ¢ozeltisinde farkli depolama sicakliklarinda (4 °C ve 25 °C), 84 giin
boyunca depolanmasi sonucu meydana gelen pH degisimleri Cizelge 4.21°de verilmistir.
Depolama sicakliginin 4 °C oldugu ortamdaki pH degisimi ile 25 °C oldugu ortamdaki pH
degisimi arasinda belirgin bir fark oldugu gozlenmis olup 4 °C’de pH’taki degisimin daha
az oldugu sonucuna ulasilmistir. Orneklerin her iki depolama sicakliginda 84 giinliik
depolama siireleri incelendiginde depolama boyunca kontrol ornegine (SC) ait pH
degerinin orneklerin (A3, F3, S3 ve P3) pH degerlerinden daha yiiksek oldugu goriilmiistiir
(P<0.05). Depolamanin 84. giiniinde kontrol 6rneginde (SC) meydana gelen pH degisimi
depolama sicakligimin 4 °C oldugu ortamda 0.41 olarak belirlenmigsken 25 °C oldugu
ortamda 0.44 olarak saptanmistir. EIma suyunda depolamada oldugu gibi enkapsiil i¢eren
orneklerdeki (F3 ve P3) pH degisimi serbest haldeki 6rneklere (A3 ve S3) gore daha az
degisiklik gostermistir. Depolama sicakliginin degisimi ile birlikte pH’m biiyiik dlclide

P

degistigi ancak 25 °C’de bile olsa en az degisimin enkapsiil iceren ortamlarda oldugu tespit
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edilmistir (Cizelge 4.21). Sekil 4.23 ve 4.24°de PSF ¢ozeltisinde 4 °C ve 25 °C sicaklikta

depolama islemi sonucu pH ve L. acidophilus canliligi arasindaki iliski gosterilmistir.

Cizelge 4.21 : Farkli sicakliklarda depolanan serbest ve enkapsiile L. acidophilus igeren
PSF c¢ozeltisinde zamana bagl pH degisimi.

pH
Sicaklik 4°C
Siire (Giin) SC A3 F3 S3 P3
0 7.00 +0.01° 4.57+0.01* 4.57+0.022 4.57+0.01* 4.57+0.022
14 6.82+0.02° 4.42+0.01° 4.46+0.02° 4.43+0.03% 4.47+0.02°
28 6.76 £ 0.029 4.36+0.022 4.38+0.01° 4.37+0.01*° 4.41+0.01°
42 6.71 £0.019 4.29+0.01* 432+0.01° 4.32+0.01° 4.35+0.01°
56 6.66+0.02¢ 4.25+0.02% 4.27+0.02*° 429+0.02°¢ 4.30+0.02°
84 6.59 +0.019 4.22+0.02% 425+0.01° 4.24+0.02° 4.27+0.01°
Sicakhik 25°C
Siire (Giin) SC A3 F3 S3 P3
0 7.00+0.01° 4.57+0.02%8 4.57+0.022 4.57+0.028 457 +0.022
14 6.79 +0.01° 3.38+0.01* 3.63+0.01° 3.45+0.01° 3.71 +0.02¢
28 6.73+0.01° 3.37+0.01* 3.59+0.01° 3.42+0.01° 3.63+0.01¢
42 6.69 +0.01° 3.35+0.02% 3.56+0.01° 3.41+0.01° 3.59+0.01¢
56 6.62+0.02° 3.32+0.012 3.51+0.02° 3.40+0.01° 3.55+0.02¢
84 6.56 + 0.02° 3.30+0.028 3.47+0.01° 3.37+0.01° 3.52+0.02¢

Degerler ortalama =+ standart sapma olarak ifade edilmistir.

&€ Ayni satirdaki farkli iist simge harfler, 6rnekler arasindaki 6nemli farkliliklar: (P< 0.05) gostermektedir.
SC: Kontrol (PSF c¢ozeltisi), A3: Alig suyu ve L. acidophilus igeren enkapsiilasyon ¢ozeltisini igeren 6rnek, F3: Alig
suyu ile co-enkapsiile edilmis L. acidophilus enkapsiillerini i¢eren 6rnek, S3: Ali¢ suyu icermeyen L. acidophilus
enkapsiilasyon ¢6zeltisini iceren 6rnek. P3: Ali¢ suyu icermeyen L. acidophilus enkapsiillerini i¢eren 6rnek.

9 - - 4,60 9 - 4,60
8 - T 8 -
< o 3 4,40
g7 T 4.50 g7
= S - 4,20
=2 6 4 - S 6 -
2 5 N > T 4,00
2’ \ ! s B0 ) A o
= 4 1 =8 = 4 1
=3 [ é 37 -~ M F —]T 3.60
=2 - 4,30 = : i - .
4] a1 e -
o1 SR #‘:[FI_MO
0 - 4.20 0 r 3.20
0 14 28 42 56 &4 0 14 28 42 56 84
Stire (giin) Stire (giin)
—a—A3 ——F3 s3 ——P3 —a— A3 ——F3 s3 ——P3

Sekil 4.23 : 4 °C’de depolanan serbest ve
enkapsiile L. acidophilus i¢eren PSF
cozeltisinde zamana bagli pH ve canlilik
degisimi.

Sekil 4.24 : 25 °C’de depolanan serbest ve
enkapsiile L. acidophilus igeren PSF
cozeltisinde zamana bagli pH ve canlilik
degisimi.
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Sekil 4.23 ve Sekil 4.24°¢ gore depolamanin 28. giiniinden itibaren pH’ta belirgin
distisler oldugu goriilmiistiir. Biitiin 6rnekler i¢in pH’taki disiisle birlikte L. acidophilus
canliliginin da azaldigi goriilmiistiir. Serbest halde bulunan probiyotik bakterilerin
karbonhidratlar1 kullanarak az miktarda organik asit iiretebildigi ve bdylece depolama
sirasinda triiniin pH’1in1 diigtirmiis olabildigi rapor edilmistir (Goderska ve dig, 2008).
Ciinkii probiyotiklerin asidik ortamlardaki depolama sirasinda canliligini kaybettigi yaygin
olarak kabul edilmektedir. pH’taki diisiis, probiyotik L. acidophilusun metabolik aktivite

gostermesinden kaynaklanmaktadir.

Farkli depolama ortamlarinin (elma suyu ve PSF ¢ozeltisi), farkli depolama
sicakliklarinin (4 °C ve 25 °C), farkli depolama siirelerinin (0, 14, 28, 42, 56 ve 84 giin) ve
farkli 6rneklerdeki (A3, F3, S3 ve P3) pH iizerine etkisinin arastirilmasinda GLM varyans
analizi (ANOVA) uygulanmis olup elde edilen veriler Cizelge 4.22’de verilmistir. Varyans
analizinde depolama ortami, depolama sicakligi, Ornek, depolama siiresi, ortam X
depolama sicakligi, ortam x Ornek, ortam x siire, depolama sicakligi x siire, depolama
sicakligr x Ornek, ortam X depolama sicakligi x ornek, ortam x 6rnek x siire, depolama
sicaklig1 x 6rnek x siire, ortam X depolama sicaklig1 x siire, ortam x depolama sicakligr x
ornek x siire interaksiyonlarmin pH {izerinde onemli derecede etkili oldugu sonucuna

ulasilmistir (Cizelge 4.22).

Cizelge 4.22 : Farkli depolama ortamlar: ve farkli depolama sicakliklarinda depolanan
orneklerde zamana bagli pH’a ait varyans analizi sonuglart.

Varyasyon kaynaklari Serbestlik  Kareler F degeri P
derecesi  ortalamasi

Depolama ortami 1 1.165 13698.873 0.000
Depolama sicaklig 1 35.406 416202.465 0.000
Ornek 3 0.029 339.189 0.000
Depolama siiresi 5 2.986  35105.375 0.000
Ortam X Depolama sicakligi 1 0.011 123.576 0.000
Ortam x Ornek 3 0.111 1304.740 0.000
Ortam X Siire 5 0.042 495.063 0.000
Depolama sicakligi x Siire 5 1.422 16714.364 0.000
Depolama sicakligi x Ornek 3 0.053 624.201 0.000
Ortam x Depolama sicakligi x Ornek 3 0.062 730.216 0.000
Ortam x Ornek x Siire 15 0.005 59.068 0.000
Depolama sicakligi x Ornek x Siire 15 0.003 40.407 0.000
Ortam x Depolama sicakligi x Siire 5 0.029 336.33 0.000
Ortam x Depolama sicakligi x Ornek x Siire 15 0.003 33.768 0.000
Hata 192 8.507E-5
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Afzaal ve dig. (2019) tarafindan yapilan ¢alismada B. bifidum serbest ve enkapsiil
halde {iziim suyuna ilave edilmis ve pH degisimi degerlendirilmistir. Otuz bes giinliik
depolama sonucunda serbest ve enkapsiile probiyotikleri i¢eren tiziim sulari i¢in pH’in
sirasiyla 3.71°den 2.93’e ve 3.74’den 3.24’e dustiigi bildirilmistir (Afzaal ve dig, 2020).
Bujna ve dig. (2018) ¢alismalarinda probiyotik igeren meyve sularinin pH’indaki diisiisiin
asit tiretimi ve bakteri tiremesinden kaynaklanabilecegini 6ne stirmiistiir (Bujna ve dig,
2018). Depolama sirasinda meyve sularindaki pH degisikliklerinin olast bir diger
nedeninin ise probiyotikler tarafindan indiiklenebilen malik asidin laktik aside
doniistiiriilmesi  oldugu diistintilmektedir (Nematollahi ve dig, 2016). Ayrica pH’ta
meydana gelen bu disiis, Lactobacillus’un antimikrobiyal aktivitesine yol agmakta,
fermente gidalarin organoleptik 6zelliklerinin iyilestirilmesini saglamakta ve istenmeyen
mikroorganizmalarin biiylimesini engellemektedir (Vinderola ve Reinheimer, 1999;
Caplice ve Fitzgerald 1999).

4.8.2.2 Toplam asitlik

Orneklerin 4 °C ve 25 °C’de depolanmalar1 sonucu % malik asit cinsinden toplam
asitlikte meydana gelen degisimler Cizelge 4.23’te ifade edilmistir. Kontrol olarak elma
suyu kullanilmis olup bu elma suyunda depolama araliklarinda (0, 14, 28, 42, 56 ve 84
giin) toplam asitlikte meydana gelen degisim degerlendirilmistir. Depolama sicakliginin 25
°C oldugu ortamda toplam asitligin daha fazla gelistigi ancak serbest forma goére enkapsiil
seklinde ilave edilenlerde asitlikteki artisin daha az oldugu gorilmiistiir. pH degeri ile
kiyaslandiginda pH degeri azaldikca, toplam asitligin arttigi belirlenmis olup bu da
potansiyel olarak 84 giinliik depolama sirasinda Orneklerdeki asit miktarinin arttigini
gosterebilmektedir. Depolamanin 84. giiniinde kontrol 6rneginde toplam asitligin

depolamanin baglangicina oranla % 0.44 arttig1 belirlenmistir.

Enkapsiil olarak elma suyuna ilave edilen orneklerin (F3 ve P3) 4 °C’de 84 giin
boyunca depolanmasi sonucu toplam asitliklerinde 6nemli bir fark olmadig: (P>0.05) ve
sirastyla bu degerlerin % 2.92 + 0.07 ve % 2.83 £ 0.04 oldugu tespit edilmistir. Ancak
serbest halde elma suyuna ilave edilen 6rneklerde (A3 ve S3) yine ayni kosullarda
depolama sonucu toplam asitlik degerlerindeki artisin daha fazla oldugu saptanmistir
(P<0.05).

Depolama sicakliginin 25 °C oldugu ortamda 6rneklerin (FC, A3, F3, S3 ve P3) elma

suyunda depolanmasi sonucu elde edilen degerler Cizelge 4.23’te gosterilmistir. Buna
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gore, kontrol 6rneginde (FC) baslangigta % 2.01 + 0.04 olan toplam asitligin 84. giiniin
sonunda % 2.72 + 0.07’e ulastig1 tespit edilmistir. Depolama sonunda toplam asitlikteki
degisimin serbest halde L. acidophilus igeren 6rneklerde (A3 ve S3) sirasiyla % 1.89 ve %
1.85 oldugu belirlenmisken enkapsiil halde L. acidophilus i¢eren 6rneklerde (F3 ve P3) ise
bu degisimin sirasiyla % 1.75 ve % 1.73 oldugu tespit edilmistir (P<0.05).

Cizelge 4.23 : Farkli sicakliklarda depolanan serbest ve enkapsiile L. acidophilus igeren
elma suyunda zamana bagl toplam asitlik degisimi.

Toplam asitlik (% malik asit)

Sicakhk 4°C
Siire (Giin) FC A3 F3 S3 P3
0 2.01 £0.048 221+0.04° 2.01+0.10° 1.95+0.10° 1.91+0.07
14 2.06+0.07% 2.54+0.05° 2.17+0.108 2.52+0.07° 2.15+0.01%
28 2.12+0.07° 2.65+0.07° 226+0.07° 2.63+0.10° 2.22+0.03%
42 2.26+0.04% 2.85+0.07% 2.79+0.07¢ 2.69+0.07° 2.54+0.04°
56 2.32+0.05% 3.05+0.06° 2.85+0.13° 2.76+0.04° 2.70+0.10°
84 245+0.04% 3.18+0.079 2.92+0.07>° 2.94+0.04° 2.83+0.04°
Sicakhk 25 °C
Siire (Giin) FC A3 F3 S3 P3
0 2.01 £0.04* 2.21+0.04° 2.01+£0.100 1.95+0.10®8 1.91+0.07
14 2.12+0.07% 2.94+0.04° 2.71+0.07° 2.88+0.04° 2.67+0.02°
28 2.39+0.07% 3.14+0.03% 3.00+0.05° 2.96+0.02>¢ 2.89+0.01°
42 241+0.10* 3.68+0.109 328+0.04> 3.44+0.07° 3.18+0.07°
56 2.52+0.07% 3.92+0.04° 3.55+0.10° 3.57+0.07° 3.45+0.06°
84 2.72+0.07% 4.10+0.07¢ 3.76+0.05° 3.80+0.04° 3.64+0.07°

Degerler ortalama =+ standart sapma olarak ifade edilmistir.

ad: Aym satirdaki farkli {ist simge harfler, ornekler arasindaki &nemli farkhiliklar1 (P<0.05)
gostermektedir.

FC: Kontrol (Elma suyu), A3: Alig suyu ve L. acidophilus iceren enkapsiilasyon ¢ozeltisini igeren 6rnek, F3: Alig
suyu ile co-enkapsiile edilmis L. acidophilus enkapsiillerini i¢eren 6rnek, S3: Alig suyu i¢cermeyen L. acidophilus
enkapsiilasyon ¢ozeltisini iceren 6rnek. P3: Ali¢ suyu icermeyen L. acidophilus enkapsiillerini i¢eren 6rnek.

Orneklerin farkli depolama sicakliklart (4 °C ve 25 °C) ve farkli depolama
araliklarinda (0, 14, 28, 42, 56 ve 84 giin) elma suyunda depolanmasi sonucu toplam asitlik
(%) ve L. acidophilus canliligindaki (%) degisimin grafiksel olarak gosterimleri Sekil 4.25
ve Sekil 4.26°da verilmistir. Sekil 4.25 ve Sekil 4.26’dan anlasilacag: lizere elma suyunda
25 °C’de depolamada toplam asitlikteki artisin 4 °C’de depolamaya gore daha fazla oldugu
goriilmektedir. Yine asitlikteki artisa bagli olarak 25 °C’deki L. acidophilus canliliginin
(%), 4 °C’de depolamaya gore daha fazla azaldigi belirlenmistir. Depolama siirecinde

toplam asitlikteki artisa bagli olarak canliligin (%) azalmas edinilen sonuglardandir.
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Sekil 4.25 : 4 °C’de depolanan serbest ve  Sekil 4.26 : 25 °C’de depolanan serbest ve

enkapsiile L. acidophilus igeren elma enkapsiile L. acidophilus igeren elma
suyunda zamana bagl canlilik (%) ve suyunda zamana bagl canlilik (%) ve
toplam asitlik (%) degisimi. toplam asitlik (%) degisimi.

Cizelge 4.24°te, 4 °C’de depolanan serbest ve enkapsiil halde L. acidophilus igeren
orneklerin PSF c¢ozeltisinde depolanmas: sonucu edinilen veriler ifade edilmistir. Buna
gore kontrol olarak PSF ¢ozeltisi kullanildiginda toplam asitligin depolamanin 0. giiniinde
% 0.42 £+ 0.04 oldugu tespit edilmisken, depolamanin 84. giiniinde ise % 1.02 + 0.04
oldugu belirlenmistir. Toplam asitlikte % 0.60 oraninda bir artis oldugu anlagilmaktadir.
Ornekler enkapsiil ve serbest halde degerlendirildiklerinde 84. giiniin sonunda toplam
asitliklerinde 6nemli bir farklilik oldugu saptanmistir (P<0.05). Kontrol ile kiyaslandiginda
ise depolamanin sonunda Orneklerin ve kontroliin toplam asitligi arasindaki farkin
istatistiksel agidan Onemli oldugu gorilmistir (P<0.05). PSF ¢o6zeltisinde bulunan
orneklerin 25 °C’de 84 giin boyunca depolanmasi sonucu zamana bagli toplam asitlik
degisimi incelendiginde, depolamanin 0. giiniine oranla 84. giinde kontrol 6rnegindeki
(SC) toplam asitligin % 0.69 arttig1 saptanmustir (Cizelge 4.24). Enkapsiil olarak PSF
cozeltisine ilave edilen 6rneklerin (F3 ve P3) 25 °C’de 84 giin depolanmasi sonucu toplam
asitliklerinde 6nemli bir fark olmadigi (P>0.05) belirlenmis olup bu degerlerin sirasiyla %
1.88 + 0.04 ve % 1.79 + 0.07 oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.24). Ancak serbest halde
elma suyuna ilave edilen orneklerde (A3 ve S3) yine ayni kosullarda depolama sonucu
toplam asitlik degerlerinin enkapsiil i¢eren 6rneklere (F3 ve P3) kiyasla daha fazla oldugu
saptanmistir (P<0.05). Sekil 4.27 ve Sekil 4.28’de farkli depolama sicakliklar1 ve farkli
depolama araliklarinda 6rneklerin PSF ¢ozeltisinde depolanmasi sonucu toplam asitlik (%)

ve L. acidophilus canliligindaki (%) degisim gosterilmistir.

99



Cizelge 4.24 : Farkli sicakliklarda depolanan serbest ve enkapsiile L. acidophilus igeren
PSF ¢ozeltisinde zamana bagl toplam asitlik degisimi.

Toplam asitlik (% malik asit)

Sicakhik 4 °C
Siire (Giin) SC A3 F3 S3 P3
0 0.42+0.04° 0.80+0.07° 0.46+0.07%° 0.63+0.01° 0.44 + 0.042
14 0.53+0.07% 0.95+0.04° 0.88+0.04° 0.71+0.08® 0.60+0.07*"
28 0.60 +0.07% 1.08 +0.04° 0.99 +0.07>¢ 0.99 +0.07>¢ 0.95 + 0.04°
42 0.77 £0.042 1.22+0.04° 1.15£0.10° 1.11£0.04>¢ 1.02 +0.04°
56 0.83+0.06° 1.44+0.109 1.35+0.04%9 1.28 +0.04°>¢ 1.22 +0.04°
84 1.02+0.04% 1.59+0.07° 1.57+0.04° 139+0.07° 1.34+0.03°
Sicakhik 25°C
Siire (Giin) SC A3 F3 S3 P3
0 0.42+0.042 0.80+£0.07° 0.46+0.07% 0.63+0.01° 0.44 +0.042
14 0.62+0.04* 1.20+0.05¢ 0.99+0.07° 1.08+0.04° 0.86+0.07°
28 0.89+0.042 1.56+0.039 1.39+0.07° 1.49+0.029 1.24+0.04°
42 0.96 +0.03%2 2.25+0.079 1.55+0.04° 2.17+0.029 1.46+0.07°
56 1.04+0.042 2.49+0.10° 1.72+0.07° 2.32+0.07 1.59+0.07°
84 1.11+£0.04% 258+0.07 1.88+£0.04> 2.45+0.07° 1.79+0.07°

Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir.

& Aym satirdaki farkli st simge harfler, Ornekler arasindaki 6nemli farkliliklar1 (P<0.05)

gostermektedir.

SC: Kontrol (PSF ¢ozeltisi), A3: Ali¢ suyu ve L. acidophilus igeren enkapsiilasyon ¢ozeltisini igeren 6rnek, F3: Alig
suyu ile co-enkapsiile edilmis L. acidophilus enkapsiillerini i¢eren 6rnek, S3: Alig suyu icermeyen L. acidophilus
enkapsiilasyon ¢ozeltisini igeren 6rnek. P3: Ali¢ suyu icermeyen L. acidophilus enkapsiillerini igeren 6rnek.
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Sekil 4.27 ve Sekil 4.28’e gore, elma suyunda oldugu gibi toplam asitligin 4 °C’de
depolamayla kiyaslandiginda 25 °C’de daha fazla oldugu belirlenmistir. Bu toplam
asitlikteki artistan yola ¢ikarak L. acidophilus canliliginin (%), 4 °C’de depolamada daha
fazla oldugu ve depolama siirecinde toplam asitlikteki artis ile birlikte canliligin (%)

azaldig: tespit edilmistir.

Farkli varyans kaynaklarinin toplam asitlik {izerine etkisinin arastirilmasinda GLM
varyans analizi (ANOVA) uygulanmis olup elde edilen veriler Cizelge 4.25’te verilmistir.
Varyans analizinde depolama ortami1, depolama sicakligi, drnek, depolama siiresi, ortam x
depolama sicakligi, ortam x ornek, ortam x siire, depolama sicakligi x siire, depolama
sicakligr x ornek, ortam x depolama sicakligi x 6rnek, ortam x 6rnek x siire, depolama
sicakligl x ornek x siire, ortam % depolama sicakligi x siire, ortam X depolama sicakligi x
ornek X siire interaksiyonlarinin toplam asitlik tizerinde 6nemli derecede etkili oldugu

sonucuna ulasilmistir (Cizelge 4.25).

Cizelge 4.25 : Farkli depolama ortamlar1 ve farkli depolama sicakliklarinda depolanan
orneklerde zamana bagli toplam asitlige ait varyans analizi sonuglari.

Varyasyon kaynaklari Serbestlik  Kareler F degeri P
derecesi  ortalamasi

Depolama ortami1 1 173.151  45645.177  0.000
Depolama sicakligi 1 18.886 4978.547  0.000
Ornek 3 2.014 530.942  0.000
Depolama siiresi 5 11.413 3008.677  0.000
Ortam X% Depolama sicaklig 1 0.135 35.527 0.000
Ortam x Ornek 3 0.041 10.908 0.000
Ortam x Siire 5 0.042 495.063  0.000
Depolama sicakligi x Siire 5 1.086 286.328  0.000
Depolama sicaklig1 x Ornek 3 0.053 624.201  0.000
Ortam x Depolama sicaklig1 x Ornek 3 0.219 57.746  0.000
Ortam x Ornek x Siire 15 0.035 9.114  0.000
Depolama sicakligi x Ornek x Siire 15 0.058 15.183  0.000
Ortam X% Depolama sicaklig1 x Siire 5 0.031 8.090 0.000
Ortam x Depolama sicaklig1 x Ornek x Siire 15 0.014 3.594  0.000
Hata 192 0.004

Probiyotikler, organik asitleri {iretebilmek i¢in sekerleri kullanabilmektedir
(Goderska ve dig, 2008). Genel olarak, L. acidophilus suslari tarafindan seker kullanim
siras1, glukoz, fruktoz, sukroz, laktoz ve galaktozdur. Tieking ve dig. (2005), L.
sanfranciscensis’in mikrobiyal metabolizma yoluyla fruktozu metabolize ettigini ve
boylece pH’1n diistiigiinii ve toplam asitligin arttigin1 bildirmistirler (Tieking ve dig, 2005).
Mikrobiyal metabolizma sonucu asetik asit, laktik asit ve karbondioksit gibi yan {iriinler
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olusmaktadir. Kumar ve dig. (2015), mango ve sapota sularina L. plantarum’un
inokiilasyonu sonucunda asit i¢eriginde bir artis oldugunu ifade etmistirler (Kumar ve dig,
2015). Organik asit tiretiminin yani sira asitlik artisinin bir baska nedeninin de 6li
probiyotik hiicrelerden salinan enzimler tarafindan indiiklenen meyve suyu sekerinin
hidrolize edilmesinin olabilecegi rapor edilmistir (Ding ve Shah, 2008). Serbest halde
probiyotik iceren meyve suyunda probiyotiklerin meyve suyunda bulunan sekerleri
kullanma ve onu aside doniistiirme erisimi oldugu i¢in meyve suyundaki asit artisinin
probiyotiklerin daha kolay bir sekilde seker tiiketiminden kaynaklandig: diistiniilmektedir.
Meyve sulari, probiyotiklerin tiiketebilecegi yiiksek diizeyde seker bilesenleri igerdigi igin
probiyotikler bu sekerleri kullanarak asitlikte artisa sebep olacaktir. Sonug olarak bu durum
meyve suyunun arzu edilen duyusal profilini degistirebilmektedir. Probiyotiklerin
enkapsiilasyonu ile bu kusurlarin 6niine gegilebilmekte ve boylece meyve sularindaki asit

tiretimi siirlandirilabilmektedir (Mokhtari ve dig, 2019).

4.8.2.3 Briks

Orneklerin farkli sicakliklarda (4 °C ve 25 °C) depolanmasi siiresince zamana (0, 14,
28, 42, 56 ve 84 giin) bagh olarak °Bx degerlerindeki degisimler takip edilmistir.
Depolamanin sonunda seker tiiketiminden kaynaklandigi diisiiniilen bir °Bx disiisi
gozlenmistir (P<0.05). Enkapsiil halde bakteri iceren orneklerde, probiyotiklerin
etrafindaki kapsiil duvar1 matrisi sayesinde ¢oziiniir sekerlere probiyotiklerin kolay bir
sekilde erisimleri engellenmistir. Tez ¢aligmasi kapsaminda asitlik artigina iliskin edinilen
sonuglar, pH ve °Bx’teki azalmaya iliskin edinilen sonuglarla tamamen tutarlilik
gostermistir. Probiyotiklerin enkapsiilasyonu ile asitlikteki artisin ve pH ile °Bx’teki
diistisiin biiyiik 6lgtide kontrol edilebildigi onceki ¢aligmalarda bildirilmistir (Mokhtari ve
dig, 2019; Afzaal ve dig, 2020).

Cizelge 4.26’da orneklerin 4 °C ve 25 °C’de elma suyunda depolanmasi sonucu
zamana bagli °Bx degisimleri gosterilmistir. Kontrol 6rneginde (FC) 84 giinliik depolama
sonucunda sicakligin 4 °C oldugu ortamda 0.2 °Bx’lik bir azalma belirlenmigken 25 °C
oldugu ortamda bu azalma 0.4 °Bx olarak tespit edilmistir. Depolama sonunda sicakligin 4
°C oldugu ortamda serbest halde elma suyuna ilave edilen 6rneklerin (A3 ve S3) °Bx
degerlerinin enkapsiil halde ilave edilenlere (F3 ve P3) kiyasla daha fazla azaldig:
belirlenmistir (P<0.05). Depolama sicakliginin 25 °C oldugu ortamda depolamanin 84.

giiniinde serbest halde elma suyuna ilave edilen 6rneklerin (A3 ve S3) °Bx degerlerinin
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enkapsiil halde ilave edilenlerle (F3 ve P3) karsilastirildiginda daha fazla azaldig: tespit
edilmistir (P<0.05). Bunun serbest haldeki probiyotiklerin enkapsiil haldekilere oranla

sekere ulagsmalarinin daha kolay olmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Cizelge 4.26 : Farkli sicakliklarda depolanan serbest ve enkapsiile L. acidophilus igeren
elma suyunda zamana bagl °Bx degisimi.

°Bx
Sicakhik 4 °C
Siire (Giin) FC A3 F3 S3 P3
0 13.0+0.12 13.1+0.1° 20.0+0.0¢ 13.2+0.1° 20.0+0.1¢°
14 13.0+0.18° 129+0.12 19.8+0.19 13.1+0.1° 19.6+0.2°
28 129+0.18° 12.8+0.12 19.7+0.19 13.0+0.1° 19.6+0.1°
42 128+ 0.0 12.7+£0.12 19.6+0.1° 129+0.1° 19.6+0.2°
56 12.8+0.1° 12.6+0.1* 195+0.19 129+0.1° 19.5+0.1¢
84 128+0.1° 12.3+0.12 194+0.1° 124+0.1° 19.5+0.1¢
Sicakhk 25 °C
Siire (Giin) FC A3 F3 S3 P3
0 13.0+0.18 13.1+£0.1° 200+0.0% 13.2+0.1° 20.0+0.1¢
14 13.0+0.1° 12.8+0.1% 19.7+0.1°® 132+0.1° 19.5+0.1¢
28 129+0.1° 12.7+0.1% 196+0.1° 13.0+0.1° 19.5+0.1¢
42 12.8+0.0° 12.6+0.12 19.6+02¢ 128+0.1° 19.4+0.1¢
56 127+0.1° 124+0.1* 195+0.1° 126+0.1° 19.4+0.1¢
84 126+0.0° 12.1+0.12 19.3+0.0¢ 12.3+0.1° 19.3+0.1¢

Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir.
& Aymi satirdaki farkli iist simge harfler, 6rnekler arasindaki Onemli farkliliklar1 (P<0.05)

gostermektedir.

FC: Kontrol (Elma suyu), A3: Alig¢ suyu ve L. acidophilus iceren enkapsiilasyon ¢ozeltisini iceren 6rnek, F3: Alig
suyu ile co-enkapsiile edilmis L. acidophilus enkapsiillerini i¢eren 6rnek, S3: Alig suyu icermeyen L. acidophilus
enkapsiilasyon ¢6zeltisini igeren 6rnek. P3: Alig suyu icermeyen L. acidophilus enkapsiillerini i¢eren 6rnek.

Farkli depolama sicakliklarinda (4 °C ve 25 °C) PSF ¢ozeltisinde oOrneklerin
depolanmast sonucu zamana bagl °Bx degisimi Cizelge 4.27°de verilmistir. Depolama
sicakliklarmin 4 °C ve 25 °C oldugu ortamlarda 84 giinliik depolama sonucunda kontrol
ornegindeki (SC) °Bx degerlerinin sirasiyla 0.1 °Bx ve 0.2 °Bx azaldig1 belirlenmistir.
Depolamanin 0. giiniinde serbest halde PSF ¢o6zeltisine ilave edilen 6rneklerde (A3 ve S3)
°Bx degerlerinin enkapsiil halde ilave edilenlere (F3 ve P3) kiyasla daha az oldugu tespit
edilmigtir. Bu enkapsiilasyonda kullanilan kaplama malzemelerinin karbonhidrat

bilesiminde  olmasindan ve  boylece  °Bx’in  yiikselmesini  saglamasindan

kaynaklanmaktadir. Depolama siireleri (0, 14, 28, 42, 56 ve 84 giin) boyunca orneklerin
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°Bx degerlerindeki degisimin istatistiksel agidan onemli derecede farklilik gosterdigi

sonucuna ulasilmistir (P<0.05).

Cizelge 4.27 : Farkli sicakliklarda depolanan serbest ve enkapsiile L. acidophilus igeren
PSF c¢ozeltisinde zamana bagli °Bx degisimi.

°Bx
Sicakhik 4 °C
Siire (Giin) SC A3 F3 S3 P3
0 1.3+0.12 24+0.1° 10.1+0.1° 3.1+0.1¢ 9.4+0.14
14 1.3+£0.18 23+0.1° 10.1+0.1¢ 3.0+0.1¢ 9.3+0.1¢
28 1.3+£0.12 23+0.1° 10.0+0.1° 3.0+0.1¢ 9.3+0.1¢
42 1.3+0.12 23+0.1° 10.0+0.1° 3.0+0.1¢ 9.2 +0.1¢
56 1.2+0.0* 23+0.1° 10.0+0.1° 29+0.1° 9.2 +0.1¢
84 12400 22+00° 10.0+0.1¢ 29+0.1° 9.1+0.1¢
Sicaklik 25°C
Siire (Giin) SC A3 F3 S3 P3
0 134018  24+0.1° 10.1+0.1¢ 3.1+0.1¢ 9.4+0.1¢
14 134018  23+0.1° 10.0+0.1¢ 3.0+0.1¢ 9.1 +0.1¢
28 124+0.12 23+0.1° 9.7+0.1¢ 3.0+0.1° 9.1 +0.1¢
42 124012 22+0.1° 9.6+0.1° 2.940.0° 8.9+0.19
56 124012 2.1+0.1° 9.5+0.2¢ 2.8+0.1° 8.8+ 0.2d
84 1.1+0.12  2.1+0.1° 9.1+0.2¢ 28+0.1° 8.7+0.14

Degerler ortalama =+ standart sapma olarak ifade edilmistir.

& Aymi satirdaki farkli iist simge harfler, Ornekler arasindaki Onemli farkliliklar1 (P<0.05)
gostermektedir.

SC: Kontrol (PSF ¢ozeltisi), A3: Ali¢ suyu ve L. acidophilus iceren enkapsiilasyon ¢ozeltisini igeren 6rnek, F3: Alig
suyu ile co-enkapsiile edilmis L. acidophilus enkapsiillerini iceren 6rnek, S3: Alig suyu icermeyen L. acidophilus
enkapsiilasyon ¢6zeltisini igeren 6rnek. P3: Alig suyu icermeyen L. acidophilus enkapsiillerini i¢eren 6rnek.

Farkli varyans kaynaklariin °BX iizerine etkisinin arastirilmasinda GLM varyans
analizi (ANOVA) uygulanmis olup elde edilen veriler Cizelge 4.28’de gosterilmistir.
Varyans analizinde depolama ortami, depolama sicakligi, 6rnek, depolama siiresi, ortam x
depolama sicakligi, ortam x Grnek, ortam x siire, depolama sicakligi x siire, depolama
sicakligl x Ornek, ortam X depolama sicakligr x érnek, ortam x 6rnek x siire, depolama
sicakligr x ornek x siire, ortam x depolama sicakligi x drnek x siire interaksiyonlarinin °Bx
tizerinde onemli derecede etkili oldugu sonucuna ulasilmistir (Cizelge 4.28). Ortam X
depolama sicaklig1 x siire interaksiyonunun °BX iizerinde 6nemli derecede etkili olmadigi

elde edilen bir diger sonugtur.

Ding ve Shah (2009) c¢alismalarinda probiyotik bakterilerin karbonhidratlart

kullandigini ifade etmistirler. Tahmasebian ve dig. (2020), fermantasyon sirasinda Kizilcik
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suyundaki fermente olabilen karbonhidrat miktarinin 6nemli Slglide azaldigini rapor

etmigtirler.

Cizelge 4.28 : Farkli depolama ortamlari ve farkli depolama sicakliklarinda depolanan
orneklerde zamana bagli °Bx’e ait varyans analizi sonuglart.

Varyasyon kaynaklari Serbestlik  Kareler F degeri P
derecesi  ortalamasi

Depolama ortami 1 7532.758 1268675.094  0.000
Depolama sicakligi 1 1.188 200.146  0.000
Ornek 3 1123.494  189219.998  0.000
Depolama siiresi 5 1.299 218.733  0.000
Ortam % Depolama sicaklig 1 0.105 17.690  0.000
Ortam x Ornek 3 2.758 464.442  0.000
Ortam x Siire 5 0.030 4,988 0.000
Depolama sicakligi x Siire 5 0.112 18.883  0.000
Depolama sicakligr x Ornek 3 0.324 54.618 0.000
Ortam X Depolama sicaklign x Ornek 3 0.063 10.548  0.000
Ortam x Ornek x Siire 15 0.038 6.379  0.000
Depolama sicakligi x Ornek x Siire 15 0.058 9.795  0.000
Ortam x Depolama sicakligi x Siire 5 0.012 2.041  0.075
Ortam x Depolama sicaklig1 x Ornek x Siire 15 0.013 2141 0.010
Hata 192 0.006

4.8.2.4 Su aktivitesi

Serbest ve enkapsiil halde L. acidophilus igeren elma suyunda ve PSF ¢o6zeltisinde
depolama siiresi boyunca su aktivitesinde meydana gelen degisimler arastirilmis ve

edinilen veriler sirasiyla Cizelge 4.29 ve Cizelge 4.30’da verilmistir.

Cizelge 4.29 incelendiginde, elma suyunda kontrol 6rneginin (FC) baslangigtaki aw
degeri 0.970 + 0.001 olarak belirlenmisken depolamanin 84. giiniinde 4 °C ve 25 °C
depolama sicakliklarinda FC 6rneginin aw degerleri sirasiyla 0.960 + 0.001 ve 0.956 +
0.002 olarak tespit edilmistir. Serbest halde L. acidophilus igeren 6rnekler (A3 ve S3) ile
enkapsiil halde L. acidophilus igeren oOrnekler (F3 ve P3) icin aw degerleri
karsilastirildiginda enkapsiil igeren orneklerde su aktivitesinin daha diisik oldugu
saptanmustir (Cizelge 4.29). Elma suyunda 4 °C’de depolanan F3 ve P3 enkapsiillerini
iceren Orneklerin depolama sonunda aw degerlerinin sirastyla 0.955 £+ 0.001 ve 0.959 +
0.001 oldugu belirlenmistir (P<0.05). Depolama sicakliginin 25 °C oldugu durumda F3 ve
P3 oOrnekleri i¢in aw degerleri sirasiyla 0.952 + 0.001 ve 0.953 + 0.001 olarak tespit
edilmistir. ElIma suyunda 4 °C’de 84 giiniin sonunda A3 ve S3 ornekleri i¢in aw degerleri
0.959 + 0.001 ve 0.960 + 0.002 olarak belirlenmisken (P>0.05), 25 °C’de 84 giiniin
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sonunda A3 ve S3 ornekleri icin aw degerleri 0.958 + 0.002 ve 0.958 + 0.002 olarak tespit
edilmistir (P>0.05).

Cizelge 4.29 : Farkli sicakliklarda depolanan serbest ve enkapsiile L. acidophilus igeren
elma suyunda zamana baglh aw degisimi.

Aw
Sicakhik 4 °C
Siire
(Giin) FC A3 F3 S3 P3
0 0.970 + 0.001° 0.972+0.001° 0.967 +0.002% 0.971 +0.001°® 0.967 + 0.0022
14 0.967 +0.001° 0.967 +0.001° 0.965 +0.001* 0.969 + 0.001¢ 0.966 + 0.001°
28 0.966 +0.001° 0.966 + 0.001°  0.961 +0.001* 0.966 + 0.001° 0.964 + 0.001°
42 0.965+0.001° 0.965+ 0.001*>¢ 0.960 + 0.001* 0.966 + 0.001° 0.964 + 0.001°
56 0.965+ 0.001° 0.963 + 0.001° 0.959 + 0.001* 0.965 + 0.001° 0.961 + 0.002°
84 0.960 + 0.001° 0.959+0.001° 0.955+0.001* 0.960 + 0.002° 0.959 + 0.001°
Sicakhik 25°C
Siire
(Giin) FC A3 F3 S3 P3
0 0.970 + 0.001° 0.972+0.001> 0.967 + 0.001* 0.971 + 0.001° 0.967 + 0.0022
14 0.966 + 0.001°  0.966 + 0.001°¢ 0.964 + 0.001° 0.968 + 0.001¢ 0.963 + 0.0022
28 0.964 + 0.001° 0.964+0.001° 0.957 +0.001* 0.964 + 0.001° 0.960 + 0.001°
42 0.962 + 0.001° 0.963 +0.001° 0.957 +0.001* 0.963 + 0.001° 0.959 + 0.001°
56 0.960 + 0.001°¢ 0.961 +0.001°  0.956 + 0.001* 0.959 + 0.001° 0.957 + 0.0022
84 0.956 + 0.002° 0.958 +0.002°> 0.952+0.001* 0.958 + 0.002° 0.953 + 0.0012

Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir.

#d: Aym satirdaki farkli {ist simge harfler, ornekler arasindaki &nemli farkhiliklar1 (P<0.05)

gostermektedir.

FC: Kontrol (Elma suyu), A3: Alig suyu ve L. acidophilus iceren enkapsiilasyon ¢ozeltisini igeren 6rnek, F3: Alig

suyu ile co-enkapsiile edilmis L. acidophilus enkapsiillerini i¢eren 6rnek, S3: Alig¢ suyu icermeyen L. acidophilus

enkapsiilasyon ¢6zeltisini igeren 6rnek. P3: Alig suyu icermeyen L. acidophilus enkapsiillerini i¢eren 6rnek.

Depolama ortami olarak kullanilan PSF ¢ozeltisine ilave edilmis 6rneklerin 4 °C ve

25 °C depolama sicakliklarinda aw degerleri Cizelge 4.30’da ifade edilmistir. Kontrol
orneginin (SC) baglangigtaki aw degerinin 0.978 + 0.001 oldugu tespit edilmisken
depolamanin sonunda 4 °C ve 25 °C depolama sicakliklarinda aw degerlerinin sirasiyla
0.967 + 0.002 ve 0.965 + 0.002 oldugu saptanmistir (Cizelge 4.30). Enkapsiil halde L.
acidophilus i¢eren 6rneklerin (F3 ve P3) aw degerlerinin serbest halde L. acidophilus igeren
orneklerin (A3 ve S3) aw degerlerinden daha diisiik oldugu belirlenmistir. PSF ¢6zeltisinde
4 °C’de depolama sonunda (84. giin) F3 ve P3 o6rnekleri igin aw degerleri 0.962 + 0.002 ve
0.964 + 0.002 olarak belirlenmisken (P>0.05), 25 °C’de 84 giiniin sonunda F3 ve P3

ornekleri i¢in aw degerleri 0.960 + 0.002 ve 0.960 £ 0.002 olarak tespit edilmistir (P>0.05).
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Enkapsiil iceren 6rneklerin enkapsiilasyon igsleminde kullanilan maltodekstrin ve iniilinin

varligi ile aw degerlerinde azalmaya neden oldugu diisiiniilmektedir.

Cizelge 4.30 : Farkli sicakliklarda depolanan serbest ve enkapsiile L. acidophilus igeren
PSF ¢ozeltisinde zamana bagli aw degisimi.

Aw
Sicakhik 4 °C
Siire
(Giin) SC A3 F3 S3 P3
0 0.978 £ 0.001° 0.975+0.001° 0.975+0.001° 0.978 £ 0.001° 0.973 + 0.0012
14 0.973 £0.001° 0.974+0.001>¢ 0.970+0.001* 0.975+0.001¢ 0.971 +0.0012
28 0.972+0.001° 0.972+0.001° 0.966+0.001* 0.971 +0.002>¢ 0.970 + 0.001°
42 0.970 + 0.001° 0.970+0.001¢ 0.965+0.0012 0.970+0.001° 0.967 + 0.001°
56 0.969 + 0.001° 0.969 + 0.001°  0.964 + 0.001* 0.969 + 0.001¢ 0.966 + 0.001°
84 0.967 £ 0.002° 0.966 + 0.002°¢ 0.962 + 0.002 0.966 + 0.001>°¢ 0.964 + 0.002%°
Sicakhk 25°C
Siire
(Giiin) SC A3 F3 S3 P3
0 0.978 £ 0.001¢ 0.975+0.001> 0.975+0.001° 0.978+0.001°¢ 0.973 +0.001?
14 0.974+0.001¢ 0.974+0.001° 0.970+0.0012 0.976+0.001¢ 0.972 +0.001°
28 0.971 +0.001° 0.972 +0.002° 0.969 + 0.002%° 0.972 +0.002° 0.967 + 0.0012
42 0.970 + 0.000° 0.970 +0.001> 0.966+0.0012 0.970+ 0.001° 0.966 + 0.001?
56 0.969 + 0.001° 0.969 +0.001°> 0.965+0.001*  0.969 + 0.001° 0.964 + 0.001?
84 0.965 + 0.002° 0.968 +0.002° 0.960 + 0.002%  0.966 + 0.002°  0.960 + 0.0022

Degerler ortalama =+ standart sapma olarak ifade edilmistir.

#d: Aym satirdaki farkli iist simge harfler, ornekler arasindaki &nemli farkhiliklar1 (P<0.05)
gostermektedir.

SC: Kontrol (PSF ¢ozeltisi), A3: Ali¢ suyu ve L. acidophilus igeren enkapsiilasyon ¢ozeltisini igeren 6rnek, F3: Alig
suyu ile co-enkapsiile edilmis L. acidophilus enkapsiillerini i¢eren 6rnek, S3: Alig¢ suyu icermeyen L. acidophilus
enkapsiilasyon ¢ozeltisini igeren 6rnek. P3: Ali¢ suyu icermeyen L. acidophilus enkapsiillerini igeren 6rnek.

Farkli varyans kaynaklarinin aw iizerine etkisinin arastirilmasinda GLM varyans
analizi (ANOVA) uygulanmis olup elde edilen veriler Cizelge 4.31°de ifade edilmistir.
Varyans analizinde depolama ortami, depolama sicakligi, 6rnek, depolama siiresi, ortam X
depolama sicakligi, ortam x Grnek, ortam x siire, depolama sicakligi x siire, depolama
sicakligr x oOrnek, ortam x ornek x siire, depolama sicakligt x ornek x siire, ortam X
depolama sicaklig1 x siire, ortam X depolama sicakligr x 6rnek x siire interaksiyonlarinin
°Bx tizerinde 6nemli derecede etkili oldugu sonucu ¢ikarilmistir (Cizelge 4.31). Ortam X
depolama sicakligi x 6rnek interaksiyonunun aw tizerinde 6nemli derecede etkili olmadigi

elde edilen bir diger sonucu olusturmaktadir (Cizelge 4.31).

107



Cizelge 4.31 : Farkli depolama ortamlar1 ve farkli depolama sicakliklarinda depolanan
orneklerde zamana bagli aw’e ait varyans analizi sonuglari.

Varyasyon kaynaklari Serbestlik  Kareler F degeri P
derecesi  ortalamasi

Depolama ortam1 1 0.003 3224544  0.000
Depolama sicakligi 1 0.000 117.965  0.000
Ornek 3 0.000 375.057  0.000
Depolama siiresi 5 0.001 854.790  0.000
Ortam X Depolama sicakligi 1 9.339E-5 93.714  0.000
Ortam x Ornek 3 5.458E-6 5.477  0.000
Ortam x Siire 5 4.622E-6 4638 0.001
Depolama sicaklig x Siire 5 0.112 18.883  0.000
Depolama sicaklig1 x Ornek 3 1.359E-5 13.640  0.000
Ortam x Depolama sicakligi x Ornek 3 2.389E-6 2.397  0.069
Ortam x Ornek x Siire 15 5.100E-6 5.118  0.000
Depolama sicakligi x Ornek x Siire 15 2.779E-6 2.788  0.001
Ortam x Depolama sicaklig1 x Siire 5 1.267E-6 55.120  0.000
Ortam x Depolama sicaklig1 x Ornek x Siire 15 1.908E-6 1.915 0.024
Hata 192 9.965E-7

4.8.2.5 Toplam renk farki (AE)

Kontrol olarak kullanilan 6rnekler (elma suyu ve PSF ¢ozeltisi) ile kapsiil (F3 ve P3)
ve serbest (A3 ve S3) halde L. acidophilus igeren 6rneklerin depolama boyunca farkli

depolama sicakliklarinda AE degerleri, L*, a* ve b* indisleri agisindan analiz edilmistir.

Farkli sicakliklarda depolanan serbest ve enkapsiile L. acidophilus igeren elma
suyunda zamana bagli AE degisimi Cizelge 4.32°de gosterilmistir. Depolama
sicakliklarmin 4 °C ve 25 °C oldugu ortamlarda 84 giinliik depolama sonucunda kontrol
(FC) orneklerinin AE degerlerinin sirasiyla 3.27 ve 4.05 olmak tizere farklhilik gosterdigi
belirlenmistir (Cizelge 4.32). Bu, depolama kosullarinin 25 °C olmasi durumunda kontrol

orneklerinde rengin daha fazla degistigini ve parlakligin azaldigini1 gostermektedir.

Orneklerin AE degerlerine depolama sicakliginin etkisi incelendiginde, depolamanin
baslangicinda enkapsiil halde L. acidophilus igeren 6rneklerin (F3 ve P3) serbest halde L.
acidophilus igeren orneklerden (A3 ve S3) daha yiiksek AE degerlerine sahip oldugu
gozlenmistir (P<0.05). Depolama sicakliginin 4 °C oldugu ortamda 0. giin i¢in A3, F3, S3
ve P3 orneklerine ait AE degerleri sirasiyla 94.61 + 0.05, 95.47 + 0.10, 94.46 + 0.14 ve
95.50 + 0.11 olarak tespit edilmistir. Bunun {iretilen enkapsiillerin beyaza yakin renkte
olmasindan ve elma suyuna ilavesi sonrasti rengi agmasindan kaynaklandigi

diistiniilmektedir. Depolamanin ilerleyen zaman araliklarinda AE degerlerinde azalmalar
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gozlenmis olup oOzellikle 84. giinde kontrol olan elma suyu ile diger Ornekler

kiyaslandiginda bu azalmanin istatistiksel agidan 6nemli oldugu tespit edilmistir (P<0.05).

Cizelge 4.32 : Farkli sicakliklarda depolanan serbest ve enkapsiile L. acidophilus igeren

elma suyunda zamana bagh AE degisimi.

AE
Sicakhik 4 °C
Siire (Giin) FC A3 F3 S3 P3
0 94.83 £ 0.06° 94.61 +0.058 95.47+0.10° 94.46+0.14% 9550+ 0.11°
14 9436+ 0.47° 93.59+0.012 93.40+0.55% 93.68+0.10* 93.50+ 0.03?
28 94.16 £ 0.06° 92.81+0.30° 91.67+0.018 92.49+0.06® 92.74+(0.24°
42 93.20+0.03¢ 91.92+0.18° 90.77+0.01* 91.43+0.11> 91.92+0.03°
56 92.46+0.22¢ 91.25+0.02° 90.18+0.028 90.72+0.31°  91.14+0.03¢
84 91.56 +0.06° 90.72 +0.04% 89.78 +0.02% 90.11+0.06°  90.22+0.01°
Sicaklik 25°C
Siire (Giin) FC A3 F3 S3 P3
0 94.83+0.06° 94.61 +0.05% 95.47+0.10° 94.46+0.14* 9550+ 0.11°
14 9477 +0.199 9448 +0.01° 93.91+0.13> 93.86+0.03" 92.69 + 0.04?
28 92.56 +0.09% 93.61 +£0.23° 92.54+0.158 92.38+0.05% 92.35+0.01°
42 92.05+0.13° 91.13+0.40° 91.81+0.04° 90.81+0.0028 92.11 +0.01°
56 91.40 £ 0.11° 90.89 +0.02° 90.94+0.00° 89.50+ 0.07%  91.42 +0.03¢
84 90.78 + 0.09¢ 90.18 +0.03° 90.08 +0.06° 88.97+0.00° 90.34+0.01¢

Degerler ortalama =+ standart sapma olarak ifade edilmistir.

&€ Aymi satirdaki farkli st simge harfler, Ornekler arasindaki Onemli farkliliklar1 (P<0.05)
gostermektedir.

FC: Kontrol (Elma suyu), A3: Alig¢ suyu ve L. acidophilus iceren enkapsiilasyon ¢ozeltisini iceren 6rnek, F3: Alig
suyu ile co-enkapsiile edilmis L. acidophilus enkapsiillerini iceren 6rnek, S3: Alig¢ suyu icermeyen L. acidophilus
enkapsiilasyon ¢6zeltisini igeren 6rnek. P3: Alig suyu icermeyen L. acidophilus enkapsiillerini i¢eren 6rnek.

Farkli sicakliklarda (4 °C ve 25 °C) depolanan serbest (A3 ve S3) ve enkapsiile (F3
ve P3) L. acidophilus igeren 6rneklerin PSF ¢6zeltisinde zamana bagli AE degisimi Cizelge
4.33’de gosterilmistir. Depolama ortami olarak PSF ¢ozeltisinin kullanimi ile depolamanin
0. giiniinde kontrol orneginde (SC) AE degeri 95.90 + 0.05 olarak belirlenmisken, 84.
giiniinde depolama sicakliginin 4 °C ve 25 °C oldugu ortamlarda SC Orneginde AE
degerleri 91.14 = 0.04 ve 90.94 + 0.05 olarak tespit edilmistir. Enkapsiil ilavesi ile
baslangigta daha yiiksek olan AE degerinin depolama boyunca zamana bagli olarak
azaldigi saptanmigtir. Depolama sicakliginin 4 °C oldugu ortamda depolama sonunda A3,
F3, S3 ve P3 orneklerine ait AE degerleri sirastyla 91.82 + 0.03, 90.14 + 0.00, 90.77 + 0.02
ve 90.78 + 0.02 olarak tespit edilmisken, 25 °C oldugu ortamda depolama sonunda A3, F3,
S3 ve P3 orneklerine ait AE degerleri sirasiyla 89.16 + 0.02, 88.70 + 0.05, 88.78 + 0.02 ve
89.17 £+ 0.07 olarak belirlenmistir. Depolama kosullarinin 25 °C olmast durumunda
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orneklere (A3, F3, S3 ve P3) ait AE degerlerinin daha fazla degistigi ve parlakligin

zamanla azaldigi sonucuna ulagilmistir (Cizelge 4.33).

Cizelge 4.33 : Farkli sicakliklarda depolanan serbest ve enkapsiile L. acidophilus igeren
PSF c¢ozeltisinde zamana bagh AE degisimi.

AE
Sicakhik 4 °C
Siire (Giin) SC A3 F3 S3 P3
0 95.90 + 0.05° 95.42+0.42° 96.76+0.07¢ 94.85+0.12%2 95.88+0.10°
14 95.27 +0.20° 94.56+0.02° 95.94+0.22¢ 9326+0.21° 94.54+0.18°
28 94.58 £ 0.07% 93.95+0.27° 93.26+0.12° 92.98+0.072 93.90 + 0.02¢
42 94.34+0.019 93.13+0.06° 92.14+0.03* 92.37+0.37% 93.50+0.01°
56 9236+ 0.16° 92.92+0.51% 91.52+0.06 91.81 +0.04%> 92.20+0.01>
84 91.14 +0.04° 91.82+0.03¢ 90.14+0.008 90.77 +0.02° 90.78 + 0.02°
Sicaklik 25°C
Siire (Giin) SC A3 F3 S3 P3
0 95.90 + 0.05° 95.42+0.42° 96.76+0.07¢ 94.85+0.122 95.88+0.10°
14 95.56+0.279 92.27+0.25% 95.87+0.088 93.68+0.02¢ 93.23+0.02°
28 94.71+0.02¢ 92.18+0.16° 93.01+0.00° 91.71+0.19* 92.37+0.08°
42 93.47+0.01¢ 91.75+0.10° 90.76+0.02° 90.34+0.01*° 92.32 +0.02¢
56 92.40+0.10° 90.36+ 0.09° 89.26+0.14® 90.05+0.03® 91.18 + 0.03¢
84 90.94 + 0.05° 89.16+0.02° 88.70+0.05* 88.78 +0.02* 89.17+0.07°

Degerler ortalama =+ standart sapma olarak ifade edilmistir.

&€ Aymi satirdaki farkli st simge harfler, Ornekler arasindaki Onemli farkliliklar1 (P<0.05)
gostermektedir.

SC: Kontrol (PSF ¢ozeltisi), A3: Ali¢ suyu ve L. acidophilus iceren enkapsiilasyon ¢ozeltisini igeren 6rnek, F3: Alig
suyu ile co-enkapsiile edilmis L. acidophilus enkapsiillerini i¢eren 6rnek, S3: Alig suyu icermeyen L. acidophilus
enkapsiilasyon ¢6zeltisini igeren 6rnek. P3: Alig suyu icermeyen L. acidophilus enkapsiillerini i¢eren 6rnek.

Disiik L* karanligi ve yiiksek L* aydinligr ifade etmekle beraber, bir malzemenin
bulaniklig1 (opakligi), i¢inden ne kadar 1s1k gectiginin bir gostergesidir (Souza ve dig,
2009).
bulanikligindan kaynaklanan L* parametresindeki (parlaklik) azalmaya da baglanmaktadir
(Mokhtari ve dig, 2019).

Bu baglamda, gozlenen renk hasarmin muhtemelen numunelerin artan

Farkli varyans kaynaklarinin aw tizerine etkisinin arastirilmasinda GLM varyans
analizi (ANOVA) uygulanmis olup elde edilen veriler Cizelge 4.34’te gosterilmistir.
Varyans analizinde depolama ortami1, depolama sicakligi, 6rnek, depolama siiresi, ortam x
depolama sicakligi, ortam x Grnek, ortam x siire, depolama sicakligi x siire, depolama
sicakligr x ornek, ortam X depolama sicakligi x &rnek, ortam x ornek x siire, depolama

sicakligl x ornek X siire, ortam X depolama sicaklig1 X siire, ortam x depolama sicakligi x
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ornek x siire interaksiyonlarinin AE fizerinde 6nemli derecede etkili oldugu sonucuna

ulagilmigtir (Cizelge 4.34).

Cizelge 4.34 : Farkli depolama ortamlar1 ve farkli depolama sicakliklarinda depolanan
orneklerde zamana bagli AE’ye ait varyans analizi sonuglari.

Varyasyon kaynaklari Serbestlik  Kareler F degeri P
derecesi  ortalamasi

Depolama ortami 1 11.572 503.323 0.000
Depolama sicakligi 1 26.993 1174.047 0.000
Ornek 3 6.597 286.946 0.000
Depolama siiresi 5 187.232 8143.612 0.000
Ortam X Depolama sicakligi 1 26.910 1166.071 0.000
Ortam x Ornek 3 0.800 34.788 0.000
Ortam x Siire 5 1.032 44.891 0.000
Depolama sicakligi x Siire 5 2.247 97.730 0.000
Depolama sicaklig1 x Ornek 3 1.889 82.155 0.000
Ortam x Depolama sicakligi x Ornek 3 1.176 51.168 0.000
Ortam x Ornek x Siire 15 1.426 62.023 0.000
Depolama sicakligi x Ornek x Siire 15 0.600 26.101 0.000
Ortam x Depolama sicakligi x Siire 5 1.267 55.120 0.000
Ortam x Depolama sicaklig1 x Ornek x Siire 15 0.479 20.833 0.000
Hata 192 0.023

Diisiik L* karanligir ve yiiksek L* aydinlig: ifade etmekle beraber, bir malzemenin
bulaniklig1 (opakligi), i¢inden ne kadar 1s1k gectiginin bir gostergesidir (Souza ve dig,
2009). Bu baglamda, gozlenen renk hasarimin muhtemelen numunelerin  artan
bulanikligindan kaynaklanan L* parametresindeki (parlaklik) azalmaya da baglanmaktadir
(Mokhtari ve dig, 2019).

Depolama sicakliklarinin 4 °C ve 25 °C oldugu ortamlarda 84 giinliik depolama
stirecinde AE degerindeki degisimler incelenmistir. Referans deger olarak depolamanin ilk
giinii olan 0. giin kabul edilmis ve depolama boyunca AE degerlerindeki degisimler
belirlenmistir.  Orneklerin (FC, A3, F3, S3 ve P3) elma suyunda 4 °C ve 25 °C
sicakliklarda depolanmasi siirecinde zamana bagli AE degisimleri sirastyla Sekil 4.29 ve
Sekil 4.30’da ifade edilmistir. Buna gore, farkli sicakliklarda depolama siiresi boyunca AE
degerleri artis gostermistir. Insan gdzii AE>3 oldugunda renk farkliliklarini

algilayabilmektedir (Pereira ve dig, 2014).

Sekil 4.29 incelendiginde, elma suyunda 4 °C’de depolanan FC ve A3 o6rneklerinde
gozle goriilebilir renk farkinin oldugu depolama siirelerinin sirasiyla 84. ve 56. giin oldugu
saptanmigtir. F3, S3 ve P3 o6rneklerinde renk farkliliklarinin 28. giinden itibaren gozle
algilanabildigi sonucuna ulasilmistir. Elma suyunda 25 °C’de depolanan FC o6rneginde
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renk farkinin gozle fark edildigi depolama siiresi 56. giin olarak belirlenmisken ve A3, F3,
S3 ve P3 orneklerinin hepsi igin renk farkinin goézle anlasilabilir oldugu depolama
stiresinin 42. giinden itibaren oldugu tespit edilmistir. Depolamanin sonunda (84. giin)
biitiin 6rnekler i¢in AE degerinin 3’ten biiyiik oldugu belirlenmistir (Sekil 4.29 ve Sekil
4.30).

Toplam renk farki (AE)
Toplam renk farki (AE)

L

01— 01—
0 14 28 42 56 84 0 14 28 42 56 84
Stire (giin) Stire (giin)
FC —8—A3 ——F3 $3 ——DP3 FC —8—A3 ——F3 $3 ——DP3

Sekil 4.29 : 4 °C’de depolanan serbest ve  Sekil 4.30 : 25 °C’de depolanan serbest ve
enkapsiile L. acidophilus i¢eren elma enkapsiile L. acidophilus igeren elma
suyunda zamana bagli AE degisimi. suyunda zamana bagh AE degisimi.

Orneklerin (FC, A3, F3, S3 ve P3) PSF ¢ozeltisinde 4 °C ve 25 °C sicakliklarda
depolanmasi siirecinde zamana bagli AE degisimleri sirasiyla Sekil 4.31 ve Sekil 4.32°de

ifade edilmistir.

Toplam renk farki (AE)

[ TR N T PR h Oh =1 G0 WD
Toplam renk farki (AE)

[ TR N T PR h Oh =1 G0 WD

0 14 28 42 56 84 0 14 28 42 56 84

Stire (giin) Stire (giin)
SC —=—A3 ——F3 $3 ——DP3 SC —=—A3 ——F3 $3 ——DP3

Sekil 4.31 : 4 °C’de depolanan serbest ve Sekil 4.32 : 25 °C’de depolanan serbest
enkapsiile L. acidophilus igeren PSF ve enkapsiile L. acidophilus iceren PSF
¢ozeltisinde zamana bagli AE degisimi. ¢ozeltisinde zamana bagli AE degisimi.
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Sekil 4.31 ve Sekil 4.32’ye gore, depolama sicakliginin 25 °C oldugu ortamda 4 °C
oldugu ortama kiyasla 84 giiniin sonunda renk degisiminin daha fazla oldugu
belirlenmistir. PSF ¢ozeltisinde 4 °C ve 25 °C’de depolanan FC o6rnegi igin gozle
goriilebilir renk farkinin 56. giinden itibaren oldugu saptanmustir. A3, F3, S3 ve P3
orneklerinde gozle algilanabilen renk farkliliklarinin 25 °C’de 28. giinden itibaren
belirlenmisken 4 °C’de 42. giinden itibaren oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.31 ve Sekil
4.32).

Farkli depolama ortamlarinda (elma suyu ve PSF c¢ozeltisi), farkli depolama
sicakliklarinda (4 °C ve 25 °C) 84 giinliik depolama siiresi boyunca baslangica gore AE
degisiminde artis gozlenmistir. AE degisimindeki bu artig, depolama sirasinda 6rneklerin

parlakliginin azalmasina ve orneklerdeki bulaniklik artisina baglanabilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Probiyotikler gida iiriinlerinde dogru sekilde kullanildiginda terapdtik oOzellik
gosteren canli  biyolojik sistemlerden biri olarak kabul gormektedir. Ancak bu
mikroorganizmalarin biyoyararlanimlarin1 olumsuz etkileyen enzimatik reaksiyonlar
(proteazlar), pH degisimleri ve safra tuzlari nedeniyle gastrointestinal sistemde bazi
zorluklarla kars1 karsiya kalmasi s6z konusudur. Probiyotiklerin gastroinrestinal sistemde
canli kalabilmeleri ve bagirsakta faydali fonksiyonlari yerine getirebilmeleri igin mide ve
ince bagirsaktan ge¢ip ve kalin bagirsaga yerlesip cogalabilmeleri gerekmektedir.
Probiyotiklerin siit ve tiriinlerinde kullanimi yaygindir. Ancak bu firiinler bazi insanlarda
alerjenik etkiye sebebiyet vermekte ve liriinle birlikte probiyotik alimini smirlamaktadir.
Kapsiillenmis probiyotikleri iceren meyve suyu bu duruma alternatif olarak
diistiniilmektedir. Enkapsiilasyon, bagirsaktaki salimdan once gastrointestinal sistemin
stres kosullarina karsi probiyotiklerin korunmasini saglamakta ve bdylece canliligin

artirilmasinda etkili bir yol olmaktadir.

Alig (C. orientalis subsp. orientalis) fenolik bilesiklerce zengin oldugu bilinen bir
meyvedir. Bu tez ¢alismasinda L. acidophilus’un meyve suyunun asidik kosullarinda ve
gastrointestinal sistemin stres kosullarina dayaniminin artirillmasi amaciyla prebiyotik
olarak ali¢ suyu ile co-enkapsiilasyonunun gergeklestirilmesi amaglanmistir. Ayrica in

vitro gastrointestinal kosullarda ve meyve suyunda depolama stabilitesi incelenmistir.

Tez ¢alismasinda alig¢ (C. orientalis subsp. orientalis) meyvesinin pomolojik ve
fizikokimyasal o6zellikleri belirlenmistir. Alig meyve orneklerinden rastlantisal olarak
numuneler alinmis ve meyvenin ¢ekirdek sayisinin biitiin 6rnekler i¢in ayni oldugu (2.00 £
0.00) saptanmustir. Meyve agirligi 3.50 + 0.49 g olarak saptanmisken ¢ekirdek agirligi 0.19
+ 0.05 g olarak tespit edilmistir. Meyve eti oran1 ise % 93.72 + 2.12°dir. C. orientalis
subsp. orientalis’in, pH, toplam asitlik, toplam kuru madde igerigi, suda ¢oziiniir kuru
madde miktari, su aktivitesi ve kil igerigi ise sirasiyla 4.38 + 0.01, % 0.86 + 0.01, % 26.11
+0.42, 17.25 £ 0.50 °Bx, 0.952 + 0.003 ve % 0.66 + 0.03 olarak saptanmustir.

Alig ve ali¢ suyunun toplam fenolik igerik ve antioksidan aktivite (DPPH, ABTS ve
FRAP) diizeyleri incelenmistir. Alig ve ali¢ suyundan fenolik bilesikler ekstrakte edilmis
ve spektrofotometrik olarak toplam fenolik igerik ve antioksidan aktivite diizeyleri
belirlenmistir. Ali¢ ve ali¢ suyu ekstraktlarinda bulunan toplam fenolik igerik degerleri
sirastyla 24.96 + 0.23 mg GAE/g KA ve 14.78 £ 0.29 mg GAE/g KA olarak tespit
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edilmistir. Aligta bulunan antioksidan aktivite diizeyleri DPPH, ABTS ve FRAP igin
sirastyla 159.24 + 1.04 mmol TE/kg KA, 119.77 + 0.26 mmol TE/kg KA ve 3.52 £ 0.11
mmol TE/100 g KA olarak saptanmigken ali¢ suyunda bu degerler sirasiyla 36.70 = 0.14
mmol TE/kg KA, 79.52 + 0.06 mmol TE/kg KA ve 0.61 + 0.02 mmol TE/100 g YA olarak
tespit edilmistir.

Alig (C. orientalis subsp. orientalis) meyvesinin HPLC ile fenolik profili, p-karoten
ve A vitamini igerigi belirlenmistir. Toplamda 9 fenolik bilesik i¢in HPLC’de belirlemeye
gidilmis olup, en fazla bulunan fenolik bilesikler prosiyanidin B2 (644.50 + 0.26 mg/kg
KA), klorojenik asit (267.82 + 0.29 mg/kg KA), rutin (233.84 + 0.10 mg/kg KA) ve (+)-
katesin (198.10 + 0.03 mg/kg KA) olarak saptanmisken en az bulunan fenolik bilesigin ise
kafeik asit (0.18 = 0.01 mg/kg KA) oldugu belirlenmistir. C. orientalis subsp. orientalis
meyvesinin -karoten ve A vitamini i¢eriginin sirasiyla 210.66 + 0.30 mg/kg KA ve 49.15
+ 0.99 mg/kg KA oldugu degerlendirilmistir.

Kaplama malzemesi olarak farkli oranlarda maltodekstrin ve iniilin kullanimi ile alig
suyu ve L. acidophilus’un piiskiirterek Kkurutma yontemi ile co-enkapsiilasyonu
gerceklestirilmistir. Elde edilen enkapsiillerde verim ve etkinlik degerlerinin belirlenmesi
ve boylece uygun enkapsiil formiilasyonunun saptanmasi saglanmigtir. Maltodekstrin ve
intilinin farkli oranlarda kullanilmasiyla elde edilen enkapsiillerde enkapsiilasyon
veriminin en yiiksek oldugu formiilasyon F1 (% 71.53 £+ 1.87), en disiik oldugu
formiilasyon ise F3 (% 66.65 + 1.34) olarak degerlendirilmistir. Farkli formiilasyonlarda
hazirlanan enkapsiillerde L. acidophilus canliligi yayma plaka yonemi ile belirlenmistir.
Enkapsiilasyon etkinligi ig¢in 2 farkli degerlendirme yontemi kullanilmigtir. Birinci
yontemde logaritmik olarak koloni sayim sonuglar1 {izerinden ikinci yontemde ise koloni
sayim sonuglari tizerinden hesaplamalar gergeklestirilmistir. Birinci ve ikinci yonteme gore
en ytiiksek enkapsiilasyon etkinligi F3 (% 15 (w/v) MD ve % 15 (w/v) IN) formiilasyonuna

gore elde edilmis enkapsiillerde belirlenmistir.

Elde edilen enkapsiillerde fiziksel ve kimyasal Olglimler gergeklestirilmistir.
Enkapsiillerde fiziksel (yogunluk, su aktivitesi, nem igerigi, ¢oziinlirlik ve renk) ve
kimyasal (toplam fenolik icerik ve antioksidan aktivite) ol¢imler yapilmistir. En diisiik
yogunluga (0.36 + 0.01 g/mL) sahip enkapsiillerin BK3 formiilasyonu ile elde edilen bos
enkapsiiller oldugu goriilmiisken en yiiksek yogunluga (0.46 + 0.02 g/mL) sahip
enkapsiillerin F1 formiilasyonuna gore hazirlanan enkapsiiller oldugu belirlenmistir

PR

(P<0.05). Enkapsiillerin nem igeriklerinin % 2.55 ila % 3.56 arasinda degistigi
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saptanmistir. Yalnizca maltodekstrin kullanilarak {iretilmis enkapsiillerin (F1) diger
formiilasyonlara gore elde edilen enkapsiillere kiyasla daha diisiik su aktivitesine sahip
oldugu sonucuna varilmistir (P<0.05). Nem igerigi ve su aktivitesindeki artis ile birlikte
¢ozliniirliigiin arttig1 tespit edilmis ve en diisiik ¢6ziiniirliige sahip formiilasyonun F1 (%

90.20 £ 0.65) oldugu saptanmistir (P<0.05).

Enkapsiillerin ylizey morfolojik yapilart SEM ile incelenmis olup sadece
maltodekstrinin kaplama malzemesi olarak kullanildigi1 F1 formiilasyonu ile elde edilen
enkapsiillerin farkli boyutlarda oldugu ve yiizeylerinde biiziilmeler sergiledikleri
belirlenmigken formiilasyona iniilin ilavesinin enkapsiil ytizeyindeki bu biiziilmeleri

azalttig1 sonucuna varilmstir.

En yiiksek enkapsiilasyon etkinliginin tespit edildigi F3 formiilasyonuna gore elde
edilen enkapsiillerde toplam fenolik icerik 0.75 + 0.02 mg GAE/g KA olarak
belirlenmigken antioksidan aktivite diizeyi (2.74 + 0.03 mmol TE/kg KA) en fazla ABTS

yontemine gore elde edilmistir.

En yiiksek enkapsiilasyon etkinligine sahip F3 enkapsiilleri igin in vitro
gastrointestinal kosullarda canlilik incelenmistir. Co-enkapsiile edilmis L. acidophilus’un
canlilig1 yapay gastrik ve intestinal kosullar olusturulduktan sonra belirli siirelerde (0, 30,
60, 90, 120 ve 240 dk) degerlendirilmis ve enkapsiiller (F3 ve P3) ve enkapsiilasyon dncesi
cozeltiler (A3 ve S3) igin 120 dk sonundaki L. acidophilus canliliklarinda 6nemli
farkliliklar oldugu goriilmiistiir (P<0.05). F3 ve P3 enkapsiillerinin yapay gastrik ortamda
120 dk siireyle inkiibasyonu sonucu sirasiyla 7.03 + 0.01 log kob/mL ve 6.90 + 0.03 log
kob/mL canliliga sahip oldugu belirlenmis (P<0.05) ve bu da canliligin terapotik etki
gosterecek sinirin (en az 6 log kob/g) tizerinde oldugunu gostermistir. Yapay intestinal
ortamdaki inkiibasyon sonucunda F3 ve P3 enkapsiillerindeki canliliklar sirasiyla 7.41 +
0.01 log kob/mL ve 7.22 + 0.03 log kob/mL olarak saptanmistir (P<0.05). Enkapsiil halde
L. acidophilus iceren 6rneklerin serbest halde L. acidophilus igeren 6rneklere gore daha

yuksek canliliga sahip oldugu sonucuna ulasilmistir.

En yiiksek enkapsiilasyon etkinligine sahip F3 enkapsiilleri (alig suyu ve L.
acidophilus iceren) ve F3 formiilasyonuna gore hazirlanan ali¢ suyu icermeyen L.
acidophilus enkapsiilleri (P3) ve bunlarin enkapsiilasyon Oncesi ¢ozeltileri (A3 ve S3)
depolama stabilitesinin belirlenmesinde kullanilan 6rnekleri olusturmustur. Serbest (A3 ve

S3) ve enkapsiil (F3 ve P3) halde bulunan 6rneklerin 2 farkli depolama ortaminda (elma
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suyu ve PSF ¢ozeltisi) belirtilen siirelerde (0, 14, 28, 42, 56 ve 84 giin) ve farkli depolama
sicakliklarinda (4 °C ve 25 °C) depolanmasi gerceklestirilmis ve depolamanin probiyotik
bakteri canlilig tizerine etkisi incelenmistir. EIma suyu ve PSF ¢ozeltisine inokiile edilen
biitiin &rnekler icin probiyotik canlilifinda diisiis gdzlenmistir. ki depolama ortaminda da
alic suyu ile co-enkapsiile edilmis 6rnegin (F3) 4 °C’de depolanmasi sonucu 42. giinde
dahil olmak iizere L. acidophilus canliligi 6 log kob/g iizerinde belirlenmistir.
Depolamanin 25 °C oldugu ortamda meyve suyuna inokiile edilen F3 6rnegi igin L.
acidophilus canliligi 5.84 + 0.15 log kob/mL olarak belirlenmisken PSF ¢ozeltisine dahil
edilen F3 6rnegi igin canlilik 5.32 + 0.08 log kob/mL olarak tespit edilmistir. Depolama
sicakligimin 25 °C olmasmin 4 °C’ye kiyasla canlilikta daha fazla kayba neden oldugu
sonucuna varilmistir. Ayrica meyve suyunda depolamanin L. acidophilus canliligini

arttirdig1 edinilen bir diger sonugtur.

Serbest ve enkapsiil halde L. acidophilus igeren &rneklerin meyve suyu ve PSF
¢ozeltisinde belirtilen siirelerde (0, 14, 28, 42, 56 ve 84 giin) ve farkli sicakliklarda (4 °C
ve 25 °C) depolanmasi sonucu fizikokimyasal 6zelliklerinde meydana gelen degisimler
takip edilmistir. Depolama siiresince enkapsiillerde 6l¢timii gergeklestirilen fizikokimyasal
ozellikler pH, toplam asitlik, °Bx, su aktivitesi ve AE’dir. Depolama siiresince pH’mn 25
°C’deki depolamada daha fazla azaldig1 ve buna bagli olarak L. acidophilus canliliginin da
azaldig1 anlagilmigtir. Toplam asitlik degerlerin yine 25 °C’de depolamada daha yiiksek
oldugu ve elma suyunda depolanan 6rneklerde asitligin daha fazla gelistigi belirlenmistir.
Bunun meyve suyunun bilesiminde bulunan sekerlerden ileri geldigi bilinmekte olup L.
acidophilus’un bu sekerleri metabolize ettigi ve boylece pH’in diistiigii ve toplam asitligin
arttigi anlasilmistir. Enkapsiil iceren 6rneklerde L. acidophilus’un sekerlere ulagsmasi daha
zor oldugu i¢in serbest haldeki 6rneklere gore daha az pH diisiisii ve toplam asitlik artigi ile
karsilagilmistir. Depolamanin sonunda o6rneklerde seker tiiketiminden kaynaklandigi
distiniilen bir °Bx diisiisi gozlenmistir (P<0.05). Depolama sonucunda o&rneklerin
baslangica gore AE degisiminde artis gézlenmistir. AE degisimindeki bu artis, depolama
sirasinda  Orneklerin - parlakliginin  azalmasina ve Orneklerdeki bulaniklik artigina

baglanmistir.
Tez ¢alismasi neticesinde sunulabilecek oneriler asagida ifade edilmistir:

e Farkli depolama kosullarinda (sicaklik ve siire) depolama stabilitesi incelenebilir.
e Kaplama malzemesi olarak kullanilan maltodesktrin ve iniilinin farkh

kombinasyonlar tizerinde calisilabilir.
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