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OZET

Geleneksel Laktofermente Iceceklerden izole Edilen Bazi
Probiyotik Bakterilerin Mikroenkapsiilasyon
Kosullarimin Optimizasyonu ve Probiyotik Kayis1 Pestili

Uretiminde Kullanimi

Elif Seyma BAGDAT

Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Gida Miihendisligi Programi
Doktora Tezi
Danisman: Prof. Dr. Fatih TORNUK

Es-Danigsman: Prof. Dr. Nevzat ARTIK

Probiyotikler; enkapsiilleme teknolojisi sayesinde gida matrislerinde daha iyi bir
canliliga sahip olmaktadirlar. Bu ¢alismada, daha 6nceden geleneksel gilaburu ve
salgam sularindan izole edilmis 3 farkli probiyotik laktik asit bakterisinin (LAB)
puskiirtmeli kurutma teknigi ile enkapsiile edilerek probiyotik tasiyicist kayisi
pestili liretiminde kullanimi amaglanmistir. Bu amagla, probiyotik oldugu bilinen
10 farkli LAB igerisinden pestil ortamina dayanikliligina goére 3 farkli tiirdeki
probiyotik bakteri [Lactiplantibacillus plantarum SH11 (LP4), Lactiplantibacillus
pentosus G4B (LPEL) ve Limosilactobacillus fermentum SH10 (LF2)] se¢ilmistir.
Secilen bakterilerin piiskiirtmeli kurutma ile mikroenkapsiilasyonuna ait kosullar
(maltodekstrin konsantrasyonu (MK, %10-30) ve hava giris sicakligi (HGS, 110-
130°C), donebilen merkezi kompozit deney tasarimi (DMKDT) kullanilarak
optimize edilmis ve optimum sartlarda iiretilmis probiyotik tozlar kayisi pestili

recetesine dahil edilmistir. Serbest ve enkapsiile probiyotik bakterileri iceren kay1si

xiii



pestilleri oda sicakliginda 120 giin siireyle depolanarak fizikokimyasal,
mikrobiyolojik, biyoaktif ve duyusal 6zellikleri incelenmis, ayrica in vitro sindirim
sirasinda pestil igerisindeki probiyotik bakterilerin canlili1 belirlenmistir. Sonugcta
maksimum toz verimi ve canliligin elde edildigi optimum kurutma kosullari: LF2
yiikli toz i¢in HGS: 123,21 °C ve MK: %22,76; LP4 yiiklii toz i¢in HGS: 130,37
°C ve MK: %19,49 ve LPEI1 yiiklii toz icin HGS: 127,94 °C ve MK: %10,00 olarak
belirlenmistir. Optimum noktalarda iiretilen enkapsiile tozlarin, %5,30-5,96
arasinda nem igerigine sahip oldugu bulunmustur. SEM goriintiileri, tipik kiiresel
sekilleri nedeniyle mikrokapsiillerin olusumunu dogrulamistir. Depolama sirasinda
orneklerinin pH'lar1 4,74 ve 4,97 degisimler sergilerken, su aktivitesi (0,31-0,45) ve
nem iceriklerinde (%8,05-13,40) depolama siiresi ilerledik¢e bir azalma egilimi
goriilmiistiir. Baslangigtaki toplam fenolik madde sayist 231,73-291,73 mg
GAE/100g arasinda degisirken, depolama sirasinda tiim 6rneklerde 6nemli dlciide
azalmig ve 52,13- 101,33 mg GAE/100g araliginda degisiklik gostermistir
(p<0,05). Depolama siiresi sonunda, enkapsiile bakteri (EB) igeren pestillerin
timiinde serbest formlarina (SB) gore daha yiiksek canlilik goriilmiistiir.
Canliliktaki azalma, %33,5 ile LPE4-EB pestilinde en diisiik diizeyde bulunmustur.
Ayrica, in vitro sindirim kosullarina dayaniklilik c¢alismalarinda enkapsiile
bakterilerin (%70,59-81,54) kapsiillenmemis bakterilere (%62,00-73,02) gore daha
yiiksek diizeyde canli kalabildikleri gozlemlenmistir. SB ilaveli pestiller
incelendiginde, en yiliksek canliligin LP4 bakterisi iceren pestillerde oldugu
goriilmiistiir. Pestillere serbest veya enkapsiile formda probiyotiklerin eklenmesinin
belirgin olarak olumsuz bir tat ve aromaya yol agmadigi duyusal analizlerle
belirlenmistir. Tekstiirel 6zellikler incelendiginde tiim pestillerin sertlik degerleri
depolama boyunca artis gostermistir. Sonug olarak, piiskiirterek kurutma kosullari
optimize edilmis LAB iceren probiyotik tasiyicist kayisi pestilleri iiretilmis ve
bakteri enkapsiilasyon isleminin kayis1 pestilinin fiziksel, kimyasal, tekstiirel ve
duyusal ozelliklerini olumsuz etkilemeden daha yiiksek probiyotik canlilig

sagladig tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Piiskiirtmeli kurutma, probiyotik, optimizasyon, pestil

YILDIZ TEKNIK UNIiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

Optimization of Microencapsulation Conditions of Some
Probiotic Bacteria Isolated From Traditional
Lactofermented Beverages and Their Use in The

Production of Probiotic Apricot Leather

Elif Seyma BAGDAT

Department of Food Engineering

Doctor of Philosophy Thesis

Supervisor: Prof. Dr. Fatih TORNUK

Co-supervisor: Assoc. Prof. Dr. Nevzat ARTIK

Probiotics may have better viability thanks to the encapsulation technology. In this
study, the production of apricot-based leather (pestil) is aimed at being an
encapsulated probiotic carrier. This study aimed to produce probiotic apricot pestils
by using the spray-drying technique to encapsulate three different probiotic lactic
acid bacteria (LAB) strains, which had been previously isolated from traditional
gilaburu and shalgam. For this purpose, three different probiotic bacterial species
[Lactiplantibacillus plantarum SH11 (LP4), Lactiplantibacillus pentosus G4B
(LPE1), and Limosilactobacillus fermentum SH10 (LF2)] were selected from ten
known LAB strains based on their resistance in the pestil medium. Apricot pestils
containing free and encapsulated probiotic bacteria were stored at room temperature
for 120 days, during which their physicochemical, microbiological, bioactive, and
sensory properties were analyzed. Additionally, the viability of the probiotic

bacteria within the pestils was assessed during in vitro digestion. The results
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indicated that the predicted processing conditions for the maximum powder yield
and viability were the IAT of 123.21°C and MC of 22.76%; the IAT of 130.37°C
and MC of 19.49% and the IAT of 127.94°C and MC of 10.00% for LF2, LP4 and
LPE1 loaded powders respectively. The moisture content of the microcapsules
produced under optimum conditions ranged between 5.30% and 5.96%. SEM
images confirmed the formation of microcapsules due to their typical spherical
shape. In general, fluctuations in pH (4.74-4.97) were observed during storage,
while water activity (0.31-0.45) and moisture content (8.05-13.40%) exhibited a
decreasing trend over time. Incorporating free or encapsulated bacteria resulted in
a darker surface, attributed to intermolecular interactions between probiotics and
the pestil matrix. The initial total phenolic content (231,73-291,73 mg GAE/100g)
was high and declined significantly (p<0,05) during the storage (52.13- 101,33 mg
GAE/100g) period. Viability was higher in the encapsulated forms of bacteria at the
conclusion of the storage period. The decrease in viability was found to be the
lowest in the LPE4-EB pestil, at 33.5%. Additionally, in in vitro digestion
conditions, encapsulated bacteria (70.59-81.54%) were observed to survive at
higher levels compared to non-encapsulated bacteria (62.00-73.02%). Among the
pestils containing probiotics, those with the LP4 strain demonstrated the highest
viability. It has been determined through sensory analysis that the addition of
probiotics in either free or encapsulated form to the pestils does not lead to a
significantly negative impact on taste and aroma. When examining the textural
properties, it was observed that the hardness values of all pestils increased

throughout the storage period.

In conclusion, probiotic apricot pestils were successfully produced by incorporating
LAB strains optimized via spray-drying. Encapsulation enhanced probiotic
viability without negatively impacting the physical, chemical, textural, or sensory

properties of the pestils.

Keywords: Spray drying, probiotic, optimization, leather
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GIRIiS

1.1 Literatiir Ozeti

Enkapsiilasyon, bir dis kabuk ya da kaplayict bir matris olusturarak kaplanmak
istenilen bilesenlerin korunmasi veya taginmasini saglayan ve gida teknolojisi
alaninda da siklikla kullanilan bir yontemdir. Gida bilesenlerinin enkapsiilasyonu
icin piiskiirterek kurutma, piiskiirterek sogutma, liyofilizasyon, ekstriizyon,
lipozom tutuklama, siispansiyon ayirma, kokristalizasyon gibi ¢esitli yontemler

kullanilabilmektedir [1].

Kapsiillemeden farkli olarak mikrokapsiilleme, ¢ekirdek malzemesi bir veya daha
fazla malzeme (kaplama malzemesi) ile ¢evrelendiginde boyutlart mikrometreden
milimetreye kadar degisen mikrokapsiillerin olusumuna olanak tanimaktadir. Bir
mikrokapsiiliin 6zellikleri bilesenin bilesimine, salim mekanizmasina, pargacik

boyutuna, nihai iiriiniin fiziksel 6zelliklerine ve maliyet faktoriine baglidir [2].

Piiskiirterek kurutma yoluyla mikrokapsiilleme teknigi, maliyet ve zaman
verimliligi, biiyilik 6lcekli tiretime uygulanabilirlik, iyi stabilite ve son iirlin kalitesi
gibi umut verici Ozellikleri nedeniyle gida endiistrisinde basariyla
uygulanabilmektedir. Bu yontem ile gida bilesenleri, katki maddeleri, biyoaktif
maddeler,  probiyotik = mikroorganizmalar  gibi  birgok  farkli  ajan
kapsiillenebilmektedir. Canli mikroorganizmalarin piiskiirterek kurutulmasi,
mikroorganizmalarin zorlu g¢evresel kosullarda (6rnegin 1s1, hidrojen peroksit
iretimi, oksijen igerigi ve pH) daha uzun siire canli kalmasi i¢in koruyucu bir ortam
olusturma firsati saglamaktadir [3], [4]. Dogal yenilebilir polimerler, kaplama
malzemesi olarak kullanilabilecek malzemelerdir ve maltodekstrin, probiyotiklerin
puskiirterek kurtma teknigi ile mikrokapsiilasyonu i¢in en yaygin kullanilan
kaplama malzemelerinden birisidir [5]. Maltodekstrin, nigastanin asit veya enzim
islemleriyle kismen hidrolize edilmesiyle elde edilir; bu, kontrollii salim, daha iyi
stabilite, daha fazla ¢oziiniirliik ve daha iyi renk, aroma ve tat gibi bir dizi avantaj
saglamaktadir [6]. Ancak piiskiirterek kurutma, mikrokapsiillenmis probiyotik

bakterilerin probiyotik 6zelliklerini korumalarina yardimeci olsa da kurutma islemi



sirasinda uygulanan kuru sicak hava nedeniyle hiicre canliligi olumsuz yonde
etkilenmektedir. Bu yiizden, her yeni uygulama ve probiyotik bakteri tiirii igin
proses parametrelerinin ayr1 ayr1 optimizasyonu gerekmektedir. Bu amagla
optimizasyon caligmalarinda; slire¢ parametrelerini tasarlamak, modellemek ve
optimize etmek amaciyla donebilen merkezi kompozit deney tasarimi (DMKDT)’

a sahip yanit yiizeyi metodolojisi (YYM) kullanilmaktadir [7], [8].

Birlesmis Milletler Tarim Orgiiti ve Diinya Saghk Orgiiti (FAO/WHO)
kilavuzlarindaki son tanima gore probiyotikler: “Yeterli miktarda uygulandiginda
konakciya saglik agisindan fayda saglayan canli mikroorganizmalar” olarak
tanimlanmaktadir [8]. Bir iriiniin probiyotik gida olarak adlandirilabilmesi i¢in
gereken minimum dozlar resmi kurumlara ve iilkelere gore degismektedir. Ornegin
canli probiyotik hiicrelerin minimum dozu Tiirkiye'de 10° KOB (Koloni Olusturan
Birim) /g iken insan saghigina fayda saglamasi agisindan Kanada'da 10’7 KOB/g,
Italya'da ise 10° KOB/g olarak onerilmektedir [9], [10]. Takviyelerde ve gida
matrislerinde en yaygin kullanilan probiyotikler, Lactobacillus ve Bifidobacterium
cinslerini igeren laktik asit bakterileridir (LAB) [11]. Probiyotikler, besin
matrislerinin bu yararli bakterilerle zenginlestirilmesi agamasinda cesitli stres
faktorleriyle (6rnegin; gastrointestinal kosullar, nem, besin eksikligi, pH, ozmotik
stres, oksidatif stres ve sicaklik) karsilasirlar ve bu olay, son iiriiniin kalitesini
olumsuz etkileyebilmektedir [5], [12]. Serbest olarak probiyotik hiicreleri igeren
gida iirlinlerinde probiyotikler; diisiik hayatta kalma oranina sahip oldugundan
olumsuz c¢evresel kosullar ve isleme, depolama ve bagirsak ortami kosullarina karsi
fiziksel bir bariyere ihtiya¢c duymaktadirlar [4]. Mikrokapsiilleme teknigi, gida ve
ilag endiistrilerinde mikrobiyal hiicreleri ¢esitli zorlu ortamlardan korumak igin
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu ¢alismada, yaygin olarak kullanilan ve
probiyotik enkapsiilasyonunda yaygin olarak kullanilan tekniklerden birisi olan
kaplamalara piiskiirterek kurutma yontemi kullanilarak sicaklik, fruktoz ve siikroz
kosullarinda en yiiksek stabilite gdsteren probiyotik suslar maltodekstrin kaplama

materyaliyle enkapsiillenmistir.

Kayis1 (Prunus armeniaca L.), potansiyel olarak sagliga bircok faydasi bulunan,
oldukea popiiler bir meyvelerden birisidir. Tiirkiye, taze ve kuru kayis1 liretiminde

onemli bir iiretici konumunda olup, kiiresel kayis1 tiretiminin %23' {inii tek basina



saglamaktadir. Tiirkiye'nin Dogu Anadolu Bolgesi'nde 6ne ¢ikan Malatya ili, kayist
iiretiminde ililkemizde en basta yer almaktadir. Tiirk Hacihaliloglu kayis1 cesidi,
Malatya ilinde baskin ticari bir gesittir [13], [14]. Calismamizda probiyotik pestil
iiretimi i¢in Hacihaliloglu ¢esidi kayis1 kullanilmistir. Kayisi, cesitli asamalardan
gegirilerek probiyotik bakteri (enkapsiile ve serbest) ilavesiyle pestil formuna

getirilmistir.

Son yillarda laktoz intoleransi ve vejetaryenlik gibi faktorlerden dolayi, siit esash
olmayan probiyotik gidalara olan ilgi daha da artmistir [15]. Tiirkiye, Arabistan,
Iran, Suriye ve Ermenistan gibi iilkelerde tiiketilen geleneksel gidalardan pestil
(basteg, gamar el din, bestil ve meyva) kayisi, liziim ve kivi gibi meyvelerden
yapilmaktadir [16], [17]. Tiirk Standartlar1 Enstitiisii (TSE) tarafindan "Nisasta,
seker ve katki maddeleri ile konsantre edilmis ve ince tabakalar halinde kurutulmus
meyve suyu ve posast" olarak tanimlanan pestil, popiiler bir Tiirk tathsidir [17],
[18]. Pestil; vitaminler (B1 ve B6), mineraller (kalsiyum, demir, magnezyum, fosfor
ve potasyum), diyet lifleri ve antioksidanlar agisindan zengin bir kaynak olmasinin
yani sira yiiksek seker icerigi nedeniyle de enerji kaynagi olarak Onem arz
etmektedir [17], [18]. Ulkemizde fonksiyonel pestil iiretimi ile ilgili farkli
caligmalar yapilmistir [17], [19], [20], [21], [22].

1.2 Arastirmanin Amaci

Calismamizda oOncelikli olarak, pestil tarifine hem serbest hem de kapsiillenmis
formdaki ii¢ farkli probiyotik bakteri susunu dahil ederek probiyotik tasiyicisi,
fonksiyonel bir gida formiile edilmesi amaglanmistir. Bu amaca yonelik olarak,
caligmanin ilk asamasinda, geleneksel salgam ve gilaburu iceceklerinden izole
edilmis probiyotik bakteri grubundan siikroza, fruktoza ve sicaklia toleransi
yiiksek olan 3 probiyotik bakteri tiirii tespit edilmis ve piiskiirtmeli kurutucu ile
maksimum canlilik ve verim sartlarin1 saglayacak sekilde enkapsiilasyon
yapilmistir.  Ikinci asamada ise enkapsiile probiyotik bakterilerin  ve
kapsiillenmemis serbest bakteriler, kayisi pestili ortamina ilave edilerek probiyotik
pestil Ornekleri elde edilmis ve bu o6rneklerin 120 giinlik depolama boyunca
fizikokimyasal, biyoaktif, mikrobiyolojik, tekstiirel ve duyusal 6zellikleri analiz

edilmigtir. Ayrica, pestillerde in vitro sindirim gergeklestirilerek probiyotiklerin



enkapsiile edilmesinin probiyotik bakterilerin canlilig1 iizerinde etkisinin olup

olmadiginin gosterilmesi amaclanmistir.

1.3 Hipotez

Belirlenen probiyotik bakterilerden, pestil liretim sartlarina ve igerigine en iyi uyum
saglayabilecek ve ayn1 zamanda enkapsiilasyonda piiskiirtmeli kurutucu sicakligina
uygun bakterilerin secilmesiyle benzer gida matrislerinde kullanilabilecek
probiyotiklerin belirlenmesi, ¢aligmanin hipotezleri arasindadir. Bu amagla yiiksek
ozmotik basinca ve 1stya dayanikli olan bazi probiyotik bakterilerin, piiskiirterek
kurutma ve pestil kosullarina dayanim gosterebilecekleri 6ngoriilmiistiir. Ayrica
secilen probiyotiklerin yanit yiizey yontemi ile optimum enkapsiilasyon verimi ve
canliligr belirlenerek {iretim sartlar1 optimize edilip serbest bakteriye gore
enkapsiile olanlarin {iriinde kullanim potansiyelinin ortaya c¢ikarilmasi
hedeflenmistir. Enkapsiile probiyotik bakteri ve serbest bakteri iceren ve hig bakteri
icermeyen kayis1 pestillerinin tiretilerek fizikokimyasal, biyoaktif, mikrobiyolojik,
tekstiirel ve duyusal 6zellikleri agisindan enkapsiile ve serbest bakterinin pestil
tizerindeki etkileri ve depolamadaki durumunun iyilestirilmesi probiyotik bakteri
korunumu bakimindan iyilestirmelerin olacagi 6n denemeler ve literatiir taramalari
sonucu tespit edilmistir. Probiyotiklerde kaplama materyali olarak maltodekstrin
kullanim1 yapilan literatiir ¢alismalartyla uyumlu olarak 6n denemelerle ortaya
konulmustur. Piiskiirterek kurutma ile enkapsiilasyon isleminin, probiyotiklerin
pestil ortaminda stabilitesini arttirabilecegi ve in vitro gastrointestinal (GI) sistemde
daha yiiksekcanlilik saglayabilecegi Ongoriilmiistir. Bu amaglar dogrultusunda
hem fonksiyonel hem vejeteryan vegan bir {iriin olarak probiyotik pestilin optimum
sartlarda iiretimi ve depolanmasi hedeflenmistir. Sonug olarak, optimum sartlarda
iiretilmis enkapsiile probiyotik bakterilerin pestil matrisi benzeri bagka iiriinlerde

de kullanilabilecegi diigiiniilmektedir.



2
KURAMSAL TEMELLER

Diinyada ve Tiirkiye’de probiyotik {irlinlere olan ilginin artmasi ve probiyotik
bakterilerin tasiyict matriksi olarak fonksiyonel vegan veyavejeteryan gidalarin
gelistirilmesi, son yillarda daha fazla calisilan giincel konular arasindadir. Her ne
kadar siit iiriinleri, probiyotik tasiyicis1 gidalar arasinda halihazirda oldukca yaygin
olsa da giderek artan sayida siit dis1 gida maddesinin de probiyotiklerin taginmasi
icin biiyiik potansiyele sahip olabilecegi bildirilmektedir yillarda probiyotik
tastyicist olarak vegan-vejeteryan gidalara olan talebin artmasi, meyve ve sebze

bazli gidalarin bu amagla daha fazla 6nem kazanmasini saglamstir.

2.2 Probiyotik Bakteriler

Birlesmis Milletler Tarim Orgiitii ve Diinya Saghk Orgiitii'niin tanimmna gore
probiyotikler, “yeterli miktarda uygulandiginda konakgiya saglik acisindan fayda
saglayan canli mikroorganizmalar” olarak tamimlanmaktadir [8]. Gida
endiistrisinde en yaygin kullanilan probiyotik bakteriler Lactobacillus spp. ve
Bifidobacterium spp.” dir. Ciinkii bunlara ¢esitli diizenleyici kurumlar tarafindan
genellikle "Genel Olarak Giivenilir Olarak Kabul Edilen" (GRAS) statiisii
verilmektedir [23]. Probiyotikler, yiyecek veya su yoluyla gastrointestinal sisteme
giren, i¢ mikrobiyal dengeyi giiclendirerek sagligi destekleyen canli faydali
bakterilerdir. Probiyotikler bakteriyosinler, sideroforlar, lizozimler, proteazlar ve
hidrojen peroksit gibi metabolitler, lireterek zararl patojenlerin canli kalmasini da
engelleyebilmektedirler [24]. Lactobacillus ve Bifidobacterium’™un diginda farkli
bakteri gruplar icerisinde de spesifik probiyotik 6zelliklere sahip olduklar1 bilinen
tirler tespit edilmistir [25]. Bunlar; Lactococci, Streptococci, Pediococcus,
Oenococcus, Weisella, Bacillus, Escherichia, Propionibacterium cinslerinin bazi
tiirleridir.

Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lactiplantibacillus plantarum (eski
adwyla Lactobacillus plantarum), Lacticaseibacillus rhamnosus (eski adiyla
Lactobacillus rhamnosus), ve Bifidobacterium lactis suslari, bitki bazli {irlinlere

dahil edilebilecek probiyotikler olarak bildirilmistir [26].



Lactiplantibacillus plantarum, siklikla probiyotik veya baglatict mikroorganizma

olarak kullanilan ve biiyiik adaptasyon kapasitesine sahip en yaygin tiirlerden

biridir [27], [28].

Ayrica Lactiplantibacillus pentosus (eski adiyla Lactobacillus pentosus) ve
Limosilactobacillus fermentum da tiim diinyada cesitli gida kaynaklarinda en
yaygin goriilen LAB tiirlerindendir [29].

Probiyotik gida iiriinleri, biiylik 6l¢iide olas1 saglik yararlar1 ve hizli bir sekilde
biiyliyen kiiresel gida pazari nedeniyle biiylik ilgi gormektedir. Probiyotik
tiiketmenin bildirilen saglik yararlar1 arasinda ishal, kabizlik, inflamatuar bagirsak
hastaliklar1 gibi gastrointestinal sistemle ilgili hastaliklar, laktoz intoleransi, alerji,
kanser, solunum yolu enfeksiyonlari, idrar yolu enfeksiyonlari, Helicobacter pylori
enfeksiyonu ve yliksek kan kolesteroliiniin yonetimi ve Onlenmesi gibi olasi
iyilestirme rolleri yer almaktadir [30]. Bununla birlikte, dogrudan karsilastirmalara
izin vermeyen kosullarda iiretilen ¢ok sayida probiyotik tiirii ve iliskisi baglaminda,
bir hastaya belirli bir probiyotigi almanin fayda saglayip saglamayacagini bilmek
hala zordur. Bagka bir deyisle, tek bir probiyotik tiirii incelenirken cesitli
mekanizmalar gézlenmesine ragmen, tiirlerin tamaminin ayni etkileri gostermesi
beklenmemektedir [31].

Probiyotiklerin ve prebiyotiklerin faydali olduguna dair genel bir tiiketici goriisii
olmasina ragmen, 'probiyotikler' ve 'prebiyotikler' terimlerinin tanimlari, sagliga
yararlari, nasil ¢alistiklart ve en iyi kaynaklarin nerede bulunacagi konusunda hala
caligmalar devam etmektedir [32]. Mikrobiyota farkliliklarindan dolay1 her {iriiniin
her tiiketicide ayn1 sonucu veremeyebilecegi de bir gercektir.

Giliniimiizde gida endistrisinde, saglik acisindan birgok fayda saglayan
probiyotikler ve prebiyotikler fonsiyonel gida iiretiminde olduk¢a fazla
kullanilmaktadir. Kullanilan probiyotik ve prebiyotik katkilarin {iriinlerin besin
iceriklerine katkilarinin yani sira, gidanin dokusunu degistirerek, duyusal agidan
daha hos iirtinlerin gelistirilmesine de olanak saglayabilecegi diigiiniilmektedir [33],
[34]. Fakat probiyotiklerin gidalarda tiikketime kadar ve tiiketim esnasinda canlilik
miktart 6nemli ve tartisilan konulardandir. Probiyotiklerin canlilig1 i¢in cesitli
metotlar ve uygun matrisler gelistirilebilmektedir. Enkapsiilasyon bu yontemlerden
biri olarak ortaya c¢ikmistir. Probiyotiklerin kapsiillenmesi, gida {irlinlerinde

canliliklarmi  ve  islevselliklerini  gelistirebilmektedir. Mikro  ve/veya



nanokapsiilleme, ilag¢ sektorii tarafindan uzun siiredir kullanilmaktadir ancak genel
olarak giivenli (GRAS) olarak kabul edilen kapsiilleyici ajanlar ve teknolojilerin
siirl ¢esitliligi nedeniyle gidada kullanimlari oldukga sinirlt kalmaktadir [35].

2.3 Enkapsiilasyon

Klasik agidan bakildiginda nanoyap: iiretim teknolojileri iki temel yaklagima
dayanmaktadir. Bu yaklagimlar yukaridan asagiya ve asagidan yukartya iiretim
teknikleridir. "Yukaridan asagiya" yontemde, islem sirasinda cesitli mekanik
kuvvetlerin etkisi altinda pargacik boyutu nano boyuta indirken, bunun aksine
"asagidan yukariya" yonteminde, atomlarin veya molekiillerin kendiliginden bir
araya gelmesinin bir sonucu olarak pargacik boyutu artmaktadir [36].
Enkapsiilasyon, sivi damlaciklarin ayr1 ayri siirekli bir sistem i¢inde kati
parcaciklarla paketlenebildigi bir yontemdir. Kapsiillenen malzemeyi, hasara neden
olan etkenlerden korumak i¢in tasarlanmis kabuklara duvar denilebilir. Duvar
yapist, kapsiilleyici malzeme ¢ekirdeginin gerekli kosullar altinda salinmasini da
kontrol eder. Gida endiistrisinde enkapsiilasyon uygulamalarinin dnemli bir yeri
vardir [37].

2.3.1 Mikroenkapsiilasyon

Mikroenkapsiilasyon, ila¢ ve gida sanayi gibi 6zellikle daha ¢ok belirli alanlarda
kullanilan ve biliylik bir hizla gelisen teknolojidir. Yaklasik 60 yildir gida
endiistrisinde kullanilmaktadir [38], [39].

Mikrokapsiilleme, gida bilesenlerinin diginda; enzimlerin, hiicrelerin veya diger
materyallerin de kiiciik kapsiiller i¢ine kapsiillenmesini igerir. Mikrokapsiiller, gida
islemede hassas gida bilesenlerini bozunma reaksiyonlarina karsi korumak, besin
kaybint minumuma indirmek, hassas bilesenleri islemeyi kolaylastirmak,
alistlmadik veya hizli salinim mekanizmalarini formiilasyonlara dahil etmek,
istenmeyen tatlar1 ve aromalar1 maskelemek veya istenenleri korumak gibi bircok
olanak saglamaktadir[39]. Kapsiilleme, hassas probiyotik kiiltiirlere kars1 koruma
saglayabilen, gida iirlinlerinde stabilitesini ve canliligini artiran ve gastrointestinal
kanalda hedef dagitimin1 gergeklestirebilen bir teknoloji olarak kullanilmaktadir
[40]. Teoride mikrokapsiillerin caplar1 0,01 ile 1000 um arasinda ve duvar
kalinliklar1 ise 0,5 ile 150 pm arasinda degismektedir [41].
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Sekil 2.1 Mikrokapsiillerde i¢ faz ve kaplama materyali gosterimi [38]

Mikrokapsiillemede kaplama materyalinin 6zellikleri cok 6nemlidir. Bu 6zellikler;
kaplama materyalinin yliksek konsantrasyondaki reolojik 6zellikleri iyi olmal,
kaplama materyali kapsiilleme esnasinda kolay islenebilmeli, emiilsiyon ve
dispersiyon o0zelligi olmali ve emiilsiyon stabilitesi yiiksek olmali, ¢ekirdek
materyali ile kaplama islemi esnasinda ve depolama sirasinda Ozellikleri
etkileyecek sekilde reaksiyona girmemeli, ¢ekirdek materyalini kaplayabilmeli ve
bunu stabil bir sekilde hem islem esnasinda hem de depolama esnasinda korumali,
istenilen c¢oziiclide c¢oziinebilmeli, ucuz ve kolay bulunabilir olmalidir [2].
Kapsiilleme i¢in kullanilacak kaplama malzemesin se¢imi, kapsiilleme islemi i¢in
en onemli kriterlerin basinda gelmektedir. Ciinkii seg¢ilen kaplama malzemesinin
ozellikleri, kapsiillenmis bilesigin depolama siiresi, kapsiilleme verimliligi ve
kapsiilleme kapasitesi lizerinde etki gostermektedir. Ayrica kapsiilleme yontemi de
kapsiillenen tirliniin dmriinii, kapsiilleme verimliligini, kapsiilleme kapasitesini ve
kapsiilleme verimini etkileyebilecek faktorlerden biri olarak ortaya c¢ikmaktadir
[42]. Kapsiilleme i¢in farkli malzemeler kullanilabilmekte, bunlara en ¢ok bilinen
ve kullanilanlar arasinda proteinler (jelatin, albiimin gibi), karbonhidratlar ve
tirevleri (seliiloz, karboksi metil seliilloz, metil seliilloz, nisasta, maltodekstrin,
stikroz gibi), lipitler (stearik asit, fosfolipitler gibi) ve gumlar (Arap sakizi, sodyum
aljinat, karragenan Ornek olarak verilebilmektedir [43], [44]. Nisastalarin kismi
hidrolizi ile olusan karbonhidratlar olan maltodekstrinler, diisiik maliyet ve yiiksek
etkinlikleri nedeniyle probiyotiklerin piiskiirterek kurutulmasinda kapsiilleyici

ajanlar olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir [45], [46], [47].



2.3.1.1 Probiyotik Mikroorganizmalarin Mikroenkapsiilasyonunda
Kullanilan Yontemler

Tarihi ¢ok eski olmasa da farkli ama¢ ve uygulamalara yonelik birgok
mikrokapsiilleme yontemi bulunmaktadir. Uygun bir yontem segilirken istenilen
fonksiyonel 6zelligin elde edilebilmesi i¢in kapsiil olusumunda kullanilan malzeme
ve membranin Ozellikleri dikkate alinmalidir. Mikroenkapsiilasyonda kapsiil
olusturmak i¢in piiskiirterek kurutma, piiskiirterek sogutma, piiskiirterek dondurma,
emiilsiyon polimerizasyonu, lipozom ile kaplama, koazervasyon, ¢apraz baglama
siispansiyonu, ekstriizyon kaplama gibi farkli teknikler kullanilabilmektedir. Bu
yontemlerden probiyotik bakterilerin enkapsiilasyonu ic¢in en uygun olani ve ¢ok
kullanilanlar; piiskiirterek kurutma, emiilsiyon ve ekstriizyon yontemleridir [48],
[49], [50], [51]. Farkli maddelerin kaplanmasinda farkli kapsiilleme yontemleri
uygulanmaktadir. Literatiire gore 6zellikle piiskiirterek kurutma en popiiler, uygun

ve etkili kapsiilleme tekniklerinden biri olarak 6ne ¢ikmaktadir [42].
e Piiskiirterek Kurutma ile Mikroenkapsiilasyon

Probiyotiklerin gida {iretimi ve depolanmasi sirasindaki ¢evresel kosullara
duyarlilig1 nedeniyle, probiyotik hiicrelerin canliligini koruyacagi ve arzu edilen raf
omriine sahip olacak probiyotik tirlinlerin gelistirilmesi zor bir istir. Bakterilerin
puskiirtiiklerek kurutulmasi siirdiiriilebilir bir islemdir ve daha diisiik enerji
maliyetleriyle toplu {iretime olanak saglamaktadir. Bu ayni1 zamanda bakterileri
cesitli koruyucu matrisler igine kapsiilleyerek depolama, teknolojik siirecler ve
sindirim stresleri sirasinda direnglerinin artmasini saglamak i¢in uygun bir
yontemdir [52].

Sekil 2.2'de gosterildigi gibi, piiskiirterek kurtma, probiyotik mikroorganizmalarin
kaplama malzemelerinin sulu veya yaglh silispansiyonunun bir kurutma odasina
atomizasyonunu sonucunda suyun hizla buharlasmasi metoduna dayanir.
Atomizasyon i¢in basingli nozullara ve doner atomizorlere sahip farkli atomizasyon
cihazlar1 kullanilabilir. Hava giris ve ¢ikis sicakliklari, {iriin besleme 6zellikleri ve
gaz akig hizi, atomizasyon siirecini modelleyen parametrelerden bazilaridir [53],
[54].

Piiskiirtmeli kurutma, canli mikroorganizmalar i¢in ¢esitli kapsiilleme yontemlerine
gore daha az maliyetlerle ortalama capt <100 um olan kiiciik kapsiiller

saglamaktadir. Piiskiirterek kurutma; kisa islem siiresi, diisiik su aktivitesi (aw),



diisiik enerji tliketimi, tasimay1 kolaylastirmasi, esneklik, yiiksek islem verimi,
kolay saklama, {iriin boyunca homojen dagilim gibi avantajlari nedeniyle gida

endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir [55].

Mikroorganizmalarin sicakliktan etkilenme riski 6nemli bir risk olmasina ragmen,
piiskiirterek kurtma ile kapsiilleme teknolojisinin birgok avantaji vardir. Ornegin,
islem sirasinda kullanilan enerji miktar1, dondurarak kurutma sirasinda
kullanilandan 6-10 kat daha azdir. Ayrica, piiskiirterek kurutma dondurarak
kurutmadan 30-50 kat daha ucuzdur [56].

Sicak gaz
Atomizer _wl_
Sis
Kurutma
I! Bolmesi 1
) . Sprey kurutulmus kapsdller
Aktif maddeyle birlikte °
e S20.0%
¢ozelti ve ¢oziinmus ' © 00 .5(\
3 o o0 -]
polimer T

Probiyotik
hiicre

Sekil 2.2 Piiskiirterek kurutma yontemi ile probiyotik bakterilerin
mikroenkapsiilasyonu sekilsel gosterimi [48], [57]

2.4 Yamt Yizey Metodu (YYM)

Yanit yiizeyi metodolojisi (YYM), son yillarda gida bilimi ve teknolojisinde
kullanilan en popiiler optimizasyon yontemidir. YYM'nin kimyasal ve
biyokimyasal islemlerde uygulanmasina dayanan pek c¢ok calisma vardir.
Geleneksel optimizasyon islemlerinde parametrelerden biri degistirilip digerleri
genelde sabit tutulur, bu nedenle degiskenler arasindaki etkilesimi incelemek ¢ok
miimkiin degildir. Fakat YYM metodunda birden fazla parametre arasindaki
etkilesime dair tim sonuglar, hizli ve kolay sekilde gézlemlenebilmektedir. Aym
zamanda geleneksel metotlarda zaman ve malzeme tiiketimi daha fazla olacagi igin
bu yonden de YYM kullaniciya avantaj saglamaktadir [58]. YYM, deneyler

yaparak ve sonuclara bakarak bir seyi yapmanin en iyi yolunu bulmaya yardimc1
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olmaktadir. YYM’de farkli faktorlere bagl olarak uygulamanin nasil degistigini
aciklamak i¢in 6zel bir denklem kullanilmaktadir. Bu, dogru tahminler yapilmasina
ve yapilacak islemin en iyi sekilde sonuglanmasina yardimci ollamaktadir [58],
[59].

YYM'yi kullanmadan 6nce denemelerin yapilabilmesi i¢in bir plan se¢gmeniz
gerekmektedir. Plan uygulamasiyla hangi deneylerin yapilacag: belirlenmektedir
[56], [57]. Veriler lineer fonksiyonlarla ifade edilebilen karmasik olmayan birinci
dereceden modellerse deneysel tasarimlart kullanabilmekteyken, veriler daha
karmagiksa ve lineer fonksiyonlarla ifade edilemiyorsa Merkezi Kompozit Dizayn,
Dochlert Tasarimi, Ug Seviye Faktorlii Dizayn veya Box-Behnken gibi planlar
kullanabilmektedir [59], [60].

2.5 Probiyotik Bakterilerin Piiskiirterek Kurutma ile
Enkapsiilasyonu ile Ilgili Calismalar

Son doénemlerde probiyotik icerikli iirlinlere olan talep artmistir. Birgok ¢alisma, bu
iriinlerde probiyotik bakterilerin canli kalma oraninin zayif oldugunu gdstermistir.
Ayrica bu bakterilerin insan mide-bagirsak sisteminde canli kalma oranlar1 da net
olmayabilir. Olumsuz g¢evresel kosullarina karsi canli probiyotik hiicrelere fiziksel
bir bariyer saglama diisiincesi bu sekilde ortaya ¢ikmistir [61]. Bu diislinceden yola
cikarak probiyotik bakterilerin farkli kaplama materyalleri kullanilarak ¢esitli
yontemlerle kaplanmasiyla ilgili ¢cok sayida caligma yapilmaya baglanmstir.
Piiskiirterek kurutma, ekonomik ve esnek olmasi nedeniyle gida endiistrisinde en
yaygin kullanilan mikrokapsiilleme yontemidir [62].

Ogiitme hava basinci ve besleme hizi gibi proses faktdrlerinin toz partikiil capr ve
hiicre canlilig1 tizerindeki etkisinin yan1 sira piiskiirterek kurtma islemi sirasinda
toz partikiil boyutunun kii¢iiltiilmesinin (mikronizasyon) bakteri hiicrelerinin 1s1
direncine etkisi degerlendirilen bir calismada; homojen emiilsiyon sistemine
ulagsmak i¢in mikronizasyon gerekli goriilmiistiir; ancak partikiil boyutunun asir
derecede kiigiilmesinin hiicrelerin mekanik hasarina yol ac¢tig1 ve 6zellikle yiiksek
sicakliklar kullanildiginda piiskiirterek kurtma islemi sirasinda 1s1 direncinin 6nemli
Olciide azaldig1 gozlemlenmistir. Bu nedenle, s6z konusu zararlarin olugsmamasi
icin mikronizasyon isleminin dikkatli ve belirli bir limitte yapilmas1 gerektigi
kanisina varilmigtir. Arastirmada Bifidobacterium spp.min (Bifidobacterium

breve RO70 (BB R070) ve Bifidobacterium longum R023 (BL R023)) ilave edildigi,
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siit yag1 damlaciklart igeren 1s1l islem gormiis peynir altt suyu proteini bazlh
siispansiyonun piiskiirterek kurutulmasinin hiicrelerin canlili§i bakimindan ve
ekonomik agidan endiistriyel 6l¢ekte uygun bir yontem oldugu sonucuna varilmistir
[40], [63]. Yapilan diger bir ¢calismada, Lactobacillus acidophilus'un bir susunun
puskiirtmeli kurutma islemi sonucunda, elde edilen tozun, iiriin nem igerigi %10’
un altinda olacak sekilde 10® —10° (KOB/g) araliginda kurutulmus sus canliligi
bulundugu gosterilmektedir. Ek olarak, kurutulmus sus, 4°C'de saklandiginda
canliligini iki ay boyunca korundugu, ancak 25°C'de 1 ay siireyle saklandiginda
canliligin 1 log azaldigi goézlemlenmistir. Kurutma sirasinda c¢alisilan ¢alisma
kosullart araliginin (6rn. basing, besleme konsantrasyonu ve katki maddesi), artan
hava kurutma sicakligi disinda bakteri canliligini etkilemedigi gézlemlenirken,
susun morfolojisinde veya probiyotik Ozelliklerinde piiskiirterek kurtma islemi
nedeniyle Onemli degisiklikler yasanmadigi bildirilmistir [64]. Yapilan bir
calismada, L. paraplantarum, gida sinifi kapsiilleyici maddeler (inulin:
maltodekstrin ve simiile edilmis siit tozu) kullanilarak piiskiirtmeli kurutucu ile
kapsiillendi ve kapsiilleme sonucunda yiiksek iiriin kalitesi ve bakteriyel hiicre
canliliginin korunmasinin verimli bir sekilde saglandig ortaya koyuldu. Sonuglar
simiile edilmis yagsiz siitin 80 °C'de daha yiiksek probiyotik canliligim
destekledigini gostermistir. Bu koruyucu ile giris sicakligi arttikca probiyotik
canlilig1, nem igerigi ve su aktivitesi (Aw) azalmistir. Probiyotiklerin canliliginin
kurutma sicakligiyla ters orantili olarak azaldig1 gézlemlenmistir. 120 °C'ye yakin
sicakliklarda, probiyotik igeren son iirlinde %90 civarinda canlilik, %4,6 nem
icerigi ve 0,26 aw tespit edilmistir [65]. Streptococcus tiirleri, piiskiirterek kurtmaya
kars1 genellikle Lactobacillus'tan daha dayaniklidir; 6rnegin yapilan bir caligmada,
ptskiirterek kurutulmus yogurtta, S. thermophilusun, Lb. delbrueckii ssp.

bulgaricus’dan daha iyi canlilik oran1 gosterdigi gozlemlenmistir [66], [67]

Siit ve siit lirlinlerinde probiyotik bakteri ilavesi uzun yillardir ¢aligilan bir konudur.
Son zamanlarda laktoz intoleransi, vegan-vejetaryen tiiketici sec¢imleri gibi
nedenlerle meyve sebze bazli fonksiyonel iiriinlere ilgi artmigtir. Tablo 2.1
puskiirtmeli kurutucu ile enkapsiile edilmis probiyotik bakterilerin farkli
fonksiyonel meyve sebze bazli iiriinlere uygulamalar1 hakkinda bilgi vermektedir.
Tablo; Sharma vd. tarafindan belirtilen kaynaklar ve farkli kaynaklarin

birlestirilmesiyle olusturulmustur [45], [52], [68], [69], [701, [71], [72], [73], [74],
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[75]. Tablo 2.1°de goriildiigli gibi maltodekstrin probiyotik enkapsiilasyonu iiriin

uygulamalarinda ¢ok tercih edilen bir kaplama materyalidir.

13



~mS$1uIIsQ3
uisiAes Tu/gO 507 8
uepuipie urueweodop ynung
0¢€ SmoAiqod Stuuspnsdey|

Sp/TW 9 :1ueIo SIy-

‘w1 Tu/gOMN i : i ci-a4d
80] ¢ 1s148S YN0L1qoxd Tw 00Z /4O 301 8 uS/T 6€¥ ‘1SPIY PACH syovy ~dsqns  sypunup LIBPON
[89] | rued DYOPUISAUNINU [ONUO] ok 1311g- D, 011 :Su1n- 1BJOSe ZO[N[oS- wn11230vqopifig- RIO[AOY
Tw/ GO 301 6
ISIUA[WONZ03 T-1119-VH 1212D]1p1op CHIoVH Pomiipion
ngnpunioy 141 §1220201PaJ- b/ T se tPod
BUEp ULIO[LIO}[Bq BPNONNI :1ueto §1 A wnavjuvyd
a_c L1o[1 ﬂn_ promnny Twy 9O 501 S°6 v 66 (wn.ivjupy
[[ounm3snd op SpuIsHyl §1y1 snjj1opqoInY
ULIR[LIeq JnoAiqoxd AG6T wnivjuvyd Do 0L :5P1 elAipe 1yS9) wmnavjuvyd nzoj
[9¥] ueuejdey e[rejojowr 131e,| sny1onquupdyony- D006 Su1DH ULISYOPOIBIN- snyonquupdyopT- | nAnS [eyenod-
"ISNWNIOY LID[LId)eq
owd[msdey urnul ‘uaNILISO3 P/TH9
1qABY YI[I[ULD JO[LIO)RqOPIIIG 3/9031 T1°'8-80'8- :1ueIo $IE Wd[sog
npnsdey umsyopolew ap,J, ] . 4!
GZ ‘Mpunioy epurgipueyes Do S¥ 151D L -qg syovy “dss sypuniup | nAnS 1SOAKIN
[sv] 3p,D, 1 131]1TUED N1I0AIqOI] %L9°98 -11°6L" Do0€T SHID ULISYIPOIBIN- wnii21o0qopyig- REIRIE LS
ISIAES Y1)
o1qoIJI[uE)/ISIUB)Y Lep.Ies
JR[SUBIIJY Je[ngng uoAsensdequy | nomnuny]  PURINSNg 1[eA19)eA uoAsemsdeqyuy LIdPeq dmsdeyuy unan

Isewrue[N3AN SPIA[SYLIBW I[Zeq IZqS dAKIW IP[Ie} UL eq YNoA1qoid Stuuipa amsdesud o1 nomyniny] rouanysnd 1°7 olqe.L

14



“Im$1I0)S03
nungnpo uruLIe[uwIAes
210Ny I[UBD PUI[NUL A

TW/gOM 301 CT°8

Zop[nIy-031[0
-1ZIes eAseye ‘urnui-

nzoj 1sanuesuoy urajoxd /69" D. SL 8D 1S13UBSUOY TuIaj0xd 6S¢
[zL] | n&ns nye mukad ‘ewsie)) ok 1311 - D, 691 SuID- | nAns  ne UK - | 1o5DD  SNJJIOVGOIIDT nAng 191
(IP/TU09 ‘0 ‘0 S6by
‘IpILIpIIq ‘IUBIO QWIS[SAq SLIID)- -4 57%: VNNMQMQWMEW
ngnpjo $nJe Iq epurueIo . . 11opqorvT
- Keu D.L6 D, 89 $D[1D-
Tex] enedey unapoAiqod w Sor c- (444
B[$1)IE DEPUNUOASEIIUBSUOY] TH/EO3 901 § 0,001 -4 TXIN  snsouwivya nAng
[12] | owozpew wiko[nsdeonyiy “%EE - | ©D.0ET D.SIT SHID- ULNSYOPOYBIN- | SHjj1oDqIaspoudnT - npnpnyy
“InSnunIoy
TUIZI[I[UBD UIU,IOSED
SnJ[108q0IOLT BpUIGIpUB[ES
9[Aa1ms eyey 9 epunsodop Jp/TW 9 :1ueIo STy
eARY N3OS ‘ISoWUNSUISUSZ . - . ) )
epunins snaeq 3/dOM 30190 F '8 D609 S UBSOIY
[oL] uLIe[aIoNy Sruuaynsdesy yoAk 1311g- D60T1 :S1ID- weutl[y- | [0 10500 snjj1opqoporT- | nAng dnaeHq
(S¥) ersestu rduan(y-
IN)SNUWNIOY 3/9031 (ldAL) nEfoZI D0 (snsouwvy4
eounfoq eyey g ap 30] 8°8/€‘8- SopS- | wogord nAns  ne  aruko - STHIR2PqOIDT
Do ST 1I9[210NY 1sowaqnsdey 0Te0r8'8/e8 D. §9 59 : I HiASd e[AIpE ISO) SHSOUWIDY.A
[69] SY-TdM eAdA TdM yoA 1311g- D, 091 :$UID- | ‘BISLSIU [[SUSNIP SAYIPON- | s1jj1o0qiasvoyony - ning ewyg

(TwreAsp) 1sewueN3An IPIS[SYLIBW 1[ZB( 9ZJdS JAAIW I3Ie} ULId[LIdeq q1oArqoxd Stuyips amnsdexyud o1 nomniny rouwnnsnd ¢°¢ olqe.L

15



SNOLID3ING nAns
ddsqns  11y20n.1qj2p 1S9AKoW
[sL] yoA 1311g- Nok 1311g- Do OF1 SHID ULISYIPOI[BIN- sn|]190q01D Y- ZIp[LA
“Im$1I0)S03
LIE[IABS I[UBD Jp/TWg TueIo STy
asyNA ud epurdipueyes
! x..moq:»%@ mmmwa . Do §8 :SPI1)
3 dery-
 ‘1osed T Stwuonsdey ‘Do e nAns
[¥L] 3[I ULISYIPOIBIN NoA131ig- | 091 “0ST ‘Ovl :SHID ULNSYIPOIRIN- | 12SDD $1]]10DqOIIVT- | Jeqey 10y
*Im$1I0)s03 TUIZIPAI3Ias
sueu10j1od 11q yosynA
eyep uLpoArqord unsol
Stwudqmsdey Dyopuradax wn11212040pY1g- 11959y
[¢L] SeueUR ‘IR[ONUOS ok 13[1g9- Yok 13[1g uIpdod- | 10502 SNJj19DqOIOVT- seueuy

(TwreAsp) 1sewueN3An IPIS[SYLIBW 1[ZB( 9ZJdS JAAIW I3Ie} ULId[LId)eq q1oArqoxd Stuyips amnsdexyud o1 nomniny rouwnsnd €°¢ o[qe.L

16



2.6 Meyve Pestilleri ile Tlgili Calismalar

Meyve pestilleri atigtirmalik veya tatli olarak yenen kurutulmus meyve iiriinleridir.
Konsantre edilmis meyve aromasina ve besleyici 6zellige sahip esnek tabakalardir.
Farkli iriinler katilarak ve farkli kurutma ydntemleriyle hazirlanan pestiller;
genellikle nem igerigi %12- 20 arasina ulasilana kadar 30 ila 80°C'de 24 saate kadar
kurutularak hazirlanmaktadir [76]. Ge¢gmisten giiniimiize farkli meyvelerden bir¢ok
meyve pestili calismast yapilmigtir. Bunlardan bazilar1 ilave iiriinlerle
fonksiyonellestirilirken bazilar1 sadece pestil {iretimi ve degerlendirilmesiyle
ilgilidir. Ulkemizde geleneksel olarak genellikle iiziim ve duttan pestil yapilirken
son zamanlarda farkli yontemlerle baska meyvelerden de pestil ¢aligmalari
yapilmaktadir. Ornegin 2012°de; elma, mango ve guava pestillerinin iiretimi,
fiziksel, duyusal ve tiiketici tercihlerinin belirlenmesi {izerine bir ¢alisma
yapilmustir. 3 aylik depolama siiresi sonunda pestil 6rneklerinin 6zelliklerinin genel
olarak degismedigi ve duyusal analizlerde genel kabul edilebilirlik degerlerinin
mango pestili icin daha yiiksek oldugu ve bunu sirasiyla guava ve elmanin takip
ettigi bildirilmistir [77]. 2016 yilinda yapilan bir ¢alismada; papaya meyvesinin
besin degerini ve duyusal kalitesini korumak veya gelistirmek icin ii¢ ek bilesen
(bal, pektin ve sitrik asit) kullanilarak iki farkli papaya ¢esidinden pestil iiretilmistir.
Calismada iki farkli gesit papaya meyvesinin islenerek pestil haline getirilmesiyle
papaya pestilinin nem igeriklerinin son iriinde %14,31 ve %]15,42 olarak
bulundugu ayni zamanda kurutma ile birlikte fenolik icerik ve antioksidan
aktivitenin arttig1 bildirilmistir [78]. Kurutma ozellikleri pestiller i¢in son {iriin
kalitesinde dnemli bir parametredir, ¢ilek pestilinin kuruma kinetigi iizerine yapilan
bir ¢alismada, hava sicakligi ve numune kalinligimin etkileri incelenmis, kuruma
siiregleri iic farkli ince tabaka kuruma modeliyle matematiksel olarak
modellenmigtir. Caligmada iki terimli iistel model, kuruma kinetigini en iyi
aciklayan model olarak bulunmustur [79]. Diger bir calismada, toplam fenolik
icerik, askorbik asit, toplam flavonoid ve antioksidan aktivite acisindan proses
parametrelerinin optimize edilmesi i¢in Yanit yiizey metodolojisi (YYM) ve
DMKDT’nin kullanildig1 ananas meyve pestili iiriinii tiretimi gergeklestirilmistir
[80]. Calismada, ekstriizyon yoOntemiyle kurutma islemi gergeklestirilirken
optimum islem parametreleri vida hiz1 70,30 rpm (dakikadaki devir say1s1), sicaklik

68,10 °C ve briks 18,0° olarak elde edilmistir. Optimum kosullarda iiretilen
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orneklerde; toplam fenolik icerik, askorbik asit icerigi, flavonoid igerigi ve
antioksidan aktivite degerleri sirasiyla 46,91 mg GAE/100 g, 51,97 mg/100 g, 48,75
ug kuersetin/g ve %95,95 bulunmustur [80]. Yapilan bagka bir ¢alismada; nar
meyve pestilinin vakumla, buz dolab: sartlarinda ve agik havada kurutulmasinin
cesitli Ozellikleri iizerindeki etkisi incelenmistir [81]. Kurutma kosullari, {iriin
kalinlig1 ve calisma sicakliginin; iiriiniin kuruma hiz1 ve nihai kalitesi iizerinde
cesitli etkileri olmustur. Kurutma kinetigi ve iriiniin nihai kalitesi a¢isindan,
vakumlu kurutma, daha hizli kuruma kosulu ve oksijenin yetersiz oldugu ortama
bagli olarak fenolik, antosiyanin ve askorbik asitin daha yiliksek korunmasiyla
avantajli olan kurutma teknigi olarak bildirilmistir. Uriiniin antosiyanin igerigi;
kurutma yontemi, kurutma sicakligi ve iirlin kalinligindan Onemli o6lgiide
etkilenmistir [81]. Yapilan bagka bir ¢alismada; seftali (Prunus persica L. Batsch)
meyvesinden mikrodalga destekli ekstraksiyon (MAE) ile biyoaktif bilesikleri
maksimum verimle elde etmek i¢in Box-Behnken tasarimi kullanilarak optimize
edilmis ve meyve pestilinde kullanilmistir [82]. 2022’de yapilan bir ¢aligmada;
probiyotik iceren muz pestillerinin gelistirilmesi iizerine ¢alisma yapilmistir [21].
Iki probiyotik bakteri (spor olusturan Bacillus coagulans ve geleneksel spor
olusturmayan Lactobacillus acidophilus) ve iki polimerik matris (manyok nisastasi
ve bakteriyel seliiloz (BC)) kullanilmistir [21]. Probiyotik bakterilerin (6zellikle L.
acidophilus) varlig1 pestillerin ¢gekme mukavemetini, elastik modiiliinii ve kesme
kuvvetini azaltirken, BC bazli pestiller nisasta bazli olanlara gore daha giiclii, daha
sert ve kayma stresine karsi daha direncli oldugu gdzlemlenmistir ve {iriiniin
tiiketici tarafindan kabul edilebilir oldugu gézlemlenmistir [21]. 2021°de Kuria vd.
tarafindan yapilan bir ¢alismada; LAB tarafindan fermente edilen fonksiyonel
mango (Mangifera indica L.) pestilinin fizikokimyasal, antioksidan ve duyusal
ozellikleri incelenmistir [83]. Mango c¢esidinin ve LAB susunun, pestilin
fizikokimyasal, antioksidan ve duyusal 6zelliklerini etkiledigi bildirilmistir. Genel
olarak toplam fenolik igerigin, fermantasyonun ilk 48 saatinde arttigin1 belirtirken;
72. Saatin sonunda baglangi¢ degerinin altina diistiiglinii bildirmislerdir [83]. L.
casei susu kullanilarak fermente edilen mango pestilleri, ortalama titre edilebilir
asitlik, kil ve lif igerikleri (%) acisindan L. plantarum tarafindan fermente
edilenlere gore onemli Slcgiide (p <0,05) daha yiliksek bulunmusken; L. plantarum

tarafindan fermente edilen mango pestillerinin, L. casei tarafindan fermente
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edilenlere gore dnemli 6l¢iide (p <0,05) daha yiiksek pH, toplam kuru madde (%)
ve toplam fenolik icerige sahip olduklar1 belirtilmistir [83].

Yukarida siralanan caligmalardan anlasilabildigi gibi, probiyotik tastyicisi pestil
iiretimine yonelik bugiline kadar yapilan ¢aligmalarin simirli oldugu ve enkapsiile
probiyotik toz iceren pestillerle ilgili olarak herhangi bir ¢alismanin yapilmadigi
goriilmektedir. Ayrica, yapilan smirli sayidaki ¢alismada, pestil matrisi olarak
kayisinin kullanimina rastlanmamistir. Hem probiyotiklerin YYM ile optimize
edilen piiskiirtmeli kurutma kosullarinda enkapsiile edilmesi hem de probiyotik
tastyicist olarak kayis1 pestilinin kullanilmasiyla c¢aligmamiz literatiire katki
saglamigtir. Ayrica onceki caligsmalardan farkli olarak kullanilan LAB’ler pestil
iiretiminde bakterilerin canliligimin korunmasina uygun olacak sekilde; sicaklik

dayanimu, siikroz ve fruktoz dayanimu testleri uygulanarak se¢ilmistir.

Farkli meyve pestillerine probiyotik ilavesiyle ilgili kisitli olsa da caligmalar
bulunurken [21], [83]; pestil sartlarina gdre optimizasyonu ve enkapsiile sekilde
uygulanmasi hakkinda literatiirde bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bunlardan Niro
vd. (2022) tarafindan yapilan ¢alismada, Bacillus coagulans ve Lactobacillus
acidophilus ilaveli muz pestili iretilmistir [21]. Kuria vd. (2021) tarafindan
yapilmis ¢calismada, L. casei and L. plantarum ilave edilerek mango piiresi fermente
edilmis ve fonksiyonel mango pestili iiretimi ger¢eklestirilmistir [83]. S6z konusu
caligmalarda, probiyotik bakterilerin enkapsiilasyon optimizasyonu yapilmamis ve
bakteriler meyve pestillerine sadece serbest formda ilave edilmistir.
Enkapsiilasyonla probiyotiklerin pestil icerisinde kurutma sartlarina daha iyi
dayanim1 ve depolama boyunca canliligini daha uzun siire koruyabilecegi 6n

goriilerek caligmamizin diger caligsmalardan farklilagtirilmasi saglanmastir.

Probiyotiklerle zenginlestirilmis meyve veya sebze bazli atistirmaliklarin tasarimi
laboratuvar 6l¢eginde degerli bir strateji gibi gorlinmektedir, ancak sonuglarin hem
pilot hem de endiistriyel ol¢cekte dogrulanmasi i¢in daha fazla calismaya ihtiyag
vardir [84]. Farkli dlgeklerde probiyotik pestil {irlinlerinin iiretimine yonelik bir

caligmaya da rastlanmamustir.
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3

MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyaller

Pestil iiretimi i¢in; Malatya ilinde hasat edilen ayni olgunluktaki taze Tiirk
Hacihaliloglu kayisilari (Prunus armeniaca) Oztiirkler Gida'dan satin almmustir.
Bugday nisastasi ticari olarak, baharat piyasasindan temin edilmistir. Bu ¢aligmada,
kullanilan LAB’ ler, 1200203 numaral1 TUBITAK projesi (geleneksel salgam ve
gilaburu igeceklerinden izole edilmis) caligmalar1 sonucu probiyotik 6zellikleri
Akman vd. (2021) tarafindan tanimlanmis izolatlar arasindan se¢ilmis olup bunlar
Y1ldiz Teknik Universitesi Gida Miihendisligi Béliimii stok kiiltiirleri igerisinde yer
almaktadir. Kiiltiirleri gelistirmek icin MRS (de Man Rogosa and Sharpe) agar
besiyeri (Merck, Almanya) ve MRS broth (Merck, Almanya) besiyeri
kullanilmistir. Peptonlu su (Merck, 107224, Almanya). Piiskiirtmeli kurutucuda
kaplama materyali olarak maltodekstrin (ISOLAB/ Tiirkiye) kullanilmistir.
Orneklerin hazirlanmast i¢in; Pedall: Blender / Stomacher Cihazi / Homojenizator
cihaz1 (ISOLAB/ Tiirkiye) kullanilmistir. Pestil kurutma oOncesi kayisi bazlh
herlenin serilmesinde Koroplast marka yagl kagit ve pestillerin depolanmasi i¢in
Koroplast marka agzi kilitli posetler kullanilmigtir. Pestil kurutma igin etiiv
(Memmert UF110, Almanya) cihazi kullanilmistir. Orneklerin pH tayini ve in vitro
biyoyararlilik analizlerinde pH ayarlanmasi i¢cin Meterlab PHM210 pH-metre
(Radiometer, Fransa) kullanilmistir. Orneklerin renk analizi icin; Minolta CR-400
Kromametre (Minolta Camera Co. Ltd., Osaka, Japonya) cihazi kullanilmustir. /n
vitro biyoyararlilik analizleri i¢in; pepsin (domuz mide mukozasindan elde edilmis,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD), lipaz (Rhyzopus oryzae kdkenli Amano lipaz
F-AP15, Aldrich Chemical Company, Milwaukee, WI, ABD), safra (s1gir safrasi,
Sigma-Aldrich, ABD) ve pankreatin (domuz pankreasindan elde edilmis, Sigma-
Aldrich, ABD) ve calkalamali su banyosu (Metabolik Su Banyosu Dubnoff MA-
095, Marconi, Piracicaba, Brezilya) cihazi kullanilmistir. Seker analizi i¢in HPLC
(Agilent 1200 Serisi, ABD) cihazi kullanilmstir.
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3.2 Yontemler

Bu ¢aligmada oncelikle kullanilacak kayis1 drneklerinin fizikokimyasal analizleri
yapilmustir ve HPLC ile seker igerikleri belirlenmistir. Enkapsiile probiyotik bakteri
iceren fonksiyonel saglikli atistirmalik olarak iiretilmesi planlanan kayis1 pestilleri
icin salgam ve gilaburudan elde edilen ve probiyotik 6zellikleri bilinen 10 farkl
LAB secilmistir [85]. Pestil ortami esas alinarak, bu bakterilerden en uygun
olanlarin1 segmek i¢in yiiksek siikrozlu, yiiksek fruktozlu ortama dayanim testi ve
yiiksek sicaklik dayanim testleri uygulanmistir. Yanit ylizey yontemiyle belirlenen
deneme noktalar1 kullanilarak, secilen bakterilerin piiskiirtmeli kurutucuda
enkapsiilasyonu sirasinda optimizasyon caligmalari yapilmistir. Enkapsiilasyon
optimizasyonunda yanit olarak% canliik ve % verim se¢ilmistir. Enkapsiile
bakteriler altin kaplama yapilarak, alan emisyonlu- ¢evresel taramali elektron
mikroskobu- enerji dagilim spektrometresi (FE-ESEM-EDS) cihazinda
incelenmistir. Kayis1 piiresinden elde edilen pestillere optimum sartlarda tiretilmis
enkapsiile probiyotik bakteri igeren tozlar ilave edilmistir. Enkapsiile edilmemis
serbest haldeki bakterilerin ilave edildigi ornekler de pozitif kontrol olarak
tiretilmistir. Uretilen pestillerin 4 ay boyunca oda sicakliginda depolama boyunca
toplam probiyotik bakteri, toplam mezofilik aerobik bakteri, toplam maya ve kif
sayimlar1 yapilmistir. Depolama siirecinde mikrobiyolojik 6zelliklerin yani sira
pestillerin fizikokimyasal (nem, kiil, aw, pH, tekstiir), biyoaktif (Toplam Fenolik
(TF) madde ve 1.1-difenil-2-pikril hidrazil (DPPH) radikal yakalama aktivitesi) ve
duyusal 6zelliklerine de bakilmustir. Uriinlerde yer alan probiyotiklerin in vitro
sindirim  kosullarinda canliliklari, yapay sindirim sistemi modellerinde
incelenmistir. Tez kapsaminda gerceklestirilen calismalar 6zet seklinde Sekil

3.1°de sematize edilmistir.
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ENKAPSULE PROBIYOTIK PESTIiL URETIMi VE
BAZI FiZIKOKIMYASAL VE BiYOAKTIF
OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

1. 2. 3 4. 5.
Kayisi Probiyotik Segilen suslarin Optimize Pestillerin
drneklerinin pestil {iretimi piiskiirtmeli enkapsiile depolama
fizikokimyasal i¢in kurutucu ile probiyotik boyunca
analizlerinin kullanilacak optimizasyon bakteri ve fizikokimyasal
yapilmasi suslarin calismalarmin ciplak bakteri ve biyoaktif
secimi yapilmast iceren ozelliklerinin
pestillerin incelenmesi, in
dretimi ve Vitro
depolanmasi biyoyararlilik
analizleri

Sekil 3.1 Gergeklestirilen ¢aligmalarin 6zet gésterimi

3.2.1 Kullanilan Suslarin Saklanmasi, Aktivasyonu ve Suslara Uygulanan
Testler
Bu c¢aligmada, geleneksel salgam ve gilaburu iceceklerinden izole edilmis ve
probiyotik ézellikleri Y1ldiz Teknik Universitesi Laboratuvarlarinda tespit edilmis
ve Akman’ 1n tezinde ve ¢alismasinda yayinlanmis [85] LAB suslar1 (Tablo 3.1)
kullanilmistir. Bu suslarin se¢ilmesinde en dnemli faktorlerden biri Akman vd.
(2021) tarafindan bazi probiyotik 6zelliklerinin belirlenmis olmasidir[85]. Bu
ozellikler; Caco-2 hiicrelerine tutunma yetenekleri, asit dayanim toleranslari, safra
tuzu toleranslari, TDC (Taurodeoksikolat) hidroliz aktiviteleri, antimikrobiyal
aktiviteleri, antibiyotik direncleri, pepsin ve pankreatin toleranslar1 gibi
ozelliklerdir. Suglarin se¢ilmesindeki diger bir faktér de salgam ve gilaburu gibi
laktofermente iiriinlerden izole edilmis olmalaridir. Akman vd. (2021) tarafindan
izole edilen ve bu ¢alismada kullanilan suslarin tiimii Tablo 3.1° de verilmistir [85].
Bakterilerin kiiltivasyonu icin MRS besiyeri, MRS agar ve PBS kullanilmistir.
LAB, -80 °C'de 400 pL gliserol iceren MRS s1v1 besiyerinde muhafaza edilmistir.
Ornegin 600 uL'si, 400 pL gliserol igeren 1,5 mL'lik vidali kapakli tiipe aktarilmis
ve ileri analizler i¢in -80 °C'de saklanmistir ve 2 ayda bir alt kiiltiirleri yapilmstir.

Her bakteri kiiltiirti, 24 saatte 37 °C'de MRS besiyerinde iki kez alt kiiltiirlenerek
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aktive edilmistir. Tablo 3.1° de verilen probiyotik bakteri suslarina yiiksek fruktoz
veya siikroz ortaminda canli kalma yeteneklerini belirlemek ve sicaklik
dayanimlarina gore en dayanikli olan suslari se¢cmek i¢in cesitli analizler
yapilmustir. Bu analizlerin uygulanmasinda; pestile ilave edilecek bakterilerin pestil
ortami ve iiretim sartlarina uygunlugu agisindan en dayanikli olanlarin secilmesi

hedeflenmistir.

Tablo 3.1 Salgam ve gilaburudan izole edilmis probiyotik 6zellikleri bilinen ve
siikroz dayanim, fruktoz dayanim ve sicaklik tolerans testlerinde kullanilan laktik

asit bakterileri

izolat Bakteri Ads Calismada Kullanilan
Kod
G4C Lactiplantibacillus plantarum G4C LP1
G4D Lactiplantibacillus plantarum G4D LP2
SH5 Lactiplantibacillus plantarum SHS LP3
SH11 | Lactiplantibacillus plantarum SH11 LP4
SH23 | Lactiplantibacillus plantarum SH23 LP5
SH35 | Lactiplantibacillus plantarum SH35 LP6
G4B Lactiplantibacillus pentosus G4B LPE1
SH14 | Lactiplantibacillus pentosus SH14 LPE2
1G1 Limosilactobacillus fermentum 1G1 LF1
SH10 | Limosilactobacillus fermentum SH10 LF2

3.2.1.1 Yiiksek Siikrozlu Ortamda Canhlik Testi

Bu analiz, belirtilen LAB’lerin (Tablo 3.1) siikroz ilave edilerek iiretildigi igin
yiiksek siikroz iceren pestilde canli kalabilme 0Ozelliklerini belirlemek igin
uygulanmigtir. Troller vd.” nin calismasinda kullandigi besiyeri aw ayarlama
yontemi uyarlanarak, MRS broth (modifiye seker icermeyen) besiyerine kayisi
pliresinde belirlenen miktarlarla orantili olacak sekilde (%2,18+0,11) siikroz
karistirilmistir [86]. Karisim steril edildikten sonra 18 saat siireyle aktiflestirilmis
taze LAB Kkiiltiirii, siikroz igeren besiyerine %1 oraninda inokiile edilmistir. 37

°C’de 20 saatlik inkiibasyon 6ncesinde ve sonunda kiiltiirlerden MRS agara yayma
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plak yontemiyle ekim yapilarak 35 °C'de 48 saat inkiibasyon sonunda koloni sayimi1

ile bakterilerin siikroz igeren ortamlardaki canlilik diizeyleri belirlenmistir [86].

3.2.1.2 Yiiksek Fruktozlu Ortamda Canhlik Testi

Yiiksek siikrozlu ortamda canlilik testinde uygulanan yontem fruktoza uyarlanarak
gerceklestirilmistir [86]. MRS broth besiyeri, kayisi piiresinde belirlenen miktarda
(%0,80+0,08) fruktoz katilarak modifiye MRS broth besiyeri olarak hazirlanmistir.
Devaminda baglik 3.2.1.1° de bahsedildigi gibi analiz gergeklestirilerek bakterilerin
fruktoz iceren ortamlardaki en yiiksek canlilik diizeyleri belirlenmistir.

3.2.1.3 Yiiksek Sicaklik Tolerans Testi

Bu amagla Giindiiz (2010) tarafindan kullanilan yontem modifiye edilerek
kullanilmistir. {1k olarak, 10 farkli LAB susu, 18 saat siireyle aktiflestirilerek taze
kiiltiirlinden %1 oraninda MRS s1v1 besiyerlerine inokiile edilmistir [87]. 50°C’de
20 saatlik inkiibasyon dncesinde ve sonunda kiiltiirlerden MRS agara yayma plak
yontemiyle ekim yapilarak koloni sayimi ile en yiiksek canliligi gosteren suslar
belirlenmistir. Boylece piiskiirterek kurtma ile enkapsiilasyon ve pestil kurutma
siirecine en dayanikli olabilecek bakteri suslart belirlenmistir [8], [88].

3.2.2 Piskiirtmeli Kurutucu ile Laktik Asit Bakterilerinin Enkapsiilasyonu

10 farkli susun igerisinden fruktoz, siikroz ve sicaklik dayanimina gore en uygun
tic farkl tiiri temsilen birer LAB susu optimizasyon c¢aligmalari i¢in secilmistir.
LAB’lerin enkapsiilasyonu ig¢in piskiirterek kurutma islemi uygulanmistir.
Kurutma kosgullarinin optimizasyonu i¢in YYM’den faydalanilmis ve belirlenen
noktalarda kurutma islemleri gerceklestirilmistir. Optimum sartlarda tiretilen

enkapsiile probiyotik tozlarda uygulanan analizler Sekil 3.2’de 6zetlenmistir.
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HGS: 123.21°C
MK:22.76%

Maltodekstrin *Uretim verimi (50.97%; 10.27 log
konsantrasyonu *Canlilik KOB/g)
Limosilactobacillus (D=0 (logkOB/g)

fermentum SH10
(LF2)

-]

Lactiplantibacillus
plantarum SH11

Diger ¢iktilar;
*Enkapsiilasyon
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(LPE1)

\ Probiyotik

yiklii toz

Piiskiirterek Kurutma Prosesi L
Nem igeriginin
belirlenmesi

SEM goriintiileri

Sekil 3.2 Optimum sartlarda enkapsiile probiyotik toz (LF2, LP4, LPE1 iceren)

iiretimi ve uygulanan analizler

3.2.2.1 YYM ile Deneme Noktalarinin Belirlenmesi

Piiskiirtmeli kurutma islemi laboratuvar 6lgekli bir piiskiirtmeli kurutucuda (Buchi
B-290, Isvicre) gerceklestirilmistir. Proses parametreleri literatiirdeki onceki
caligmalara [89], [90] ve On laboratuvar denemelerimize dayanarak seg¢ilmistir.
Regresyon analizi ve model optimizasyonu, Design Expert yazilimi (versiyon
7.0.0., Stat-Ease, Minneapolis, MN) kullanilarak yapilmistir. Enkapsiilasyon igin
oncelikle kullanilacak olan optimum kaplayict konsantrasyonu ve piiskiirtmeli
kurutucu kosullarinin belirlenmesinde YYM kullanilmistir. Piiskiirtmeli kurutma
ile maltodekstrin kullanilarak gergeklestirilen enkapsiilasyon c¢alismast igin
DMKDT’de kullanilan degiskenlerin kodlanmis ve kodlanmamis degerleri ve
diizeyleri Tablo 3.2‘de verilmistir. Bagimsiz degiskenler Tablo 3.2°de verilen en
diisiik (-1), orta (0) ve en yiiksek (+1) olmak iizere ii¢ diizeyde kodlanmustir.
DMKDT' nin donebilir yapisi, modelin tiim yonlerde esit dogrulukta tahminler
yapmasini saglamaktadir. Model olarak Kuadratik (Karesel) Model secilmistir.
Karesel model, bir¢ok farkli faktdr ve seviyede uygulanabilmektedir. Maltodekstrin
konsantrasyonu (X1, MK, %10-30) ve hava giris sicaklig1 (X2, HGS, 110-150 °C)
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dahil olmak iizere piiskiirterek kurtma islemi parametreleri, segilen her sus icin
optimize edilmistir (Tablo 3.2). Kullanilan bu bagimsiz degiskenlerin, % canlilik

ve % verim lizerine etkileri aragtirilmistir.

Tablo 3.2 Piiskiirtmeli kurutma ile maltodekstrin kullanilarak gergeklestirilen
enkapsiilasyon ¢aligmasi i¢in deney tasariminda kullanilan degiskenlerin

kodlanmis ve kodlanmamis degerleri ve diizeyleri

Faktor Kodlanmis Seviyeler
(bagimsiz Birimler | Semboller
degiskenler) Diigiik (- | Orta Yiiksek
D (U] (G ))
Maltodekstrin o X1 10 20 30
konsantrasyonu
Hava Giris o
Sicakhig C X2 110 130 150

*X1, Maltodekstrin konsantrasyonu; X2; Hava giris sicaklig

DMKDT kullanilarak optimizasyon deneme plani olusturulmus ve bu plan
dahilinde bagimsiz degiskenlerin yanitlar tiizerine etkileri varyans analizi
(ANOVA) tablosundan yararlanarak belirlenmistir. Merkez noktada 3 tekrarli 11
farkli deneme noktasinda (Tablo3.3), tiretim verimi (%) ve canlilik (log KOB/g)
iizerindeki etkiler degerlendirilmistir. Bagimsiz degiskenlerin etkilerini
degerlendirmek amaciyla ikinci dereceden polinom denklemi kullanilmigtir.
Denklemden bagimsiz olarak deneme noktalarinda farkli ¢iktilar da incelenmistir;
ptskiirtmeli kurutucu dijital ekranindan ¢ikis sicakligi degerleri not edilmistir.

Ayrica segilen yontemle iiretilen kapsiillerde nem igerigine bakilmistir (Tablo 3.3).
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Tablo 3.3 Piiskiirtmeli kurutma ile maltodekstrin kullanilarak gergeklestirilen

enkapsiilasyon c¢aligsmasi i¢in DMKDT deneme plani

Deneme X1 | X2 | Canhlik (log | Verim | Nem | Cikis sicakhg (°C)
Noktalar KOB/g) (%) (%)
1 20 | 130

2 20 | 150

3 10 | 150

4 20 | 110

5 30 | 150

6 20 | 130

7 20 | 130

8 10 | 130

9 10 | 110

10 30 | 130

11 30 | 110

*X1, Kaplayici konsantrasyonu (%); X2, Hava giris sicaklig1 (°C)
3.2.2.2 Besleme Cozeltisinin Hazirlanmasi

Maltodekstrin ¢ozeltisinin hazirlanmasi i¢in maltodekstrin oda sicakliginda steril
distile su icerisinde modelde belirlenen oranlarda (%10-30) tamamen ¢oziilmiistiir.
Cozelti hazirlama asamasinda otoklavda 121°C'de 15 dakika sterilize edilmis cam
beher, distile su, spatula ve dereceli dl¢iim silindiri kullanilmigtir. Tiim ¢alisma
biyogiivenlik kabininde bek alevi varliginda gergeklestirilmistir ve hazirlanan
¢ozelti su banyosunda (Memmert WTB50, isvicre) 90 °C'de 10 dakika siireyle
pastorize edimistir. Probiyotik bakteri preparasyonuyla ilgili olarak, segilen ti¢
probiyotik susun (Lactiplantibacillus plantarum SH11 (LP4), Lactiplantibacillus
pentosus G4B (LPEL1) ve Limosilactobacillus fermentum SH10 (LF2)) 18 saat
aktivasyona tabi tutulan taze kiiltiir ilk olarak %1 oraninda 50 mL’lik MRS siv1
besiyerine agilanmistir ve 18 saat inkiibe edilmistir. Sonrasinda 300 mL’lik siselere
bu bakteri kiiltiiriiniin %1'i aktarilarak inkiibasyon tekrarlanmistir. Inkiibasyondan
sonra, her numune 50 mL'lik steril santrifiij tiiplerine aktarilmis ve ardindan 4 °C'de,
8000 rpm'de 10 dakika boyunca santrifiijlenmistir (Centrifuge Multifuge X3 FR,
Thermo Scientific, Isveg). Santrifiij sonunda supernatant dékiiliip iki kez 30 mL
PBS ilave edilmis ve ayni sartlarda santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra dibe
coken bakteri hiicreleri, PBS'nin santrifiij tiiplerinden doékiilmesi sonrasindapellet
seklinde elde edilmis ve bir santrifiij tiipiinde toplanmistir. Toplanan bakteriler

puskiirtmeli kurutucuda enkapsiilasyon i¢in belirlenen miktarlarda hazirlanmig

27



maltodekstrin ¢dzeltisine (%10-30) ilave edilip puiskiirtmeli kurutucu cihazina

verilmistir.

3.2.2.3 Verim Hesaplanmasi

Uretim verimi (%) asagidaki denklem (3.1) kullanilarak hesaplanmistir [91].
Uretim verimi (%) = == 100 (3.1)

Burada Wa, kapsiilleme islemiyle elde edilen kat1 pargaciklarin miktaridir (g) ve
Wb, hazirlanan karisimdaki (g) toplam kuru madde miktaridir.
3.2.2.4 Canlilik Hesaplanmasi ve Enkapsiilasyon Etkinligi

Piiskiirterek kurutma asamasindan onceki hiicre sayisi, MRS Agar besiyerinde
yayma plak yontemiyle belirlenmistir ve bulgular, log koloni olusturan birim (log
KOB/g) olarak ifade edilmistir. Piiskiirterek kurtmadan sonra canli hiicre sayilarini
belirlemek i¢in; kapsiillenmis bakteri numuneleri referans makalede Onerilen
yonteme gore hazirlanmistir [92]. Bu amagla 1 g toz, 9 mL FTS soliisyonu
(fizyolojik tuzlu su) ile yeniden siispanse edilmis, 10 dakika peristaltik karistirict
(Stomacher, ISOLAB, Tiirkiye) ile homojen hale getirilmis ve steril %0,1 peptonlu
su ile seri olarak diliisyonlar hazirlanmistir. Hazirlanan diliisyonlar, MRS agar
iizerine yayma plak teknigi kullanilarak ekilmis ve 37 °C'de 48 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonrasinda kapsiilleme verimliligi % olarak asagidaki

denklem (3.2) kullanilarak hesaplanmigtir.

Enkapsiilasyon etkinligi(%) = (x—) * 100 (3.2)

a

b
*Burada Na (log KOB/g) ve Nb (log KOB/g), sirasiyla kapsiillemeden sonraki ve 6nceki hiicre
sayisidir.

3.2.2.5 Enkapsiile Probiyotik Tozun Cikis Sicakhi@inin Hesaplanmasi

Tozlarin ¢ikis sicakliklart piiskiirtmeli kurutucu cihazinin gosterge panelinden

okunarak kaydedilmistir.
3.2.3 Enkapsiile Probiyotik Tozlara Uygulanan Diger Analizler

Enkapsiile probiyotik tozlarin nem icerigine bakilmistir. Enkapsiile

probiyotik tozlar taramali elektron mikroskobu (SEM) ile goriintiilenmistir.

3.2.3.1 Nem I¢eriginin Hesaplanmasi
Tozlarin nem igerigi, otomatik nem tayin cihazi (RADWAG, model MA 50.R,
Radom, Polonya) kullanilarak hesaplanmaistir [93].
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3.2.3.2 Enkapsiile Probiyotik Tozlarin SEM (Taramal Elektron
Mikroskobu) Analizi

Optimum kosullarda piiskiirtmeli kurutma yontemiyle iiretilen LF2, LP4 ve LPEI
yiiklii toz numuneleri viyallere yerlestirilerek nitrojenle kurutulmus ve argon gazi
altinda (20mA akim, 10-3 basing uygulanarak) altin alagimla kaplanmistir.
Ardindan morfolojik 6zellikleri incelenmistir. Morfolojik 6zelliklerin ve pargacik
boyutunun belirlenmesi, alan emisyonu-¢evresel taramali elektron mikroskobu-
enerji dagilimi spektrometresi (FE-ESEM-EDS) (FEI, Quanta FEG 450)
kullanilarak gergeklestirilmistir [94].

3.2.4 Kayisi piiresi iiretimi ve 6zelliklerinin belirlenmesi

Kayisilar c¢ekirdekleri ¢ikarilarak ev tipi karistirict (SHB-3100S model, Sinbo,
Tiirkiye) kullanilarak homojen hale getirilmistir. Ayrica kayisi ve kayis1 piiresinin
pH's1, Meterlab PHM210 pH-metre (Radiometer, Fransa) ile belirlenmistir [95].
Kayis1 ve kayis1 piiresinin kuru madde ve kil igerigi, AOAC (2000)'e gore
belirlenmistir [93]. Ek olarak, kayis1 ve kayisi piiresinin suda ¢6ziiniir kuru maddesi
el refraktometresi kullanilarak oOlciilmiistir [95]. Kayisi ve kayisi piiresinin
orneklerinin (10 mL) 0,1 N NaOH ile titre edilmesiyle titre edilebilir asitlik
degerleri belirlenmis ve bulgular kayisida hakim organik asit olan malik asit
yiizdesi cinsinden ifade edilmistir cinsinden toplam asitlik miktar1 (%) asagidaki

denklem (3.3) kullanilarak hesaplanmistir.

V.N.F.E
A(%) = —;
A: % Asitlik miktari

V: Kullanilan sodyum hidroksitin miktari, mL

N: Kullanilan sodyum hidroksitin normalitesi

F: Kullanilan sodyum hidroksitin faktorii

O: Alinan 6rnek miktar, mL

E: Ilgili asidin equivalent degeri; malik asit i¢in: 0.067

X 100 (3.3)

Kayist ve kayisi piiresinin renk ozellikleri (L* (renk parlakligi; agiklik (beyaz,
L*=100), koyuluk (siyah, L*=0)), a* (kirmiz1 (+a*)-yesil (-a*)) ve b* (sar1 (+b*)-
mavi (-b*)), Minolta CR-400 Kromametre (Minolta Camera Co. Ltd., Osaka,
Japonya) kullanilarak Karabulut vd.’nin kullandig1 yonteme gore belirlenmistir
[96]. Indirgen sekerler, Alnuwaiser (2017) tarafindan kullanilan yéntem modifiye
edilerek solvent izokratik pompa, otomatik numune alict ve gaz giderme
iinitesinden olusan bir HPLC (Agilent 1200 Serisi, ABD) cihaziyla tayin edilmistir

[97]. Homojenize edilen numuneler 12.000 rpm'de 2 dakika santrifiij edilmis ve
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ardindan 0,45 um membran filtreden siiziilmiistiir. Kromatografik ayirma, mobil
faz olarak %80 asetonitril %20 ultra saf su karisimi ile izokratik eliisyon
kullanilarak 0,5 mL/dakika akis hiziyla 25 °C'de bir Aminex-HPX-87C, 300 mm x
7,8 mm kolon kullanilarak gergeklestirilmistir. Seker standardi olarak fruktoz,
glukoz ve siikroz kullanilmistir.

3.2.5 Kaysi Pestillerinin Uretimi ve Ozelliklerinin Belirlenmesi

Kayisi pestilleri Niro vd.” nin ¢aligmalarinda tarif ettigi yontem modifiye edilerek
iiretilmistir ve bu amagcla oncelikle taze kayis1 meyveleri piire haline getirilmistir

[81]. Pestil liretiminin genel adimlar Sekil 3.3°te verilmistir.

\ |

Kayisi Cekirdek Kesme ve On 1sitma
| ¢ikarma | piire yapma | (30 dakika)
|
Sogutma (40°C) ve |
i 0 Karistirma ve probiyotik ekleme (3
Hisasta \?Vlﬂ/e)me (% 1sitma (40° briks serbest ve 3
' olana kadar) enkapsiile, 1 kontrol
(probiyotiksiz) form) ‘
| ] |
Herlenin yagh Kurut .
kagida urutina Dilimlere ayirma
yayilmasi | (50°C, 12saat) ‘ ve paketleme
|

Sekil 3.3 Pestil 6rneklerinin tiretim akis diyagrami

[k olarak, hazirlanan kayisi piiresi (800 mL) bir cam beher igerisine konulmus,
aliminyum folyo ile kaplanmis ve 1siticili manyetyik karistiricida (IKA C-MAG
HS 7, Almanya) siirekli karigtirilarak 30 dakika boyunca anlik kaynama
sicakliginda (~90 °C) tutulmustur. Hazirlanan piireler hermetikli olarak kapatilarak
saklanmistir. Plireye %6 oraninda nisasta (agirlik/ hacim) ilavesinin ardindan
karisim, ¢oziinlir kuru madde igerigi 40° Briks olana kadar 8§5°C'de tutulmustur.
Islem 1sitic1l karistiricida sabit sicaklikta siirekli briks degeri dlgiilerek yapilmustir.
Karisim, 40 °C'ye sogutulduktan sonra serbest veya enkapsiillenmis probiyotik
bakteriler karigimlara hedeflenen seviyede eklenmistir. Hedeflenen seviyeyi
bulmak i¢in; 6n denemelerle belirli serbest ve enkapsiile bakteri miktarlarinin pestil

herlesine ilavesi yapilarak pesrtilde 10'%!! kob/g seviyesini yakaladigi miktarlar
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belirlenmistir. Bu miktarlar serbest bakteri i¢in %1 (pellet yikama ¢6z igerisinde)
ve enkapsiile probiyotik toz i¢in %5 olarak belirlenmistir. Kontrol 6rnegine
probiyotik ilave edilmemistir. Tiim bu islemler ¢evreden kontaminasyonu dnlemek
icin biyogiivenlik kabininde gerceklestirilmistir. Son olarak karisim yagl kagit
iizerine 0,8 mm kalinliginda yayilmis ve 50 °C'de 12 saat kurutulmustur. Kurutulan
numuneler, kare (20 mm c¢ap x 20 mm yiikseklik) dilimler halinde kesilerek
polietilen kilitli posetlere (19 x 25 cm) ~100 gram 6rnek konularak oda sicakliginda
(2242 °C) 120 giin siireyle depolanmustir. Sekil 3.4°te pestillerin depolama sekli

gosterilmistir.

MA_‘

LPE1-SB

LPEI-EB LF2-EB

LP4-EB

Sekil 3.4 Pestil 6rneklerinin B) depolanma sekli

Orneklerin adlandirilmasinda serbest bakteri (SB) ve enkapsiile bakteri (EB)
ifadeleri kullanilmigtir. Kontrol 6rnegi; K, enkapsiile LF2 bakterisi i¢ceren pestil
ornegi; LF2-EB, serbest LF2 bakterisi igeren pestil 6rnegi; LF2-SB, enkapsiile LP4
bakterisi igeren pestil 6rnegi; LP4-EB, serbest LP4 bakterisi iceren pestil 6rnegi,
LP4-SB, enkapsiile LPE1 bakterisi iceren pestil 6rnegi; LPE1-EB, serbest LPE1
bakterisi iceren pestil 6rnegi; LPE1-SB yazilarak kodlanmistir. 0.giin, 30.giin,
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60.glin, 90.glin ve 120.giinlerde analizler gerc¢eklestirilmistir. Pestil iiretimi ve

uygulanan analizlerin akis semas1 Sekil 3.5’te gosterilmistir.

LF2,LP4,LPEI

bakteri kiiltiirleri LF2,LP4,LPE] bakteri

kiiltiirlerinin yikanmug

Santrifiij cihazi pelletleri
e !
= [
E— ﬁ ﬁ Flzlkoklm}’asal
Enkapsiile probiyotik 5 — ‘i& analizler
bakteri kiiltiirleri
Sprey kurutucu (LF2,LP4,LPEL) ‘g é &
ile bakterilerin —p
enkapsiilasyonu / LALI1L

et

Duyusal analiz

sindirim

. .- . . I . —
Enkapsiile ve serbgst bakte'rlluermA pt?Stll herlesine analizi
ilavesi ve pestil tiretimi

Sekil 3.5 Pestil 6rneklerinin liretimi ve uygulanan analizler gorsel 6zet gosterimi

3.2.6 Pestillerin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.2.6.1 Pestillerin Nem I¢eriginin Belirlenmesi

Pestillerin nem igeriginin belirlenmesi i¢in standart nem tayin metodu kullanilmistir
[93]. Pestil orneklerinin kuru madde tayini icin, dnceden darasi alinan kaplara
yaklasik 1,5 g 6rnek tartilarak 105 °C’de 3 saat boyunca etiivde (Memmert UF110,
Miinih, Almanya) bekletilmistir. Ardindan Ornekler desikatorde sabit tartima
getirilip, son tartimlar1 alinarak ytizde olarak kuru madde miktarlar1 hesaplanmstir.
3.2.6.2 Pestillerin Su Aktivitesinin Belirlenmesi

Su aktivitesi (aw) Olclimleri, Novasina Thermoconstanter modeli Labswift-aw
(Novasina, Isvigre) cihaz1 kullanilarak gergeklestirilmistir [22].

3.2.6.3 Pestillerin pH Degerlerinin Belirlenmesi

Pestil 6rneklerinin pH degerleri, Meterlab PHM210 pH-metre (Radiometer, Fransa)
kullanilarak 6l¢iilmiistiir [95]. PH 6l¢timii icin hazirlanan pestil 6rneklerinin SOmL'
lik siispansiyonlari; 5 gram pestil 45 mL saf su ile siispanse edilerek hazirlanir.

Peristaltik ~ karistirict  (Stomacher, = ISOLAB,  Tirkiye)  kullanilarak
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homojenlestirildikten sonra pH metre probu homojen karisimin i¢ine daldirilarak
oleiim yapilmustir. Olgiimler ii¢ tekrarli yapilmistir ve dlgiim aralarinda prob saf su
temizlenmistir.

3.2.6.4 Pestillerin Seker Iceriginin Belirlenmesi

Pestillerdeki indirgen sekerlerin tespiti, boliim 3.2.4°’te bahsedildigi gibi
Alnuwaiser (2017) tarafindan belirtilen yontemde bazi modifikasyonlarla; solvent
izokratik pompa, otomatik numune alict ve gaz giderme iinitesinden olusan bir
HPLC (Agilent 1200 Serisi, ABD) cihazi kullanilarak belirlenmistir [97].

3.2.6.5 Pestillerin Renk (L*, a*, b*) Ozelliklerinin Belirlenmesi

Pestil 6rneklerinin renk dl¢limii, beyaz bir referans plaka ile kalibre bir Minolta CR-
400 Kromametre (Minolta Camera Co. Ltd., Osaka, Japonya) kullanilarak analiz
edilmistir [96]. Her numuneden en az ii¢ dl¢lim alinarak numunelerin L* (renk
parlakligy; agiklik (beyaz, L*=100), koyuluk (siyah, L*=0)), a* (kirmiz1 (+a*)-yesil
(-a*)) ve b* (sar1 (+b*)-mavi (-b*)) degerleri belirlenmistir. AE* (toplam renk
farki) degerleri (3.4 ), (3.5), (3.6) ve (3.7) denklemleriyle hesaplanmistir.

AE x = \[(Aa*)2 + (Ab%)2 + (AL %)2) (3.4)

* * *
Aa = a1 —qg (3.5)
_ 3.6
Ab* =by* = by* (3.6)
_ 3.7
AL*=L* - Ly* 3.7)

3.2.7 Pestillerinin Biyoaktif Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.2.7.1 Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Ekstraktlar; Eyiz vd. nin (2020) ¢alismalarindaki 6rnek hazirlama metodu modifiye
edilerek hazirlanmustir [98]. Orneklerin ekstraksiyonu ve hidrolizi i¢in metonol ve
HCI kullanilmistir. Numuneler (1 g), 10 mL solvent karisimi (metanol:su: HCI,
80:20:0.1 (v: v: v)) ile birlestirilmis ve sonrasinda 400 rpm °‘de c¢alkalamali su
banyosunda 4 saat karigtirllmistir. Kaba filtre kagidindan siiziildiikkten sonra
karigim, 1935xg’ de, 25°C'de 10 dakika boyunca santrifiij (Hettich 320R, Almanya)
edilmistir. Elde edilen filtrelenmis ekstrakt, pestillerin biyoaktif ozelliklerini

belirlemek i¢in kullanilmistir.
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3.2.7.2 Toplam Fenolik Madde Analizi

Ekstraktlarin (0,5 mL) toplam fenolik madde (TPC) miktarini belirlemek i¢in Folin-
Ciocalteu yontemi kullanilmistir [7]. Bu amagla, 2,5 mL 0,2 N Folin-Ciocalteu
cozeltisi, 0,5 mL 6rnek ekstrakti ile karistirilmis ve vortekslendikten sonra iizerine
3 dakika sonra 2 mL Na,COj; ilave edilmistir. Daha sonra, elde edilen karigim
karanlik ortamda oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edilmistir. Numunelerin
absorbans degerleri UV-goriiniir spektrofotometre (Shimadzu UV-1800, Japonya)
kullanilarak 760 nm dalga boyunda Ol¢iilmiistiir. Sonuglar, 100 gram basina

miligram gallik asit esdegeri (GAE) olarak ifade edilmistir.

GAE Absorbans — 0,052
Toplam Fenolik Madde Miktari (mg W) = ( 0.0125

(3.4)

)x diliisyon faktori

Gallik asidin kalibrasyon egrisinin ¢izilmesi i¢in %80 metanol:su (v/v) ¢ozeltisi
kullanilmigtir. Bu amagla farkli konsantrasyonlarda gallik asit ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Elde edilen kalibrasyon egrisi Sekil 3.6’da sunulmug ve denklemi

y=0,0125x+ 0,052 olarak belirlenmistir.

P
I

y = 0,0125x + 0,052

R2=0,

=
N

Absorbans
o o o
(o)} (0] =

\

o
[N}
«

o

0 20 40 60 80 100 120
mg/100g GAE

Sekil 3.6 Fenolik madde miktari tespiti i¢in gallik asit cinsinden standart

kalibrasyon egrisi

3.2.7.3 1,1-Difenil 2-Pikril Hidrazil (DPPH) Serbest Radikal Siipiiriicii
Antioksidan Aktivite Tayini
Ekstraktlarin (0,1 mL) antioksidan aktiviteleri Subasi-Zarbaliyev vd.’nin

caligmalarinda uyguladigi yontem esas alinarak DPPH radikal temizleme
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yontemiyle belirlenmistir [99]. 0,1 mL ekstrakt, 4,9 mL 0,1 mM DPPH radikali ile
karistirilmis ve karisim, vortekslenerek homojen hale getirilmistir. Karanlikta 27
°C'de 20 dakika inkiibasyonun ardindan numunenin absorbansi, UV-goriiniir
spektrofotometre (Shimadzu UV-1800, Japonya) kullanilarak 517 nm'de
Olclilmiistiir. Kor ornek olarak metanol kullanilmistir. DPPH radikal temizleme
aktivitesinin hesaplanmasinda asagidaki formiil kullanilmis ve bulgular kuru

agirlikca % olarak asagidaki denklem (3.5) kullanilarak hesaplanmastir:

* 100

. . . Absorbsiyongsr—Absorbsiyong
DPPH radikal yakalama aktivitesi (%) = YOKor YO ornek

Absorbsiyongsy

(3.5)

3.2.8 Pestillerin Mikrobiyolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Bu amacla, 10 g numune steril stomacher torbalarma yerlestirilip, her torbaya
aseptik olarak 90 mL 9%0,1'lik peptonlu su eklenmistir. Karigim peristaltik
karigtirict (Stomacher, ISOLAB, Tiirkiye) kullanilarak 20 dakika homojen hale
getirilmistir. Homojen hale getirilen orneklerin 1:10 oraninda seri diliisyonlari
hazirlanmistir. Orneklerdeki toplam LAB sayilarini belirlemek igin, MRS agar
besiyerine yayma plak yontemiyle ekim yapilarak 37°C’de 48 saat anaerob
kosullarda inkiibasyon gerceklestirilmistir. Toplam mezofilik aerobik bakteri
(TMAB) saymmlar1, Plate Count Agar (PCA)’a yayma plak yontemiyle ekim
yapilarak, 30°C'de 24-48 saat aerob kosullarda inkiibasyonla gerceklestirilmistir.
Toplam maya/kiif (TYM) sayisin1 belirlemek icin Dichloran Rose Bengal
Chloramphenicol (DRBC) agar kullanilarak yayma plak yontemi ile ekim yapilmig
ve 25°C'de 72-120 saat aerobik kosullarda inkiibasyonlar gerceklestirilmistir.
Inkiibasyon sonucunda koloniler sayilarak sonu¢ logio KOB/g olarak ifade
edilmisgtir.

3.2.9 Pestillerin Tekstiirel Ozelliklerinin Belirlenmesi

Pestillerin dokusal 6zellikleri (20 mm ¢ap x 20 mm yiikseklik), Singh vd.” nin
prosediiriine dayali olarak 5 kg'lik yiik hiicresine sahip bir doku analiz cihazi (TPA,
Micro Stabil Systems TA. XDplus Texture Analayzer, Birlesik Krallik)
kullanilarak belirlenmistir [100]. Alet platformunun ortasina yerlestirilen kare
pestil levhalara (20 mm ¢ap x 20 mm yiikseklik) 36 mm c¢apinda silindirik bir
stkistirma probu ile baski uygulanmistir. Numuneler analiz boyunca iki kez

sikistirtlmis ve tiim deneyler oda sicakliginda (25 + 2°C) gerceklestirilmistir.
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Sertlik, esneklik (%), i¢ yapiskanlik, yapiskanlik (N), c¢ignenebilirlik (N),
elastikiyet gibi dokusal parametreler TPA grafiginden hesaplanmigtir.

3.2.10 Pestillerde in vitro Sindirim Sirasinda Probiyotik Canhliginin

Belirlenmesi

Gastrik ve enterik ortamlarin simiile edildigi kosullarla muamele edilen pestil
orneklerinde probiyotik canliliginin tespiti i¢in Liserre vd. ve Buritti vd. tarafindan
aciklanan yontemler modifiye edilerek uygulanmigtir [101], [102]. Sindirim
modelinin her agsamasinda bir dnceki fazin lizerine pH ayarlamasi yapilarak yeni

ortam olusturulmustur. /n vitro sindirim testi ozet gosterimi Sekil 3.7°de

gosterilmistir.
Baglangicta ve her ortam
Mide Ortami g|k|§|nda'orn.ek alinarak MRS.
37°C’ de 2 saat agar besiyerinde toplam laktik
pH:2 asit bakterisi sayimi
Pepsin(3g/l)
Lipaz(0,9mg/I)

Enterik 1 37°C’ de 2 saat

pH:5,2

Safra Tuzu(10g/1)

Pankreatin(1g/I)

Enterik 2

67 37°C’ de 2 saat
Safra Tuzu(10g/)
Pankreatin(1g/l)

Sekil 3. 7 In vitro sindirim testi 6zet gdsterimi

Ornekler 1’er gram olacak sekilde steril drnek kaplarina alinmis ve 100 mL %0,5
NaCl ¢ozeltisiyle seyreltme yapilmistir. Oncelikle pH 1 N HCI ile 2'ye
ayarlanmistir. Pepsin ve lipaz ¢ozeltileri, sirasiyla 3 g/L ve 0,9 g/L olmak tizere

mide ortamini simiile etmek i¢in eklenmistir. Siseler, 37°C'de, 150 rpm'lik
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calkalamali su banyosunda (Metabolik Su Banyosu Dubnoff MA-095, Marconi,
Piracicaba, Brezilya), 2 saat boyunca (gastrik faz) inkiibe edilmistir.

Bir sonraki agsamada, alkalin bir ¢ozelti (150 mL 1 N NaOH, 14 g PO4H2Na.2H20
ve 1 L'ye kadar damitilmig su) kullanilarak numunelerin pH'st 5,2'ye
yiikseltilmigtir. Safra ve pankreatin sirastyla 10 g/L ve 1 g/L konsantrasyona
ulasacak sekilde ilave edilmistir. Numuneler tekrar, 37 °C'de 2 saat boyunca
(enterik faz 1) inkiibe edilmistir.

Son asamada, ayni alkali ¢ozelti kullanilarak pH degeri 6,7'ye ylikseltilmis, safra
ve pankreatin konsantrasyonlari ayarlanmistir (sirastyla 10 g/L ve 1 g/L ve 6rnekler
tekrar 37 °C'de 2 saat boyunca (enterik faz 2) inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda 6
saatlik gastirik ve enterik ortam simiilasyonu gerceklestirilmistir.

Toplam LAB sayimi i¢cin numunelerden 0. dakikada sindirimin basinda, 2 saat’ te
mide ortaminin sonunda, 4 saatte enterik faz 1 ortaminin sonunda ve 6 saatte enterik
faz 2 ortaminin sonunda ornekler alinmis ardindan uygun seyreltmeler yapilarak
MRS agar besiyerinde 37°C'de 2 giin anaerobik kosullarda tutularak inkiibe
edilmisgtir.

Probiyotik suslarin canlilik oranlar1 asagidaki formiile gore hesaplanmustir.

Nlog son zaman(6.saat)

Canlilk = [ 1x100% 4)

NLog baslangi¢ zaman (0.saat)

3.2.11 Kayis1 Pestillerinin Duyusal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Pestil Orneklerinin duyusal degerlendirmesi, 9 noktali hedonik skala (9, c¢ok
begendim; 1, hi¢ begenmedim) kullanilarak 24-40 yas araligindaki 12 yar1 egitimli
panelist tarafindan gergeklestirilmistir [103]. Tiim pestil Ornekleri rastgele
kodlanmis ve panelistlere sunulmustur. Panelistlerin 6rnekler arasinda agizlarini su
ile calkalamalar istenmistir. Orneklerin koku, renk, yapi/tekstiir, tat/aroma,
cignenebilirlik ve genel kabul edilebilirlik parametreleri degerlendirmeye
alimmigtir. Pestil 6rneklerinin duyusal analizinde kullanilan degerlendirme formu,

Sekil 3.8’de verilmistir.
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Cinsiyet: Panel Tarihi:
Yas:
Ornek kodu. ..
Duyusal d :
Ozellikler Degerlendirme
1 [2 |3 14 |5 |6 7 [8 |9
Koku
Renk
Yap1/ Tekstiir
Tat/ Aroma
Cignenebilirlik
Genel kabul
edilebilirlik
I “ok kotii”, 2: “oldukga kotii”, 3: “kotii”, 4: “biraz kotii”,
Puanlama 5: “yorumsuz”, 6: “biraz iyi”, 7: “iyi”, 8: “oldukea 1yi”, 9:
“cok iyi”

Sekil 3. 8 Duyusal degerlendirme formu

3.2.12 Istatistiksel Analizler

Tiim deneyler ii¢ paralelli ve iki tekerriirlii olarak gergeklestirilmistir ve sonuglar
ortalama deger ve standart sapma (ortalama + SD) olarak sunulmustur. Bulgular,
JMP 6.0 istatistiksel analiz yazilimi (SAS Institute, Inc., Cary, ABD) kullanilarak
varyans analizi (tek yonlii ANOVA) kullanilarak karsilagtirilmigtir. Farkliliklar

Student’s t-testi kullanilarak 0,05 anlamlilik diizeyinde degerlendirilmistir.
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4

ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bu c¢aligmada, geleneksel gilaburu ve salgam iceceklerinden izole edilmis ve
probiyotik Ozellikleri belirlenmis 10 adet laktik asit bakterisi (LAB) izolati
arasindan siikroz, fruktoz ve sicaklik dayanimlarina bakilarak en iyi 6zelliklere
sahip {i¢ adet izolat se¢ilmis ve YYM ile piiskiirterek kurutma kosullar1 optimize
edilmistir. Optimum kosullarda kurutularak enkapsiile edilen probiyotik bakteriler,
kayzs1 pestili formiilasyonuna dahil edilerek probiyotik kayisi pestilleri tiretilmis ve
120 giinliikk depolama boyunca kalite ozellikleri incelenmistir. Karsilagtirma
amaciyla enkapsiile edilmemis ((serbest formda) probiyotik bakteri ilaveli kayisi

pestilleri de iiretilmistir. Elde edilen biitiin bulgular agsagida verilmistir.

4.1 Optimum Ozelliklere Sahip Suslar

Calismanin ilk asamasinda, pestile ilave edilecek bakterilerin pestil ortami ve
iretim sartlarina uygunlugu acisindan en dayanikli olanlarimin segilmesi
hedeflenmistir. Tablo 4.1'de listelenen sonuglara gore, test edilen 10 sustan yiiksek
sicaklik (50 °C), yiiksek siikroz ve fruktoz ortamina en dayanikli ii¢ tanesi
secilmistir. Nihai sonuglara gore salgam ve gilaburu izolatlarinin her ikisinde de 50
°C’ de 12 saatlik siirede canliliklarin baz1 suslarda ¢ok diisiik bazi suslarda yiiksek
oldugu gozlemlenmistir. Ayn1 zamanda siikroz ve fruktoz dayanimi testlerinde de
her sus icin farkli canlilik degerleri gozlemlenmistir. Bu degerler Tablo 4.1°de
verilmistir. Tablo 4.1°de belirtilen canlilik degerlerinden yiiksek siikroz ve fruktoz
ortaminda ve yiiksek sicaklik ortaminda canliligi en yiiksek olanlar siralanip iic
ozellige kars1 optimum direng gosteren bakteriler secilmistir. En yiiksek canliligt
gosterenler arasinda istatistiksel olarak fark olmadigi durumda; segilen bakteriler
farklh tiirde olacak sekilde se¢im yapilmistir. Bakterilerin test edilen kriterlere
tolerans ve diren¢ 6zellikleri incelenerek segilen bu izolatlar; L. plantarum subsp.
plantarum SH11 (LP4), L. pentosus G4B (LPE1) ve L. fermentum SH10 (LF2)

suslaridir.
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4.1.1 Yiiksek Siikroz ve Fruktozlu Ortamda Canhhlk Testi Sonu¢lari
Degerlendirilen probiyotik mikroorganizmalarin timii yiiksek siikroz/fruktoz
ortaminda ¢ogalmasina ragmen, degisen mikrobiyal adaptasyon ve hiicre canlilik
dereceleri gozlenmistir. Elde edilen sonuglara goére LPE1'in yiiksek fruktoz
ortaminda hiicre canlilig1 azalma orani (-%1,47) en diisiikken, bunu sirastyla LF2
(-%3,75) ve LP4 (-%13,29) izlemistir. Ayrica, test edilen suslar arasinda LPEI,
yiiksek siikroz ortamina en yiiksek adaptasyonu gostermis ve hiicre canliligini
yaklasik 9%20,35 oraninda artmistir. Bunu %16,24 artis oraniyla LP4 ve %13,75
artis orantyla LPE2 izlemistir. Benzer bulgular Pato vd. [104] tarafindan da rapor
edilmistir; sonuclar, kullanilan siikroz konsantrasyonunun iirtiniin toplam LAB'sini
onemli dlgiide etkiledigini gdstermistir (p < 0,05) .

4.1.2 Yiiksek Sicaklik Tolerans Testi Sonu¢lar:

LAB?’ ler igerisinde yer alan ¢ogu probiyotik mikroorganizmanin optimum geligme
sicakligl 37 ila 43 °C arasindadir [105]. L. acidophilus gibi bazi tiirler 45 °C'nin
tizerindeki sicakliklarda gelisebilse de optimum sicaklik istekleri 40-42 °C
araligindadir. Probiyotiklerin canliligi, gida isleme sirasinda 45-50 °C'nin
tizerindeki sicakliklardan olumsuz etkilenebilmektedir. LAB’ lerde 1s1 stresi;
gelisme, 1s1 toleransi ve protein sentezi iizerindeki etkisi incelenerek tespit
edilmektedir. Suslar arasindaki genetik ¢esitlilik, hiicre popiilasyonunun fizyolojik
durumlar1 ve gelisme ortami, pH, su aktivitesi, tuz icerigi, koruyucular gibi diger
cevresel faktorler, suslarinin 1s1 stresine karsi direncini etkilemektedir [106].

Tablo 4.1°deki analiz sonuglarina gore, test edilen suslar arasinda yiiksek sicakliga,
yiiksek sukroz ve fruktoz ortamina en dayanikli suslar olarak LF2, LP4 ve LPEI
olarak tespit edilmis ve belirlenen bu izolatlar kullanilarak piiskiirterek kurutma
optimizasyon c¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Ayrica, test sonuglarina gore LF2
kodlu izolat en yiiksek 1s1 toleransina sahip sus olup bu susun canliligr %2,88
oraninda azalmistir. Bunu %20,53 azalma oraniyla Lactiplantibacillus plantarum
subsp. plantarum CGLBL69 ve %20,72'lik bir azalma oraniyla Lactiplantibacillus
plantarum subsp. plantarum gpl6 izlemistir. Sonuglar, sicaklik artiginin
bakterilerde 1s1 stresi nedeniyle canlilik oranlarinda bir azalmaya sebep

olabilecegini gdstermistir.
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4.2 Secilen Suslarin YYM Modeli ile Kurutma Optimizasyonu

DMKDT  kullanilarak  piiskiirtmeli ~ kurutucuda  probiyotik  bakteri
enkapsiilasyonunun optimizasyonu, merkezde ii¢ tekrarli olarak iki faktor (verim
(%) ve canlilk (log KOB/g) ile gergeklestirilmistir. Ayni anda proses
parametrelerinin  bireysel ve etkilesimli etkilerini analiz edebilme imkani
sunmasindan dolay1 bu deneyde DMKDT nin kullanimi tercih edilmistir. Kuadratik
(karesel) model, yanit degiskenini optimize etmek i¢in kullanilmistir. Bu,

maksimum yanit degerlerini bulmay1 hedeflemistir.

4.2.1 Secilen Suslarin Piskiirtmeli Kurutucu ile Enkapsiilasyonu

Optimizasyon Deneme Noktalar1 Sonuclari

Iki faktériin; toz verimi (%) ve piiskiirterek kurutma sonras1 canlilik (log KOB/g)
tizerindeki etkileri, Tablo 4.2' da gosterildigi gibi bir YYM-DMKDT: HGS (Hava
girig sicakligl) (°C) ve MK (Maltodekstrin konsantrasyonu) (%) kullanilarak
arastirilmistir. Karesel model, deneysel verileri tahmin etmek i¢in en uygun model
olarak sec¢ilmistir ve elde edilen tiim degerler icin istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p< 0,05). Kodlanmis faktorler agisindan gelistirilen tahmini modeller
(anlaml1 kodlanmis terimler not edilmistir) ve ¢iktilar1 Tablo 4.2° da verilmistir.
Yazilim programinda iki faktor (HGS ve MK) 6l¢lim aralifinda tutularak ¢oklu
yanit optimizasyonu yapilmig ve yanit degigkenleri (iiretim verimi ve canlilik)
maksimum olarak se¢ilmistir. Kapsiilleme verimliligi, ¢ikis sicakligi ve nem igerigi
YYM i¢in degiskenlerden biri degildir. Sadece degiskenlere bagli olarak nasil

degistigini karsilagtirmak i¢in tabloda gosterilmistir.
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Elde edilen bulgulara gore; toz verimi, LF2 yiiklii mikrokapsiiller i¢in %37,00 (R9)
ile %53,06 (R10), LP4 yiiklii mikrokapsiiller i¢in %32,40 (R9) ile %62,15 (R2) ve
%29,45 (R4) ile %48,00 (R3) arasinda degismektedir. LPE1 yiiklii mikrokapsiiller
icin toz verimi deneysel kosullara gore degisiklik gostermektedir. Arastirma
bulgularimiz Bommasamudram vd. nin (2022) ve Vivek vd.’nin (2021) elde ettigi
sonuclar1 desteklemektedir [107], [108]. 2022°de yapilan bagka bir caligmada,
simbiyotik baklagil bazli iceceklere piiskiirterek kurtma teknigi kullanilarak
kapsiillenmis Lacticaseibacillus casei ATCC 335 eklenmis ve toz verimi %11-23
araliginda oldugu ifade edilmistir [109]. Ayrica, LF2, LP4 ve LPE1 yiiklii tozlar
icin puskiirterek kurutma sonrasinda canli hiicre sayilarina (log KOB/ g) iliskin
bagimli degiskenler sirasiyla; 8,73 (R3) ila 10,84 (R4), 7,09 (RS5) ila 10,89 (R9) ve
7,00 (R5) ile 10,51 (R9) arasinda degismektedir. Bulgularimiz, L. paracasei FNU
tozlarmin yagsiz siit ve peynir altt suyu kullanarak piiskiirterek kurtmayla
mikrokapsiillenmesini inceleyen ve mikrokapsiil tozunun canli hiicre sayisini 9,49
(log KOBY/ g) olarak bulan Ilha vd. (2015) ile benzerlik gostermektedir [110].

LF2, LP4 ve LPE1'in toz verimi ve canlilig1 i¢in negatif katsay1 degerleri, HGS (°C)
ve/veya MK arttifinda; LF2, LP4 ve LPEl yikli tozlarin hepsinde toz
verimi/canlilik degerlerinin azaldig1 gozlemlenmistir (Tablo 4.2). LF2, LP4 ve
LPE1 yiikli tozlarin ¢ikis sicakligi (°C) degerleri sirastyla 59-95°C, 56-93°C ve
58-89°C araliginda olgiilmiis ve bulgular Tablo 4.2'de gosterilmistir. Ayrica
optimum sartlarda tretilen mikrokapsiillerin ¢ikis sicakligi LF2 yiiklii toz igin
72°C, LP4 yiiklii toz i¢in 74°C ve LPEI yiiklii toz i¢in 75°C olarak dl¢lilmiistiir.
Dayaniklilik ve toz kalitesi de ¢ikis sicakligindan etkilenebilen parametrelerdir.
Daha yiiksek ¢ikis sicakligiin, tozdaki su aktivitesinin ve nem igeriginin daha
diisiik olmasina yol actig1 ve iiriin stabilitesini ayn1 zamanda probiyotik bakterinin
canliligini etkiledigi bilinmektedir [67].

Mikrokapsiillerin nem igerigi Tablo 4.2' de verilen deney kosullarina gore LF2
yiiklii toz i¢in %35,10-%9,30, LP4 yiiklii toz i¢in %5,03-%7,71 ve S32 yiiklii toz i¢in
%4,48-%7,34 arasmnda  degismistir. Bu  bulgular  degerlendirildiginde,
maltodekstrinin ¢evredeki nem emiliminden dolay1 higroskopik yapida oldugu ve
bu da iiriinlin genel nemini yiikselttigi seklinde diisiiniilmektedir. Calismamizdaki
bulgulara gore tozlarin diisiik ¢ikis sicakliklarinda iiretimi nem igeriginin artisina

neden olmustur. Bu bulgular Minj vd. (2022) ve Arepally vd. (2019)
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caligmalarindaki ¢ikis sicakligi ve nem igerigi iliskisiyle uyumlu bulunmustur [4],
[12]. Tozlarin nem igerigi; giris sicaklhigi, c¢ikis sicakligi, kaplama maddesi
ozellikleri ve  atomizasyon kosullart  gibi  proses degiskenlerinden
etkilenebilmektedir. Optimum noktalarda tiretilen mikrokapsiillerin nem igerigi,
LF2 yiiklii toz i¢in %5,30, LP4 yiiklii toz i¢in %5,96 ve LPE1 yiiklii toz i¢in %5,42
Ol¢iilmiistiir. Farkli deney kosullarinda (Tablo 4.2) gore LF2, LP4 ve LPEI yiikli
mikrokapstillerin kapstilleme verimliligi yilizdesi sirastyla %79,08-98,17, %61,87—
98,36 ve %71,66-95,37 araliginda bulunmustur. Baz1 piiskiirtmeli kurutucu ile
bakteri enkapsiilasyonu ¢aligmalar1 incelendiginde; verimlilik ile ilgili
sonuclarimizin incelenen Onceki calismalarla tutarli oldugu goriilmiistiir [110],
[111], [112], [113]. Tablo 4.2' de ayn1 MK kosullar1 altinda daha yiiksek bir HGS'
nin daha yiiksek bir ¢ikis sicakligina sahip oldugu goriilmektedir. Bu durum
bakterinin canlilig1 {izerinde de etkili olmaktadir. Sonuglarin Ilha ve ark.'nin
calismasinda elde ettigi hava giris ve cikis sicakliginin etkilesimi sonuglariyla
uyumlu oldugu goriilmektedir [110]. Termoprotektif bilesenin (maltodekstrin)
konsantrasyonlari, zorlu ¢evre kosullarinin korunmasi ve hiicre inaktivasyonunun
onlenmesi nedeniyle piiskiirterek kurtma sirasinda probiyotiklerin kapsiilleme
verimliligini de etkilemistir. Probiyotik bakterilerin maltodekstrin matriks
icerisinde kapsiillenmesinin, orta diizeyde bir prebiyotik olmasi nedeniyle
probiyotiklerin yliksek canliligi1 saglayabilecegi diger c¢alismalarda da
gosterilmektedir [111]. Ayrica optimum kosullarda iiretilen tozlarin enkapsiilasyon
etkinligi degerleri LF2 yiiklii toz i¢in %93,03, LP4 yiiklii toz i¢in %92,77 ve LPE1
yikli toz i¢in %93,01 olarak hesaplanmistir. Bu degerler de piiskiirtmeli
kurutucuda probiyotik enkapsiilasyonu i¢in istenen sekilde yiiksek degerlerdir.

4.2.2 Piskiirtmeli Kurutucu ile Enkapsiille Edilen Probiyotik Tozlarin

Canhilik Varyans Analiz Sonuclar:

LF2, LP4, LPE1 bakterilerinin piiskiirtmeli kurutucu ile enkapsiilasyonunda
canlilia iliskin ANOVA (varyans analizi) tablolar1 sirasiyla Tablo 4.2, Tablo 4.3

ve Tablo 4.4’ de sunulmustur.
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Tablo 4. 3 Karesel modele gore LF2 bakterisi canlilik varyans analiz sonuglari

Kaynak Kareler Df Kareler F Degeri | p-degeri
Toplam Ortalamasi Prob >F

Model 3,51 5 0,70 18,89 0,0029

A-MK 0,082 1 0,082 2,20 0,1978

B-HGS 2,86 1 2,86 76,97 0,0003

AB 0,021 1 0,021 0,58 0,4816

A? 0.54 1 0,54 14,45 0,0126

B? 0,081 1 0,081 2,17 0,2005

Kalint1 0,19 5 0,037

Uyum Eksikligi | 0,18 3 0,059 15,27 0,0621

Saf Hata 7,776E-003 | 2 3.888E-003

Diizeltilmis 3,70 10

Toplam

A: Maltodekstrin konsantrasyonu (MK), B: Hava giris sicakligi (HGS), Df: serbestlik derecesi

Tablo 4.3’e gore LF2 bakterisi canlilik degerleri i¢in karesel model’in F degerinin
18,89 ve Prob>F degerinin ise 0,05’ten kiigiik (0,0029) olmasi, uygulanan modelin
onemli oldugunun bir gostergesidir. Ayrica uyumsuzluk derecesi ise 0,0621
(p>0,05) olarak bulunmustur bu da modelin verilere uygunlugunu yansitmaktadir.
MK, MK ile HGS interaksiyonu, HGS’nin ikinci dereceden etkisi p>0,05
oldugundan dolayr 6nemsiz bulunmustur. MK’nin ikinci dereceden etkisi ve
HGS’nin etkisi énemli bulunmustur (p<0,05). Karesel modelin LF2 bakterisinin
puskiirterek kurutma ile enkapsiilasyonu srasinda canliligina olan etkilerinin dnemli
(p<0,05)

kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

oldugu ve modelin canliligt Onceden belirlemek amaciyla

Tablo 4. 4 Karesel modele gore LP4 bakterisi canlilik varyans analiz sonuglari

Kaynak Kareler Df Kareler F Degeri | p-degeri
Toplam Ortalamasi Prob >F

Model 22,85 5 4,57 34,17 0,0007

A-MK 0,64 1 0,64 4,79 0,0803

B-HGS 15,45 1 15,45 115,50 0,0001

AB 0,76 1 0,76 5,65 0,0634

A2 0,66 1 0,66 4,93 0,0772

B2 4,05 1 4,05 30,26 0,0027

Kalint1 0,67 5 0,13

Uyum eksikligi | 0,046 3 0,015 0,049 0,9819

Saf hata 0,62 2 0,31

Diizeltilmis 23,52 10

Toplam
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* A: Maltodekstrin konsantrasyonu(MK), B: Hava giris sicakligi(HGS), Df: serbestlik derecesi

Tablo 4.4’ e gore LF2 bakterisi canlilik degerleri i¢in karesel Model’in F degerinin
34,17 ve Prob>F degerinin ise 0,05ten kii¢iik (0,0007) olmasi, uygulanan modelin
onemli oldugunun bir gostergesi olmaktadir. Ayrica uyumsuzluk derecesi ise
0,9819 (p>0,05) olarak bulunmustur bu da modelin verilere uygunlugunu
yansitmaktadir. MK, MK ile HGS interaksiyonu, MK’nin ikinci dereceden etkisi
p>0,05 oldugundan dolay1 6nemsiz bulunmustur. Ancak HGS ve HGS’nin ikinci
dereceden etkisi 6nemli bulunmustur (p<0,05). Elde edilen bulgulara gore, karesel
modelin LP4 bakterisinin piiskiirterek kurutma prosesinde canliligina olan
etkilerinin 6nemli oldugu ve modelin canliligt 6nceden belirlemek amaciyla

kullanilabilecegi sonucuna varilmistir (p<0,05).

Tablo 4. 5 Karesel modele gore LPE1 bakterisi canlilik varyans analiz sonuglari

Kaynak Kareler Df | Kareler F Degeri | p-degeri
Toplam Ortalamasi Prob >F
Model 16,40 5 3,28 86,62 <0,0001
A-MK 1,18 1 1,18 31,10 0,0026
B-HGS 10,80 1 10,80 285,16 <0,0001
AB 4,624E-003 |1 4,624E-003 | 0,12 0,7410
A? 0,63 1 0,63 16,66 0,0095
B? 2,77 1 2,77 73,14 0,0004
Kalint1 0,19 5 0,038
Uyum Eksikligi 0,059 3 0,020 0,31 0,8240
Saf Hata 0,13 2 0,065
Diizeltilmis Toplam | 16,59 10

* A: Maltodekstrin konsantrasyonu(MK), B: Hava giris sicakligi(HGS), Df: serbestlik derecesi

Tablo 4.5’e gore LPE1 bakterisi canlilik degerleri i¢in karesel model’in F degerinin
86,62 ve Prob>F degerinin ise < 0,0001 olmasi, uygulanan modelin 6nemli
oldugunun bir gostergesi olmaktadir (p<0,05). Ayrica uyumsuzluk derecesi ise
0,8240 p degeri p>0,05 olarak bulunmustur bu sonu¢ da modelin verilere iyi
uydugunun bir gostergesidir. MK, MK’nin ikinci dereceden etkisi, HGS ve
HGS’nin ikinci dereceden etkisi p< 0,05 oldugundan dolay1 6nemli bulunmustur.
Ancak MK ile HGS interaksiyonu, p>0,05 oldugundan dolay1 Onemsiz
bulunmustur. Elde edilen bulgulara gore, karesel modelin LPE1 bakterisinin

puskiirterek kurutma prosesinde canliligina olan etkilerinin énemli oldugu ve
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modelin canliligint 6nceden belirlemek amaciyla kullanilabilecegi sonucuna

varilmistir (p<0,05).
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Tablo 4.6; LF2, LP4 ve LPE1’in canlilig1 igin determinasyon katsayisini (R?),
diizeltilmis determinasyon katsayisini (R>-Adj), varyasyon katsayisin1 (C.V, %) ve
yeterlilik hassasiyetini (AP) gostermektedir. Yiiksek F degerleri, diisiik 6nemli p
degerleri (p < 0,05), 6nemsiz uyum eksikligi degerleri (p>0,05), %10’ un altinda
C.V degerleri, 4’ten biiyiik AP degerleri, yiiksek R? ve yiiksek R?-Adj degeriyle
secilen modelin istatistiksel olarak anlamli ve dogrulugunun yiiksek oldugunu
gostermektedir [7]. Uygulanan modellere gore (Tablo 4.6) determinasyon
katsayilar1 (R?) sirasiyla LF2 igin; 0,95, LP4 i¢in; 0,97, LPE1 i¢in; 0,99 olarak
bulunmustur. Bu sonu¢ LF2 i¢in; toplam varyasyonun %95’ inin bu modelle
aciklanabilecegini sadece %5’ inin tanimlanamayacagini, LP4 i¢in; %97’ sinin bu
modelle aciklanabilecegini sadece %3’ linlin tanimlanamayacagini, LPEI iginse;
%99’ unun bu modelle agiklanabilecegini sadece %1’ inin tanimlanamayacagin

gostermektedir.

LF2, LP4 ve LPEI yiikli enkapsiile bakteri igeren tozlarin; canlilik degerleri,
hesaplanan degiskenlerin ana bilesenleri (X1, X2), bilesen etkilesimi (X1*X>) ve
ikinci dereceden (X12, X»?) etkileri i¢in Design Expert yazilimu ile ikinci dereceden
(karesel) regresyon denklemi kullanilarak tahmin edilmistir. Elde edilen
denklemlerin negatif katsayilari, LF2, LP4 ve LPEIl yiiklii mikrokapsiillerin
canlilif1 iizerindeki degiskenler arasindaki antagonistik etkileri gosterirken, pozitif
katsayilar sinerjistik etkileri gostermektedir [7]. Seg¢ilen model, deneysel verileri
tahmin etmek i¢in en uygun model olarak secilmistir ve elde edilen tiim degerler
icin istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p< 0,05). ANOVA sonuclari, LF2
yuiklii mikrokapsiillerde canliligin; HGS nin dogrusal terimleri ve MK’nin (X;?)
ikinci dereceden terimleri tarafindan 6nemli olgiide etkilendigini gostermistir
mikrokapsiillerde canlilik iizerinde olumsuz bir etkiye sahiptir. Bustamante ve
ark.'nin bulgularina uygun olarak; 6nerilen model denklemi (Tablo 4.6), HGS’ nin
(X2) LP4 yiiklii tozun canliligr tizerinde en biiyiik etkiye sahip oldugunu, ardindan
en 6nemli etki faktorleri MK' nin (X,?) ikinci dereceden etkileri ve HGS’nin (X>?)
ikinci dereceden etkileri olarak gozlemlenmistir [114]. Yalnizca HGS nin ikinci
dereceden teriminin (X»?), LP4 yiikli tozun canliligi lizerinde antagonistik etkilere
sahip oldugu goriilmiistiir. Ayrica polinom denklemi, LPE1 yiiklii toz i¢in dogrusal

katsayilarin (X; ve X2) canlilik {izerinde olumlu etkilere sahip oldugunu ve bu
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terimlerin canlilik oranlarini arttirdigini gostermistir. Ote yandan, HGS’nin ikinci
dereceden etkisi (X2?), LPEI yiiklii tozun canlilif1 iizerinde olumsuz bir etkiye
sahip oldugunu gosteren negatif katsaytya sahiptir.

4.2.3 Piskiirtmeli Kurutucu ile Enkapsiile Edilen Probiyotik Tozlarin Verim

Varyans Analiz Sonuclar

LF2, LP4, LPE1 bakterilerinin piiskiirtmeli kurutucu ile enkapsiilasyonunda verime
iliskin ANOVA (varyans analizi) tablolar1 sirasiyla Tablo 4.7, Tablo 4.8 ve Tablo

4.9°da sunulmustur.

Tablo 4. 7 Karesel modele gore LF2 bakterisi verimine iliskin varyans analiz

sonuglari

Kaynak Kareler | Df | Kareler F Degeri | p-degeri

Toplamm Ortalamasi Prob >F
Model 349,37 5 69,87 21,23 0,0022
A-KK 41,50 1 41,50 12,61 0,0164
B-HGS 41,40 1 41,40 12,58 0,0164
AB 7,29 1 7,29 2,22 0,1968
A? 0,38 1 0,38 0,12 0,7474
B? 235,32 1 235,32 71,51 0,0004
Kalint1 16,45 5 3,29
Uyum Eksikligi 14,39 3 4,80 4,66 0,1818
Saf Hata 2,06 2 1,03
Diizeltilmis Toplam | 365,82 10

A: Kaplayici konsantrasyonu(KK), B: Hava giris sicakligi(HGS), Df: serbestlik derecesi

Tablo 4.7°ye gore LF2 bakterisi verim degerleri i¢in karesel model’in F degerinin
21,23 ve Prob>F degerinin ise 0,002 olmasi, uygulanan modelin 6nemli oldugunun
bir gostergesi olmaktadir (p< 0,05). Ayrica uyumsuzluk derecesi ise 0,1818
diizeyinde 6nemsiz bulunmustur (p>0,05). MK ile HGS interaksiyonu ve MK’ nin
ikinci dereceden etkisi p>0,05 oldugundan dolay1 6nemsiz bulunmustur. Ancak
MK, HGS VE HGS’nin ikinci dereceden etkisi p<0,05 oldugundan dolay1 6nemli
bulunmustur. Elde edilen bulgulara gore, karesel modelin LF2 bakterisinin
puskiirterek kurutma prosesinde verimine olan etkilerinin 6nemli oldugu ve
modelin verimini Onceden belirlemek amaciyla kullanilabilecegi sonucuna

varilmistir (p<0,05).
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Tablo 4. 8 Karesel modele gore LP4 bakterisi verimine iliskin varyans analiz

sonuglari

Kaynak Kareler Df | Kareler F Degeri | p-degeri

Toplam Ortalamasi Prob >F
Model 650,21 5 130,04 12,45 0,0075
A-MK 1,81 1 1,81 0,17 0,6942
B-HGS 440,89 1 440,89 42,20 0,0013
AB 4,55 1 4,55 0,44 0,5384
A? 188,06 1 188,06 18,00 0,0081
B? 54,40 1 54,40 5,21 0,0714
Kalint1 52,23 5 10,45
Uyum Eksikligi 46,51 3 15,50 541 0,1599
Saf Hata 5,73 2 2,86
Diizeltilmis Toplam | 702,44 10

* A: Maltodekstrin konsantrasyonu (MK), B: Hava giris sicakligi (HGS), Df: serbestlik derecesi

Tablo 4.8’ de goriildiigii gibi LP4 bakterisi verim degerleri i¢in karesel model’in F

degerinin 12,45 ve Prob>F degerinin ise 0,0075 olmasi, uygulanan modelin 6nemli

oldugunun bir gostergesi olmaktadir (p<0,05). Ayrica uyumsuzluk derecesi ise

0,1599 degeriyle 6nemsiz bulunmustur (p>0,05). MK, MK ile HGS interaksiyonu,

ve HGS’nin ikinci dereceden etkisi onemsiz bulunmustur (p>0,05). Ancak

HGS’nin etkisi ve MK’nin ikinci dereceden etkisi 6nemli bulunmustur (p<0,05).

Elde edilen bulgulara gore, karesel modelin LP4 bakterisinin piiskiirterek kurutma

prosesinde verimine olan etkilerinin 6nemli oldugu ve modelin verimini dnceden

belirlemek amacrtyla kullanilabilecegi sonucuna varilmistir (p<0,05).
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Tablo 4. 9 Karesel modele gére LPE1 bakterisi verimine iligkin varyans analiz

sonugclari

Kaynak Kareler Df Kareler F Degeri p-degeri

Toplam Ortalamasi Prob >F
Model 381,28 5 76,26 36,08 0,0006
A-MK 88,47 1 88,47 41,86 0,0013
B-HGS 176,04 1 176,04 83,29 0,0003
AB 1,10 1 1,10 0,52 0,5025
A? 105,77 1 105,77 50,04 0,0009
B? 0,084 1 0,084 0,040 0,8503
Kalint1 10,57 5 2,11
Uyum 10,20 3 3,40 18,29 0,0523
Eksikligi
Saf Hata 0,37 2 0,19
Diizeltilmis | 391,85 10
Toplam

*A: Kaplayici konsantrasyonu(KK), B: Hava giris sicakligi(HGS), Df: serbestlik derecesi

Tablo 4.9’ a gore LF2 bakterisi canlilik degerleri i¢in karesel Model’in F degerinin
36,08 ve Prob>F degerinin; 0,0006 olmasi, uygulanan modelin énemli oldugunun
bir gostergesi olmustur (p<0,05). Modelin uyum eksikligi degeri 0,0523 degeriyle
onemsiz bulunmustur (p>0,05). MK, HGS ve MK’nin ikinci dereceden etkisi
onemli bulunmustur (p<0,05). MK ile HGS interaksiyonu, ve HGS’nin ikinci
dereceden etkisi onemsiz bulunmustur (p>0,05). Elde edilen bulgulara gore, karesel
modelin LPE1 bakterisinin piiskiirterek kurutma prosesinde verimine olan
etkilerinin 6nemli oldugu ve modelin verimini onceden belirlemek amaciyla

kullanilabilecegi sonucuna varilmistir (p<0,05).
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Tablo 4.10; LF2, LP4 ve LPE1’in toz verimi i¢in determinasyon katsayisini (R?),
diizeltilmis determinasyon katsayisini (R2-Adj), varyasyon katsayisini (C.V, %) ve
yeterlilik hassasiyetini (AP) gostermektedir. Yiiksek F degerleri, diisitk 6nemli p
degerleri (p <0,05), 6nemsiz uyum eksikligi degerleri (p>0,05), %10’un altinda
C.V degerleri, 4’ten biiyiik AP degerleri, yiiksek R? ve yiiksek R?-Adj degeriyle
secilen modelin istatistiksel anlamlilig1 ve kesinligi onaylanmistir [7]. Uygulanan
modellere gore determinasyon katsayilari (R?) sirasiyla LF2 i¢in; 0,96, LP4 igin;
0,93, LPE1 i¢in; 0,97 olarak bulunmustur. Bu sonu¢ LF2 i¢in; toplam varyasyonun
%96’ sinin bu modelle agiklanabilecegini sadece %4 liniin tanimlanamayacagini,
LP4 icin; %93’lniin bu modelle aciklanabilecegini sadece %7 sinin
tanimlanamayacagini, LPE1 ig¢inse; %97’sinin bu modelle aciklanabilecegini

sadece %3’linlin tanimlanamayacagini gostermektedir.

LF2, LP4 ve LPE1 yiiklii enkapsiile bakteri igeren tozlarin; toz verimi degerleri
hesaplanan degiskenlerin ana bilesenleri (X;, X;), bilesen etkilesimi (X;*X,) ve
ikinci dereceden (X312, X,?) etkileri i¢in Design Expert yazilim ile ikinci dereceden
(kuadratik; karesel) regresyon denklemi kullanilarak tahmin edilmistir. Elde edilen
denklemlerin negatif katsayilari, LF2, LP4 ve LPE1 yiiklii mikrokapsiillerin {iretim
verimi iizerindeki degiskenler arasindaki antagonistik etkileri gosterirken, pozitif
katsayilar sinerjistik etkileri gostermistir [7]. LF2 yiiklii tozun verimine iliskin
varyans sonuglarmin analizi, MK (Xi), HGS (X2) ve MK’nin ikinci dereceden
teriminin (X;%) anlamli oldugunu ortaya ¢ikarmistir (p <0,05). Ayrica, tahmin
edilen model denklemleri (Tablo 4.10) (6nemli model terimleri kaydedilmistir),
HGS' nin LF2 yiikli tozun verimi iizerinde en etkili faktdrler (+ 6,26096)
oldugunun bulundugunu géstermistir. Diger 6nemli parametrelerin (X; ve X2?),
LF2 yiiklii mikrokapsiillerin toz verimi iizerinde olumsuz etkileri gbzlenmistir.
Ayrica LP4 yiiklii toz i¢in model denklemlerine gore (Tablo 4.10), hem HGS (X2)
hem de MK' nin ikinci dereceden terimi (Xi?) toz verimi iizerinde olumsuz etki
gostermistir. Geriye kalan faktorler, LP4 yiiklii tozun verimi iizerinde Onemli
olmayan etkiler sergilemistir. LPE1 yiiklii toz icin ANOVA sonuglarina dayanarak,
MK' nin dogrusal teriminin (X;), HGS' nin dogrusal teriminin (Xz) ve MK’ 'nin
ikinci dereceden teriminin (X;?) anlamli oldugu ortaya ¢ukmustir (p <0,05). MK'

nin dogrusal terimi, LPE1 yiiklii tozun verimi lizerinde sinerjistik etkilere sahipken,
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HGS’ nin dogrusal terimi ve MK’ nin ikinci derece teriminin antogonistik etkilere
sahip oldugu goriilmiistir.

HGS (°C) ve MK' nin (%) bir fonksiyonu olarak LF2, LP4 ve LPEI yiikli
mikrokapsiiller i¢in toz verimi yanitlarinin ii¢ boyutlu yiizey grafikleri ve iki
boyutlu kontur grafikleri, sirasiyla; Sekil 4.1a, b ve ¢’de sunulmaktadir. Sekil
4.1a’da gosterildigi gibi, LF2 yiiklii tozun, toz verimi (%), MK %10'dan %30'a
arttiginda 6nemli dl¢lide artmistir ancak; hava giris sicakliginin ~135 °C'den 150
°C'ye artmastyla ters yonde egilim gostermistir. Maltodekstrin kullanilarak gida
bilesenlerinin camst gegis sicakliginin yiikseltilmesi ile, tozun yapiskanlik
probleminin giderilebildigi ve toz veriminin artirilabildigi rapor edilmistir [108].
Sekil 4.1b’de goriilebilecegi gibi, artan hava giris sicakligt ve ~%?20'ye kadar
maltodekstrin konsantrasyonu, LP4 yiiklii tozun {iretim verimi (%) tizerinde olumlu
bir etkiye sahiptir. Sekil 4.1c’ye gore artan HGS ile LPEI yiikli tozun iiretim
veriminde kademeli bir artig belirlenmistir ancak bu egilim ~%20'ye kadar MK'dan

olumsuz etkilenmis ve bu konsantrasyon seviyesinden sonra artmaya baslamistir.
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LF2, LP4 ve LPE1 yiikli tozlarin canliligt (%) ile farklit HGS (°C) seviyeleri ve
MK (%) arasindaki iliski, Sekil 4.2a, b ve c¢' deki 2D konturlar ve 3D grafiklerle
gosterilmistir. Bu grafikler sayesinde bagimsiz degiskenlere gore canliligin nasil

PR

degistigi acik bir sekilde degerlendirilebilmektedir.

Sekil 4.2a grafiginden, LF2 yiiklii tozun canlilik degerlerinin, HGS 'nin 150°C’den
110°C'ye diismesiyle ve maltodekstrin konsantrasyonunun ~%25'e kadar
artmasiyla arttifin1 agik¢a goriilebilmektedir. Sekil 4.2b, diisik HGS ve MK’da
daha yiiksek canlilik degerlerini gdstermistir; HGS’de ~ 130 °C ve MK’da ~
%20'lik maksimum degere ulagsmaktadir. Sekil 4.2c’de goriilebilecegi gibi, HGS’
nin ~130 °C'ye kadar ve MK' nin ~%25'e kadar artmasi, LPE1 yiiklii tozun canlilik
degerlerinde 6nemli bir artisa neden olabilmektedir. Belirtilen degerlerin asilmasi
durumunda, kapsiilleme etkinliginin azalmasi nedeniyle probiyotik bakterinin canli
kalmas: etkilenebilmektedir. Ayrica piiskiirtmeli kurutma iglemi sirasinda hiicre igi
maddelerin sizintis1 nedeniyle olusan hiicresel gozenekler yiiksek sicakliklardan
etkilenebilmektedir [111]. Probiyotikler 85-90 °C’nin altindaki ¢ikis sicakliklarinda
hayatta kalabilirler, probiyotik siispansiyonlarin atomizasyon kosullar1 ve kurutma
havas1 sicakliklar1 ozmotik, mekanik, 1s1 ve oksidatif streslere yol actigindan, daha
yiiksek sicakliklar canliligin ve aktivitenin azalmasina neden olmaktadir [114],
[115], [116]. Ayrica, probiyotik bakterilerin sitoplazmik membrani, hiicre
duvarlari, DNA ve RNA's1 piiskiirtmeli kurutma isleminden etkilenebilmekte, bu
da daha diisiik metabolik aktiviteye ve hiicre inaktivasyonuna yol acabilmektedir
[117]. Ote yandan, genel olarak kuru madde igeriginin artmasi, kaplama ¢dzeltisinin
viskozitesinin artmasina neden olmaktadir ve daha Onceki c¢aligmalarda da
belirtildigi gibi bu durum damlacik boyutlarinin biiyilik olmasina sebep olmaktadir

[114].
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4.2.4 DMKDT karesel modelin tahmini ve dogrulanmasi

DMKDT’de tahmin edilen karesel modelde maksimum sonuglarin elde
edilebilmesi i¢in bagimsiz degisken degerleri belirlenmistir. Bu isleme kosullarinda
tahmin edilen sonuglar ve elde edilen gercek sonuglar Tablo 4.11°de verilmistir.
LF2 yiiklii toz i¢in maksimum toz verimi (%50,97) ve maksimum canliligin (10,27
log KOB/g) tahmin edilen seviyeleri: 123,21 °C HGS ve %22,76 MK olarak
bulunmugtur. LP4 yiiklii toz i¢in maksimum toz verimi (%45,89) ve maksimum
canlilik (10,27 log KOB/g) tahmin edilen seviyeleri: 130,37 °C' lik HGS ve
%19,49'luk MK olarak bulunmustur. Ayrica LPEI yiikli toz i¢in maksimum toz
verimi (%43,38) ve canlilik (10,33 log KOB/g) i¢in en uygun kosullar 127,94 °C
HGS ve %10,00 MK olarak belirlenmistir.

Tablo 4.11 LF2, LP4 ve LPE1bakterilerini igeren enkapsiile tozlarin tiretim

modelinin dogrulanmasi

Verim (%) Canlilik (log KOB g)

Modelde Elde edil
Bakteriler | Modelde tahmin Elde edilen tahmin © edrien

¢ " gercek

edilen sonuclar | gergek sonuglar edilen
sonuclar
sonuglar

LF2 50,972 49,19+2,922 10,272 10,31+0,052
LP4 45,89* 44,75+1,41° 10,27 10,22+0,10?
LPE1 43,38 42,10+1,49° 10,332 10,430,112

* Ayni satirdaki farkli kii¢iik harfler ayni 6rnek i¢in tahmin edilen ve gergek sonug arasindaki farki
gostermektedir (p<0,05).

Modelde elde edilen gergek sonuclara gore LF2, LP4 ve LPEI yiiklii tozlar i¢in
sirastyla maksimum toz verimi degerleri; %49,19, %4,75 ve %42,10 olarak
bulunurken, maksimum canlilik degerleri ise sirasiyla 10,31 log KOB/g, 10,22 log
KOB/g, 10,43 log KOB/g olarak belirlenmistir. Ger¢ek degerlerle tahmin edilen
degerlerin istatistiksel olarak fark olmadigi ve modelin dogrulandig

gbzlemlenmigtir (Tablo 4.11) (p<0,05).

4.3 Optimum kosullarda iiretilen bakteri yiiklii tozlarin boyut ve
morfolojiler

Optimum kosullarda {iretilen LF2, LP4 ve LPEI yiikli tozlarin morfolojik
yapilarinin goézlemlenebilmesi ve partikiil boyut ¢aplarinin belirlenmesi amaciyla
SEM goriintiileri degerlendirilmistir. Plskiirtiilerek kurutulan numuneler arasinda

en yiiksek parcacik boyutu c¢apina sahip olan tozun ortalama 8,22 + 1,90 pm
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parcgacik boyutu capiyla; LP4 yiiklii toz oldugu ardindan 7,16 £+ 1,95 um pargacik
boyutu ¢apiyla; LF2 yiiklii tozlarin geldigi ve 6,11 + 0,72 um cap1 ile en diisiik
partikiil boyutuna; LPE1 yiiklii tozlarin sahip oldugu gozlemlenmistir. Piiskiirterek
kurutulmus LPE1 yiiklii tozlarin formiilasyonundaki kat1 kiitlenin diger 6rneklerden
diisiik olmasinin daha diisiik boyutta partikiil olusumuna neden oldugu sdylenebilir.
Bu durum, Li Ling vd. (2022) tarafindan elde edilen bulgular1 da desteklemektedir
[118]. Buna ek olarak Ilha vd. (2015), olusan partikiil boyutunun, kurutucuya
beslenen ¢ozeltinin toplam kat1 madde, viskozite gibi 6zelliklerine ve piiskiirtme
memesi tipi, atomizasyon basinci gibi pilskiirterek kurutma kosullarindan
etkilendigini belirtmiglerdir [110]. Bu calismada da partikiil boyutu beslemede
kullanilan maltodekstrin miktar1 ve besleme sicaklik farkiyla degiskenlik
gostermistir.

LF2, LP4 ve LPEI yiikli tozlarin SEM (10.000X biiyiitme) ile mikrograflar
sirastyla Sekil 4.3a, Sekil 4.3b ve Sekil 4.3¢ ‘de gdsterilmistir
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SEM goriintiileri mikrokapsiil olusumunun tipik kiiresel sekilde oldugunu
dogrulamaktadir. Gorlintlilere gdre atomize edilen iriinlerin yiizeyinde
icbiikeyliklerin oldugu acgik¢a goriilmektedir. Bu calismada elde edilen sonuglar
onceki caligmalardaki SEM goriintiileriyle uyumludur [110], [114], [119].
Bustamante vd. (2020) calismalarinda piiskiirterek kurutmada sicaklik arttik¢a daha
hizl1 buharlagma sonucu parcaciklarin biiziilmesi ile mikrokapsiillerin yiizeyinde
icbiikeyliklerin olustugunu bildirilmis bildirilmistir [114]. I¢biikeyliklerin olusumu
iTha vd. (2015) ve Lian (2002) tarafindan "diiz top etkisi" olarak adlandirilmis ve
bu durumun tasiyici tiirlerine bagl olarak degisiklik gosterdigi rapor edilmistir
[51], [110]. Ek olarak, dis yiizeylerde herhangi bir catlak veya kirilma belirtisi
goriilmemistir; bu da kapsiillerin iyi yapisal biitiinliikkte ve iyi kapsiilleme
performansina sahip oldugunu, bunun yani sira oksijen ve su buhari agisindan daha

yiiksek koruyucu davranig gosterdigini agiklamaktadir [120].

4.4 Kaysi ve Kayisi Piiresinin Fizikokimyasal Ozellikleri
Kayis1 ve kayisi piiresinin fizikokimyasal analiz sonuglari, renk 6zellikleri ve seker

icerigi Tablo 4.12’de verilmistir.

Tablo 4.12 Kayisi1 ve kayisi piiresinin kuru madde (%), kiil (%), pH, titrasyon
asitligi (% malik asit), toplam suda ¢6ziinebilir kuru madde (%, briks), renk
ozellikleri ve seker igerigi

Parametreler Kayis1 Kayisi Piiresi

Toplam kuru madde (%) 19,96 +0,01° 20,85 +0,10?
Kiil (%) 1,39 + 0,06 1,40 +0,10°
pH 5,12+ 0,012 4,83 + 0,00
Titrasyon asitligi (%, malik asit) 0,44 + 0,00° 0,45 + 0,00?

Toplam suda ¢ozlinebilir kuru madde

b .
(%, briks) 21,00 +0,00 23,00 +0,00

L* 34,36+ 0,23° 40,02 + 0,67
a* 6,94 + 1,35 5,46 + 0,58"
b* 13,42 + 4,23 25,46 +1,53%
Fruktoz (%) 0,69+0,03° 0,80+0,08*
Glukoz (%) 1,56+0,22° 2,90+0,31°
Siikroz (%) 3,05+0,19° 2,18+0,11°

*L* agiklik (100, beyaz; 0, siyah); a*, kirmizilik (-, yesil; +, kirmizi); b*, sarilik (-, mavi; +, sart).
* Ayn1 satirdaki farkli kiigilik harfler 6rnekler arasindaki farki gostermektedir (p<0,05).
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Sonuglar kayis1 pliresinin taze kayisiya (%19,96) kiyasla daha yiiksek bir toplam
kuru madde seviyesine (%20,85) sahip oldugunu gdstermistir. Bu bulgular Yildiz
(1994) ile Ali vd. (2011) tarafindan elde edilen sonuclarla benzerlik gostermektedir
[121], [122]. Ayrica, kayisinin kiil igerigi kayisi piiresiyle istatistiksel olarak farkli
bulunmamustir (p<0,05). Kayisinin pH degeri 5,12 iken kayist pliresi 4,83 gibi daha
diisiik bir pH degeri sergilemistir. Bu bulgular, Akin vd. (2008) tarafindan yapilan
caligmayla uyumlu olarak bulunmustur [123]. Ayrica kayis1 piiresinin % malik asit
olarak belirlenen titre edilebilir asitligi (%0,45) taze kayisiya (%0,44) gore daha
yiiksektir; bu da Ali vd.” nin (2011) sonuglarini desteklemektedir [122]. Coziiniir
kat1 madde igerigi de daha 6nce Akin vd. (2008) tarafindan bildirildigi gibi piirede
(%23,00) taze kayistya (%21,00) kiyasla daha yiiksek bulunmustur [123]. Taze
kayisinin L* degeri (34,36), piirenin L * degerinden (40,02) diisiiktiir. Bu da piirenin
taze kayisidan daha parlak ve agik bir goriiniime sahip oldugunu gostermektedir.
Ayrica taze kayisinin, piireden daha fazla kirmizilik (a*) ve daha az sarilik (b¥)
degerlerine sahip oldugu gériilmiistiir. Indirgen sekerler agisindan, kayis1 piiresinde
glikoz %2,90 ile baskin sekerken, bunu %2,18 siikroz ve %0,80 ile fruktoz
izlemistir. Taze kayisi i¢in, en yliksek icerige sahip seker %3,05 ile siikroz iken
bunu %1,56 glukoz, %0,69 ile fruktoz izlemistir. Bu sonu¢lar Demirtag vd’ nin
(2020) bulgulariyla uyumlu olarak bulunmustur [124]. Siikroz oranindaki azalig
ayrica fruktoz ve glukoz oranindaki artis plirenin eldesi sirasindaki sicaklik

uygulamasinin sekerlerin par¢alanmasiyla iligkilendirilebilecegini agiklamaktadir.

4.5 Enkapsiile Probiyotik Bakteri ve Serbest Bakteri Ilavesinin
Kayisi Pestilinin Ozelliklerine EtKisi

Enkapsiile probiyotik bakteri ve serbest bakteri ilaveli pestiller, bakteri igermeyen
kontrol o6rnegiyle beraber 120 giin boyunca depolanmis ve fizikokimyasal,

mikrobiyolojik, biyoaktif ve duyusal 6zellikleri bakimindan incelenmistir.

4.5.1 Kays: Pestillerinin Fizikokimyasal Ozellikleri
Pestil 6rneklerinin (Kontrol, LF2-SB, LF2-EB, LP4-SB, LP4-EB, LPE1-SB, LPEI-
EB) fizikokimyasal 6zellikleri Tablo 4.13’te verilmistir. Pestillerin su aktivitesi

(aw), nem (%) ve pH ozellikleri 120 giinliik depolama boyunca incelenmistir.
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4.5.1.1 Pestillerin su aktivitesi (aw) degerleri

Gida maddelerindeki aw'nin belirlenmesi, mikrobiyal ¢ogalma i¢in mevcut su
icerigini anlamak ag¢isindan ¢ok dnemlidir [125]. Genel olarak diisiik aw (<0,60),
daha uzun raf 6mrii anlamima gelmektedir [125]. Pestillerin aw degerlerinin 120
giinliik depolama siiresinde 0,31 ile 0,45 arasinda oldugu (Tablo 4.13) ve 6rnekler
arasinda istatistiksel olarak énemli farkliliklar oldugu belirlenmistir (p<0,05). Bu
bulgular da Silva-Simao vd.'nin (2018) ¢alismasinda trettikleri pestil drneklerinin
aw degerleriyle (0.42-0.46) benzerlik gostermektedir [126]. Depolama siiresi
arttikgca aw’ de bir azalma egilimi gézlemlenmistir. Kontrol 6rneklerinin, diger
orneklerle karsilastirildiginda daha diisiik aw degerlerine sahip oldugu goriilmiistiir
(p<0,05). Probiyotik katkil1 pestil 6rnekleri incelendiginde 0. giinde serbest bakteri
iceren Orneklerin aw’ sinin enkapsiile bakteri ile zenginlestirilen drneklere gore
daha diisik oldugu belirlenmistir. 60. giine kadar aw’ nin enkapsiile LF2
bakterisiyle zenginlestirilmis pestillerde, serbest LF2 ile zenginlestirilmis olanlara
gore daha yiiksek oldugu goriiliirken, 90. ve 120. giinlerde serbest bakteri ile
zenginlestirilmis o6rneklerde daha yiiksek degerde oldugu goriilmiistiir. LP4 igeren
pestillerde; 0. glinde aw degerleri enkapstile formda bakteri icerenlerde daha yiiksek
bulunurken depolamanin sonlarinda LP4-EB ve LP4-SB pestillerinde esit
seviyelere ulasmistir (p>0,05). LPE1 eklenen pestil 6rneklerinde depolama siiresi
boyunca serbest bakteri eklenen Orneklerin aw'sinin enkapsiile bakteri eklenen
orneklere gore daha diisiik oldugu tespit edilmistir (p>0,05).

4.5.1.2 Kayisi Pestillerinin nem degerleri

Su igerigi; uzun siireli depolamada, probiyotiklerin canlilik oranini etkileyen ve
pestillerin agizda ¢oziinmesini kolaylastiran kritik bir faktordiir. Pestillerin nem
degerleri 0. giinde en yiiksek iken depolamanin 120. giiniinde en diisiik seviyeye
ulagmistir. Pestillerin nem igerigi depolama siiresi boyunca %8,05-13,40 arasinda
onemli diizeyde degisiklik gostermistir (Tablo 4.13) (p<0,05). Pestillerin depolama
boyunca gosterdigi nem degerlerinde goriilen degisim sonuglart Yiiksel vd. (2022)
tarafindan elde edilen bulgularla uyumluluk goéstermistir [22]. Suna vd. (2014);
kayis1 pestilinde yaptiklar1 ¢aligmada nem miktarint %14,39+0,410ldugunu
bildirmislerdir[127]. Eksi ve Artik caligmalarinda kayisi pestilinin nem igeriginin
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17,3(%) oldugunu belirtmislerdir [128]. Degerlerin %20"' nin altinda olmasi
nedeniyle Tiirk Standartlar1 Enstitiisii'niin 2023” de yeniledigi TS 12679 numaral
kayis1 pestili kriterlerine uygun oldugu goézlemlenmistir. Ayrica da-Silva-Simao vd.
(2018), mikrobiyal gelismeyi ve diger bozulmaya neden olan reaksiyonlar1 6nlemek
icin pestillerin nem igeriginin %15'in altinda olmas1 gerektigini belirtmistir [126].
Kontrol pestilleri 0. glinde numuneler arasinda en yiiksek nem seviyesine sahipken,
depolama sonunda en diisiik nem seviyesine ulagmistir. 0. giinde kontrol
pestillerinin diger pestillerden daha yiikksek nem icerigine sahip oldugu
goriilmiistiir. Depolama siiresi sonunda kontrol numunesinin nem ytiizdesinin diger
probiyotik ilaveli numunelere gore en diisiik seviyede oldugu belirlenmistir. Bu da
kontrol pestillerinin depolamada diger orneklere gore daha fazla nem kaybettigini
gostermektedir. Genel olarak depolama sonunda en yiiksek nem yiizdesi serbest
LF2 igeren 6rneklerde bulunmustur. Bakterilerin serbest formda eklenmesi nem
seviyesinin en yiiksek seviyede kalmasina neden olmustur. Serbest veya
kapsiillenmis olmasina bakilmaksizin probiyotiklerin varligi, pestil matrisi ile
etkilesimi tesvik ederek hidrofilik maddelerin azalmasina neden olmaktadir [129].
0. ve 60. gilin 6l¢iimleri karsilastirildiginda, EB ile zenginlestirilen pestiller, SB ile
zenginlestirilenlere gore daha yiiksek nem icerigi gostermistir. Bu olay, kaplama
malzemesi olarak kullanilan maltodekstrinin su tutma 6zelligine baglanabilir.
4.5.1.3 Kayisi Pestilerinin pH degerleri

Meyve posasi, suyu, icerigindeki maddeler ve isleme kosullar1 pestillerin pH'in1
etkileyen ¢esitli faktorlerdir [130]. Pestillerin pH degerleri, 120 giinliik depolama
boyunca 4,74 ila 4,97 arasinda degismistir (p<0,05) (Tablo 4.13). Bu sonuglar da-
Silva-Simao ve ark. (2019)'in bulgularina gore farklilik gostermistir [126]. 0.
giinde, kontrol pestilinin, SB veya EB ilaveli diger pestillerle karsilastirildiginda
belirgin sekilde daha diisiik bir pH' a (p<0,05) sahip oldugu goriilmektedir.
Depolama sirasinda pH degerleri degiskenlik gostermistir. Depolama sonunda EB
katkil1 pestillerin pH degerleri genel olarak SB formlarindan daha diisiik olmus ve
depolama sonunda en diisiik pH LPE1-EB pestil 6rneginde goriilmiistiir. Kontrol
orneginin pH' 1 artarken, zenginlestirilmis pestillerin pH'1 bir miktar azalmistir. Bu

durum, pestildeki probiyotiklerin, karbonhidratlar1 organik asit iiretmek igin
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substrat olarak kullanmasiyla iliskilendirilebilir. PH degerlerindeki benzer
degisimler Irwandi vd. (1998) tarafindan da kaydedilmistir; ¢alismada durian
meyve pestilleri i¢in depolama sirasinda pH dalgalanmalarini ve depolama sonunda
hafif bir pH artis1 oldugunu bildirmislerdir [131]

4.5.1.4 Kayisi Pestillerinin seker icerigi

Pestil 6rneklerinin 0. giine ait seker igerikleri; fruktoz, glukoz, siikroz ve maltoz

olarak Tablo 4.14’te verilmistir.

Tablo 4.14 Pestil 6rneklerinin seker igerigi

Ornekler  Fruktoz Glukoz Siikroz Maltoz

Kontrol 8,69+ 0,21 26,18+1,08*  11,4740,12¢  0,41£0,07¢
LF2-SB 7,10£ 0,76  18,5240,35¢  6,2240,04 1,37+0,12°¢
LF2-EB  7,6540,05% 20,83+0,61¢  6,75+0,24° 1,3040,04¢
LP4-SB 8,46+ 0,48"  2320+1,20°  7,77+0,16° 2,53+0,11*
LP4-EB  797+0,17® 25,3740,67%* 11,3540,15%  2,4140,18%
LPE1-SB  7,0840,74®  18,56£1,24¢  6,00£0,424 1,7140,11°
LPEI-EB  7,8940,09® 24,7140,99®* 10,9040,10°  1,4040,13%

*SB; Serbest bakteri, EB; Enkapsiile bakteri, LF2, Limosilactobacillus fermentum SH10; LP4,
Lactiplantibacillus plantarum SH11; LPE1, Lactiplantibacillus pentosus X164

* Ayni siitunda kiiciik harflerle gosterilen listel ifadeler belirtilen seker tiirliniin miktarinin érnekler
arasindaki istatistiksel farkini belirtir (p<0,05).

Batu vd. (2007) dut, erik, kayis1 ve iiziim pestilinde yapilan kimyasal analiz
sonuclarina gore; pestilde oram1 %80,5-88,7 araliginda olan toplam kuru madde
degerinin 6nemli bir kismini sekerin olusturdugunu belirtmistir[132]. Bashir vd.
yaptig1 seker ilavesiz pestillerle ilgili bir ¢aligmada yetistirilmis kayisilardan elde
edilen kayist pestillerinde toplam seker oranini 33,55 mg/100mg oldugu
belirtilmistir. Bu c¢alismada da literatiirle uyumlu olarak kayisi pestillerinin
tiimiinde toplam seker oran1 30- 47 mg/100mg araliginda bulunmustur (Tablo 4.14).
Fruktoz igerigi 8,69+ 0,21 ve 8,46t 0,48 ile sirasiyla kontrol ve LP4-SB de en
yiiksek bulunmustur. Glukoz igerigi en yiiksek 26,18+1,08 degeri ile kontrol
orneginde bulunurken; maltoz igerigi 0,41+ 0,07 degeri ile en diisiik kontrol
orneginde bulunmustur. SB iceren pestillerde ayn1 6rnegin EB igeren pestiline gore

glukoz daha diisiik bulunmustur (Tablo 4.14) (p<0,05).
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4.5.1.5 Kayisi Pestillerinin renk (L, a*, b") 6zellikleri
Probiyotik ilavesi, gida matrisi, probiyotik canliligi ve agilama ydntemi gibi
faktorler gida iirlinliniin renk Ozelliklerini etkilemektedir [133]. Pestillerin renk

parametreleri Tablo 4.15 'de gosterilmistir.
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L* degerleri (acikligini gosteren), formiilasyona ve depolama siiresine bagl olarak
istatistiksel olarak anlamli farkliliklarla 49,93 ile 67,42 arasinda degismistir (Tablo
4.14) (p<0,05). Kontrol ve LPEI-EB pestillerinde depolama siiresince siirekli
olarak L* degerlerinde azalma gozlemlenmistir (Tablo 4.15) (p<0,05). LF2-EB ve
LP4-EB npestillerinde depolamada dalgalanmalar ve benzer bir egilim
gozlemlenmistir. LF2-SB pestilleri i¢in L* degerleri 30. giine kadar 6nemli dl¢giide
artmig, daha sonra belirgin bir sekilde azalmigtir (Tablo 4.15) (p<0,05). LP4-SB
pestillerinin L* degerleri de degiskenlik gostermis ancak baslangi¢c degerlerinden
onemli Ol¢iide diismiistiir (Tablo 4.15) (p<0,05). LPE1-SB ile zenginlestirilmis
pestillerde 60. giine kadar L*da anlaml artig, 120. gline kadar ise anlaml diisiis
gozlenmistir (Tablo 4.15) (p<0,05). Kontrol pestilleri, diger pestillere kiyasla 0.
giinde 6nemli 6l¢iide daha yiiksek L* ve b* degerleri ve daha diisiikk a* degerleri
gostermistir (Tablo 4.15) (p<0,05). SB/EB'nin pestillere dahil edilmesi, L*
degerlerinde 6nemli bir diisiise yol agmistir (p<0,05), bu da SB/EB ilavesinden
dolay1r beyazligin azaldigin1 gostermektedir. Renk farkliliklar1 ayni zamanda
fenolik bilesiklere de iliskilendirilebilir. SB'li pestiller, 120 giinliik depolama
sirasinda EB'li pestillere gore daha koyu ve daha sarimsi1 olma egilimi gostermistir.
Enkapsiilasyonun depolama sirasinda pestil renginin korunmasma etki ettigi
goriilmiistiir. Depolama sonunda LPE1-SB pestilleri LPEI-EB pestillerine gore
daha az kirmizilik (a*) gostermistir (Tablo 4.15) (p<0,05). Ayrica LP4-SB
pestillerinin kirmizili§1 gosteren a*degerleri 60. giine kadar LP4-EB pestillerine
gore daha yiiksek bulunmustur (Tablo 4.15) (p<0,05). LF2-SB pestilleri 60. giine
kadar LF2-EB-pestillerinden daha az kirmizilik gostermis, 60. Gilinden sonra
orneklerin  kirmizilik degerlerinde birbirlerine kiyasla anlamli bir fark
gozlemlenmemistir (Tablo 4.15) (p<0,05). Depolama basinda en yiiksek sarilik
degeri (b*) kontrol dérneginde bulunmusken, depolama sonunda kontrol érneginde
belirgin bir srilik degeri diislisii yasanmis ve en yiiksek sarilik degeri; depolama
boyunca az bir sarilik degeri degisikligi gosteren LP4-SB pestillerinde
gozlemlenmistir. Ornekler arasindaki renk farkliliklarmin nedeninin depolama
sirasinda nem igerigindeki degisiklikler ve pestil ylizeylerindeki 15181in yansimasi
olabilecegi diisliniilmektedir [134]. Hesaplanan toplam renk farkliligi (AE*)
degerleri 0,00 ile 26,78 arasinda degismektedir (Tablo 4.15). Kontrol ve LPE1-EB
pestillerinde depolama sirasinda AE* degerlerinde onemli bir artis egilimi

gozlemlenmistir (p<0,05). Tiim pestiller 120. giinde 0. giine kiyasla AE* degerinde
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onemli bir artis gostermistir (Tablo 4.15) (p<0,05). Kontrol ve LPE1-EB pestilleri
arasindaki renk farkliliklari, 4E* degerlerinin 3'i asmasi (AE*> 3) nedeniyle
gozlemciler tarafindan fark edilebilir niteliktedir [22], [135]. Li vd. (2020)
tarafindan yapilan calismada LAB’lerin matrise eklenmesinden dolayr renk

farkliliklarinin ortaya ¢ikabilecegi ifade edilmistir [136].

4.5.2 Kaysi Pestillerinin Biyoaktif Ozellikleri

Pestil 6rneklerinin (Kontrol, LF2-SB, LF2-EB, LP4-SB, LP4-EB, LPE1-SB, LPEI-
EB) depolama boyunca toplam fenolik madde miktar1 (TPC) (mg GAE/100g) ve
DPPH (%) degerleri Tablo 4.16’da verilmistir. Pestillerin TPC’leri 52,13-291,73
mg GAE/100g arasinda degismistir ve depolama sirasinda 6nemli degisiklikler
gozlemlenmigtir (Tablo 4.16) (p<0,05). Tiim pestil 6rneklerinde TPC degeri 0.
giinde en yiiksek seviyedeyken, depolama boyunca hepsinde diisiis gostermistir. Bu
durumun sebebinin; fenolik bilesiklserin depolama siiresince bozulmasi ve yapisal
degisikliklere ugramasi oldugu diisiiniilmektedir [137]. Yapilan ¢aligmalarda, ham
madde ¢esitliligi nedeniyle pestiller i¢in farkli TPC bulgular1 ortaya koyulmustur
[130]. Depolama sonunda kontrol pestillerinde digerlerine oranla daha diisiik TPC
degerleri gdzlemlenmistir. Bu durum, SB/EB ilavesiyle fenolik bilesik
oksidasyonunun azalmasina ve ardindan pestil matrisindeki oksijen gecirgenliginin
diismesine  baglanabilir [126]. Pestillerin farkli depolama siireleri ve
formiilasyonlar1 i¢in DPPH radikal temizleme aktivitesi sonuglar1 Tablo 4.16’da
sunulmustur. Hem pestil formiilasyonlarinin hem de depolama siirelerinin DPPH
radikal temizleme aktiviteleri lizerinde onemli etkiye sahip oldugu goriilmiistiir
(p<0,05). Tontul ve Topuz’ un (2017) calismalariyla uyumlu olarak, pestillerde
TPC ve DPPH radikal siiplirme aktivitesi test sonuglart arasinda pozitif
korelasyonlar gdzlemlenmistir [ 130]. SB/EB'nin pestillere dahil edilmesinin, DPPH
radikal temizleme aktivitelerini 6nemli 6l¢iide arttirdigi goriilmiistiir. Bu, SB/EB
takviyesinin kayisi pestillerinde birincil bilesik bozulmasi ve serbest amino asitler,
organik asitler, peptidler gibi ikincil bilesenlerin olusumu nedeniyle molekiiler
degisikliklere neden oldugunu ve bunun da DPPH inhibisyon aktivitesinin
artmasina yol actigin1 gostermektedir [138]. Benzer sekilde da Silva-Simao vd.
(2019) calismalarinda, depolama siiresi arttik¢a pestillerin TPC ve antioksidan
aktivitesinde azalma oldugunu belirtmistir [126]. Tiim bu biyoaktif 6zellikler, pestil
orneklerinin raf Omrilinlin uzatilmasi i¢in Onemli bir potansiyel olarak

goriilmektedir.
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4.5.3 Kays: Pestillerinin Mikrobiyolojik Ozellikleri
4.5.3.1 Toplam laktik asit bakterisi (LAB) sayis1

Probiyotik gida iiretiminde; gida matrisi, gida isleme, liretim yontemleri ve saklama
kosullart probiyotik bakteri canliligini etkileyen dnemli faktorlerdir [134]. Pestil
kurutulmadan 6nce ve sonra toplam LAB sayim sonucglari (log KOB/g) ile
depolama sirasinda LAB sayisindaki azalma yiizdesi Tablo 4.17' de verilmistir.
Pestil kurutulmadan once toplam LAB sayimlarina gore; LPEI-EB en yiiksek
saytya sahipken (10,91 log KOB/g), bunu sirayla LPE1-SB (10,80 log KOB/g),
LF2-SB (10,72 log KOB/g), LF2-EB (10,60 log KOB/g), LP4-SB (10,44 log
KOB/g) ve LP4-EB (10,30 log KOB/g) izlemistir (Tablo 4.17). Kurutulmus
pestillerde yapilan sayim sonuclarma gore; LPEI-EB en yiiksek toplam LAB
sayisini (10,67 log KOB/g) korumus, bunu sirasiyla LPE1-SB (10,47 log KOB/g),
LF2-EB (10,38 log KOB/g), LF2-SB (10,29 log KOB/g), LP4-EB (9,19 log KOB/g
ve LP4-SB (9,04 log KOB/g) takip etmistir (Tablo 4.17). EB/SB'li pestiller i¢in
kurutma sonrasi probiyotik bakteri sayisinda 1 log KOB/g’ dan daha az bir azalma
goriilmiistiir. Benzer bulgular Niro vd. tarafindan da rapor edilmistir (2022);
kuruduktan sonra Bacillus coagulans igeren muz pestillerinin LAB sayisinda 1 log
KOB/g azalma gozlemlemistir [21]. Ayni1 ¢alismada, Lactobacillus acidophilus ile
zenginlestirilmis muz pestillerinde 50°C'de firinda kurutulduktan sonra bakteri
sayisinda kayip gozlenmis ve bakteri sayisindaki bu azalis ilave edilen bakteri
tiiriine gore degisiklik gostermistir [21] . Pestil kurumasina bagli olarak toplam
LAB sayilarindaki azalma ytizdesinin %2,20 - %13,41 arasinda oldugu gortilmiistiir
(Tablo 4.17). Bu azalmanin enkapsiile bakteri iceren pestil 6rneklerinde, serbest
bakteri iceren pestil orneklerine gore daha diigiik oldugu gozlemlenmistir. Bu
durum enkapsiilasyonun kuruma sirasinda bakterilerin canliligini korumasina
yardimci oldugunu gostermektedir. Leylak vd. (2021) ve Arslan-Tontul & Erbas
(2015) tarafindan yapilan caligmalarda da enkapsiilasyonun probiyotik bakteri
canliligr iizerinde koruyucu etkisi oldugu ifade edilmistir [47], [89]. Nisasta
hidrolizinden elde edilen bir polisakkarit olan maltodekstrin, probiyotik bakterilerin
1s1 toleransini artirabilmektedir. Pestil herlelerinin  kurutulmast sirasinda
enkapsiillenmis bakterilerle zenginlestirilmis 6rnekleri probiyotik bakteri azalma
ylizdelerine gore siraladigimizda; %10,78 oranityla en yiiksek azalma LP4-EB’de

gozlemlenirken; sirastyla %2,20 ve %2,08 oranlariyla LPE1-EB ve LF2-EB
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orneklerinde oldugu goriilmiistiir (Tablo 4.17). Bu, LP4'iin pestil icerisinde termal
ve dehidrasyona bagl strese karsi diger tlirlere gore daha diisiik dirence sahip
olabilecegini diigiindlirmektedir. Depolama siiresi boyunca LAB sayilarindaki
azalmalar incelendiginde, her bir bakteri i¢in enkapsiile edilmis formlarin daha iyi
koruma sagladigi tespit edilmistir. En iyi canlilik korunumunu, %33,5'lik LAB
sayis1 azalma oraniyla LP4-EB pestili gosterirken, en yiliksek azalma orani ise
%43,05 ile LF2-SB'de gozlemlenmistir. Ayrica LF2-SB ve LF2-EB orneklerinde,
depolama sirasinda LAB sayisinda yaklasik 4 log KOB/g azalma goriilmiistiir. 120
giin sonra ise LP4-SB ve LP4-EB pestillerinde sirasiyla 3,67 ve 3,09 log KOB/g
azalma goriilmiistiir (Tablo 4.17). LAB sayisindaki azalma LPE1-EB de 3, 91 log
KOB/ g ile LPE1-SB’deki azalmadan (3,91 log KOB/g) daha diisiik bulunmustur
(Tablo 4.17). Tiirk standartlarinin 26221 sayili resmi gazete’ de yayinlanan
tebligine gore probiyotik gida taniminda; son {liriinde canli probiyotik bakteri
sayisinin minimum 6 log KOB/g olmasi ve canli kalmasi gerektigi bildirilmistir. Bu
caslismada; Probiyotik ile zenginlestirilmis pestillerin tiimiinde, 90 giinliik
depolama siiresi boyunca 6 log KOB/g seviyesini korudugu goriilmiistiir. Ancak
depolama siiresinin 120 giine uzatilmasi, LF2-SB ve LP4-SB pestilleri i¢in
mevzuatin belirledigi sinirlarin agilmasina neden olmustur. Ayni bakterinin
enkapsiile formda katildigi, LF2-EB ve LP4-EB pestillerinde gerekli seviyeyi
korudugu gozlemlenmistir. Bu da enkapsiilasyonun olumlu etkisini gdstermektedir.
LF2-EB, LP4-EB, LPE1-SB ve LPE1-EB numuneleri 120 giinliik depolama stiresi
boyunca yasal olarak belirlenen sinirlar dahilinde kalmistir. Tiim suslarda farklilik
gosterse de genel olarak LAB canliligi depolama sonunda kapsiillenen bakteri
iceren formlarda daha yiiksek bulunmustur. Bu ¢alismada oldugu gibi, Sompach
vd. (2022), raf 6mriiniin susa bagli oldugunu belirtmistir [139]. 120. glinde yapilan
denemelerde pestil drneklerinde enkapsiile bakteri sayisinin serbest olanlara gore
anlamli derecede yliksek olmasi, enkapsiilasyonun bakteri canlilifi iizerine
istatistiksel olarak anlamli pozitif bir etkisi oldugunu ortaya koymustur (p<0,05).
Bu bulgular, enkapsiilasyonun bakterileri dis etkenlere karsi korumak ve potansiyel

olarak canliliklarint artirmak i¢in etkili bir mekanizma oldugunu gostermektedir.
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4.5.3.2 Toplam mezofilik aerobik bakteri (TMAB) sayis1

Depolama sirasindaki toplam mezofilik aerobik bakteri (TMAB) sayimlar1 Tablo
4.18'de sunulmustur. Sonuglar, LF2-EB, LP4-SB ve LPEI-EB numuneleri i¢in
TMAB sayilarinin 2 log KOB/g' nin altinda kaldigin1 ve depolama boyunca bu
sayilarda Onemli bir degisiklik olmadigint gostermistir (p>0,05). Kontrol
numunelerinin TMAB sayisi ise 90. giine kadar <2'den 4,74 log KOB/g' ye siirekli
bir artig gdstermis (p<0,05) ve ardindan 120 giinde 4,37 log KOB/g' ye diismiistiir
(Tablo 4.18). LF2-SB, 90. giinde 5,22'den 4,02 log KOB/g' ye bir diisiis
gostermistir, bunu depolamanin sonunda hafif bir artis (4,12 log KOB/g) izlemistir
(Tablo 4.18). LP4-EB o6rneginde TMAB sayist; 30. giine kadar yaklasik 5 log
KOB/g seviyesinde kalmis, sonraki depolama siirecinde yaklasik 3 log KOB/g
seviyesine kadar diismiistiir (Tablo 4.18). LPE1-SB pestillerinde TMAB sayis1 90.
giine kadar artig sergilemis, 120 giin sonunda ise hafif bir diisiis gdozlemlenmistir
(3,00 log KOB/g). Daha 6nce Safaei vd. (2019) gesitli meyve pestillerinde TMAB
sayilarini; erikde 10'-3x10°KOB/g, kividel10'-3x10’KOB/g, kirazda 10!-
3x10°’KOB/g, narda <10'-4x10' KOB/g, elmada 10'-1,2x10! KOB/g, kayisida
1,4x10'-4x10! KOB/g ve erik/elmada <10-10'KOB/g araliklarinda bildirmistir ve
bu bulgular ¢alismamizla tutarli bulunmustur [140]. Irwandi vd.” nin (1998) de
caligmalarinda ¢esitli ambalaj malzemelerindeki durian pestilinin 12 haftalik
depolama sirasinda bildirdigi TMAB saymmlart 16,57-50,53 KOB/g arasinda
bulunmustur [131].

4.5.3.3 Toplam maya/ kiif (TYM) sayis1

Pestil Orneklerinin toplam maya ve kif (TYM) sayimlart Tablo 4.18’de
sunulmustur. Sonuglara gore, kontrol 6rneklerine yonelik TYM sayimlart depolama
stiresi boyunca <2 ile 4,88 log KOB/g arasinda degismistir. Bu sayimlar 90 giine
kadar artmistir ve daha sonra 4,85 log kob/g'a diismiistiir (p<0,05). LF2-SB
orneklerinde TYM sayilar1 30 giin boyunca sabit kalmistir (p>0,05), ardindan 120.
giinde 2,70’ten 3,00 log KOB/g' ye yiikselmistir (Tablo 4.18). Benzer sekilde, LF2-
EB numuneleri i¢gin TYM sayilar1 60. giine kadar 3,70’ten 4,12 log KOB/g' a
yiikselmis ve depolama sonunda 3,65 log KOB/g' a diismiistiir. LP4-SB i¢in TYM
sayilar1 depolamada ilk 30 giin boyunca diisiik kalmistir (<2 log KOB/g), sonra 90.
giine kadar artmis ve daha sonra 30. giindekiyle ayn1 degerlere geri donmiistiir (3,65

log KOB/g) (Tablo 4.18). LP4-EB i¢in TYM sayilar1 depolamanin 7. giiniine kadar
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3,64'ten 3,70 log KOB/g' a yiikselmis, 30 giinliik depolama dénemi boyunca da 3,52
log KOB/g' a diigmiistiir, ardindan 90. giinde, 3,92 log KOB/g' a yilikselmistir (Tablo
4.18). Depolama sonunda ise neredeyse baslangic degerlerine geri donmiistiir (3,65
log KOB/g). LPE1-SB ve LPE1-EB'ye yonelik TYM sayilari, depolama boyunca
siirekli olarak 2 log KOB/g’ dan diisiik kalmistir. Tiirk Gida Kodeksine gore
Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi’ ne gore TYM i¢in izin verilen maksimum
mikrobiyal limit 4-5 log KOB/g olarak belirtilmistir [141]. Bulgularimizin
mevzuatta Ongoriilen toplam maya-kiif limitlerinin altinda olmasi, depolama
sirasinda pestillerimiz i¢in kimyasal koruyucularin gereksiz oldugunu gostermistir.
Depolama sonunda, zenginlestirilmis pestillerde maya kiif sayis1 kontrol drnegine
gore daha diisikk kalmistir. Bu durum, ilave edilen LAB’ nin varlhigi ile
iliskilendirilebilir ve zenginlestirilmis pestillerin daha uzun bir raf dmriine sahip
olabilecegini gostermektedir. Ayrica LPEI ilaveli pestiller hari¢ diger pestillerin
enkapsiile bakteri iceren pestil drneklerinde toplam maya kiif sayist depolama
basinda da sonunda da serbest bakteri igerenlerine gore daha fazla ¢ikmistir bunun
da kaplayic1 materyal olan maltodekstrinden kaynakli olabilecegi diistiniilmektedir.
Kontrol, LP4-SB ve LP4-EB pestillerinde 90. giinde, LF2-EB pestilinde 60. glinde
ve LF2-SB pestilinde 120. giinde en yiiksek TYM sayilarina ulasmistir. Irwandi ve
ark. (1998), 8. haftada durian meyve pestilinde kiif ve maya gelisiminin en yiiksek
seviyeye ulastigini ardindan besin tiikenmesi veya mikrobiyal metabolitlerin neden
oldugu olumsuz kosullar nedeniyle bir diisiis olabilecegini ifade etmistir [131].
Jeebit-Singh vd.” nin yaptig1 bir ¢alismada (2020), TYM sayisinin 1x10'-3x10!
araliginda oldugunu, bazen sifira diistiigiinli ve 4 aya kadar depolama siiresince
paketleme malzemelerinden etkilendigini belirtmiglerdir [142].

Safaei vd. (2019) tarafindan ¢esitli meyve pestilleri icin TYM sayilari; erikde 10 ile
2,9x10? KOB/g araliginda (10'-2,9x10? KOB/g), kivide 3x10' — 3,1x10> KOB/g,
kirazda <10'- 4x10?> KOB/g, narda <10'-2x10' KOB/g, elmada 1x102-1,3x102,
kayisida <10' KOB/g ve erik/elmada 10'-1,4x10' KOB/g olarak bulunmustur
[140]. Ayrica Jeebit Singh ve ark. (2020) ve Irwandi vd. (1998), aw diizeyi 0,6'nin
altinda oldugunda mikroorganizmalarin ¢ogu icin hayatta kalmanin zor oldugunu
bildirmistir [131], [142]. Ayrica; koruyucular, redoks potansiyeli, sicaklik, pH ve
aw gibi cesitli koruyucu faktdrler mikrobiyal bilylimeyi geciktirmek veya 6nlemek
icin sinerjistik olarak etki edebilmektedir. Uretilen pestillerin genel olarak

mikrobiyolojik kriterlere uygun oldugu ve giivenle tiiketilebilecegi bulunmustur.
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4.5.4 Kayisi Pestillerinin in vitro Sindirimi Sirasinda Probiyotik Canlihig:
Yapilan ¢aligmalara gore, probiyotik ilaveli gida {riinlerinin beklenen faydalari
saglayabilmesi i¢in ince bagirsagin ileum kismina minimum 6 log KOB/g
konsantrasyonunda ulasmas1 gerektigi bildirilmistir [143], [144]. Gastrointestinal
(GI) sistemden gecis sirasinda canli suslarin konsantrasyonunda 2 log KOB/g
civarinda bir azalma olmasi beklmektedir, bu nedenle ilave edilen probiyotik
konsantrasyonunun en az 8 log KOB/ g olmasi tavsiye edilmektedir [145].
Enkapsiilasyon ile probiyotiklerin kaplama malzemesi igerisine hapsedilmesi,
probiyotikler icin iyi bir koruma saglayarak, probiyotikleri GI kosullarina karsi
korumaktadir [146]. Bakterilerin asit ve safra toleransi, canlilik oranlarini
arttirmaktadir. Yapilan bir ¢aligmada soya fasulyesi proteini bazli partikiillere;
iniilin veya maltodekstrin eklenmesinin L. casei ve L. plantarum'n korudugu
gosterilmistir [147]. Benzer sekilde, iran sakizinin iniilin ile karigimlari L.
rhamnosus' un korunumunu saglayarak GI kosullarda canliligin1 %85’ in iizerinde
tutmustur [148]. Bu calismada, pestil orneklerinin in vitro sindirim sonucu

tasidiklar1 LAB sayisindaki degisimler Tablo 4.19°da gdsterilmistir.

Tablo 4.19 Pestil 6rneklerinin in vitro sindirimi sonucu LAB sayilarinda meydana

gelen degisim

Toplam Laktik Asit Bakteri Sayis1 (Log KOB/g)

. ) ) } %
Ornekler Baslangi¢ Mide Enterik 1 Enterik 2 Canhhk

Kontrol <2 <QeA <QeA <pdA -

LP4-SB  819+0,62  6,5040,10  6,00£0,00%  598+0,02%F 73,02
LP4-EB  8,00+0,00  7,730,07%4B  7,18+0,52BC 6,50+0,115C 81,54
LF2-SB  8,60+0,014™ 6,69+0,16"  6,16+0,09498C 577+0,05C 67,14
LF2-EB  873+0,78%A 7,630,028  746+0,01  6,16+0,12°C 70,59

LPE1- 9,18+0,14*4  7,00+0,00®°8  6,80+0,08°®  5,69+0,06< 62,00
SB
LPEI1- 8,26+0,21%°4  7.134+1,10AB  6,7440,03>B  6,64+0,09°8 80,35
EB

*SB, serbest bakteri; EB, enkapsiile bakteri; LF2, Limosilactobacillus fermentum SH10; LP4,
Lactiplantibacillus plantarum SH11; LPE1, Lactiplantibacillus pentosus XL64.

*Ayni slitunda kiiglik harflerle gosterilen tstel ifadeler ayni ortamdaki Ornekler arasindaki
istatistiksel farki belirtir p<0,05.

*Ayni satirdaki biiylik harflerle gosterilen listel ifadeler ayni 6rnegin gastirik gecisteki ortamlar
arasindaki istatistiksel fark: belirtir p<0,05.
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Benzer ¢alismalarla uyumlu olarak GI geciste 6rneklerin toplam LAB sayilarinda
azalma olmustur. Tablo 4.19°da goriildiigli gibi tiim pestil oOrneklerinde
kapsiillenmis bakteri ilaveli olanlar ayn1 bakterinin serbest formuna gore daha iyi
canlilik oran1 gostermistir. Pestillerin in vitro sindirim simiilasyonu sonunda LP4-
EB pestilinde laktik asit bakteri canlilig1 %81,54 ile en yiiksek degerdeyken, LPE1-
SB pestilinde %62,00 ile en diisiik degerde oldugu goriilmiistiir (Tablo 4.19).
Serbest bakteri ilaveli pestiller incelendiginde yine en yiiksek canliligin LP4
bakterisi iceren pestillerde oldugu goriilmiistiir. Bu da hem kapsiillenmis hem
serbest formdaki LP4 bakterisinin GI sindirim kosullarina en dayanikli izolat
oldugunu gostermektedir. Niro vd. ¢alismalarinda B. coagulans ve L. acidophilus
iceren bakteriyel seliilloz veya nisasta ilaveli probiyotik muz pestili iiretmislerdir ve
GI gecis Ozelliklerini incelemislerdir; baslangictaki bakteri konsantrasyonu 8,1 log
KOB/g bulunurken, GI gecisi tamamlayan orneklerde B. coagulans ilaveli
orneklerin hepsinin 6 log Kob/ g’ 1n ilizerinde canlilik gdsterdigini bildirmislerdir
[21]. Ayrica bakteriyel seliiloziin koruyucu matris olarak bakterileri korudugunu
bildirmislerdir[21]. Calismamizda da benzer bir sekilde; GI gecis sonunda
koruyucu matristen dolayr ayni sus bakterilerin enkapsiile olanlarinin serbest
bakterilerden daha yiiksek konsantrasyonda canlilik gosterdigi goriilmiistiir
(p<0,05) (Tablo 4.19).

Daha once yapilan c¢aligmalarda bu c¢aligmayla paralel olarak maltodekstrin
kaplamanin 06zellikle mide ortaminda bakterileri korudugu tespit edilmistir.
Tiiketimde probiyotik {irlinlerin bagirsakta en az 6 log KOB/g olmas1 beklendigi
icin enkapsiile formlarin probiyotik pestil i¢in daha uygun oldugunu ve ii¢ susun
kapsiillenmis formlarinin da en son asamada beklenen miktar1 yakaladigi
gorilmiistiir.

4.5.5 Pestillerin Tekstiirel Ozellikleri

Tekstiirel 6zellikler, pestil i¢in 6nemli bir kriterdir ve hem tiiketici kabuliinii hem
de iriiniin islenebilirligini etkilemektedir. Enkapsiile edilmis veya edilmemis
probiyotik bakteri igeren pestillerin tekstiirel 6zellikleri Tablo 4.20°de verilmistir.
Tabloda goriildiigi gibi, tekstiirel 6zelliklerin; bakteri tlirlinden, enkapsiilasyondan
ve depolama siiresinden dnemli dlgiide etkilendigi goriilmiistiir (p<0,05).

Sertlik; bir iiriiniin dis kuvvetlere dayanma yetenegini gosteren, dokunun 6nemli
bir 6zelligidir ve gida maddelerindeki sertlik veya yumusaklik diizeylerini ifade

etmektedir [22]. Pestil, Tiirkiye'de yaygin olarak sade veya kuru yemislere sarilarak
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tiiketilen bir gidadir, dolayisiyla arzu edilen dokusu, katlanmaya ve biikiilmeye izin
verecek derecede elastik ozellikte olmalidir [17], [130]. Calismamizda tiretilen
pestillerin sertlik degerleri 0,60-4,44 N arasinda olup, tiim pestillerde depolama
siiresi boyunca bu degerlerde artis egilimi gézlemlenmistir (Tablo 4.20). Depolama
baslangicinda enkapsiile bakteri iceren pestillerin daha yiiksek sertlik degerine
sahip oldugu gorilmiistiir. Bunun enkapsiilasyonda kullanilan maltodekstrin
kaplama materyalinden kaynakli olabilecegi diisliniilmiistiir. Bulgularimiz Irwandi
vd.” nin (1998) ¢aligmasinda elde ettigi sonuclar1 desteklemektedir; bu caligmada,
depolama siiresinin durian meyve pestilinin sertlik degerleri lizerinde 6énemli bir
etkiye sahip oldugu ve bu artisin numunenin nem igerigindeki ve ambalaj
malzemesinin su buhar1 gecirgenligindeki degisikliklerden kaynaklanabilecegi
bildirilmistirdir [131]. Genel olarak SB/EB'nin dahil edilmesi pestillerde sertligin
azalmasma neden olmustur. Bunun sebebi olarak, probiyotik bakteri ilavesinin
pestil yiizeyinde daha yumusak bir yapiya yol acabilecegi ifade edilmistir [136]. Bu
calismada kontrol 6rneginin depolama sonunda en yiiksek sertlik degerine sahip
olmasi, bu yargiy1 desteklemektedir.

Elastikiyet; dis kuvvet uygulamasi sonrasi iirliniin eski haline gelmesini yansitan
onemli bir dokusal parametredir [149]. Pestil 6rneklerinin elastikiyet degerleri
%0,86-5,54 arasinda degismekte olup drnekler arasinda istatistiksel olarak anlaml
farklar bulunmustur (Tablo 4.20) (p<0,05). Kontrol, depolama sirasinda SB/EB ile
zenginlestirilmis olan 6rneklerin aksine, en yiiksek elastikiyeti sergilemistir; bu da
SB/EB ilavesinin pestilin elastikiyet O6zelligini diislirdiigiinii gdstermektedir.
Ozellikle, analiz edilen numuneler arasinda, LPE4-EB pestilleri en yiiksek esneklik
degerini (%2,48+0,02) gosterirken, LF2-EB igeren pestiller depolama sonunda en
diisiik esneklik degerlerini (%0,86+0,05) sergilemistir (Tablo 4.20).

Kohezyon (i¢ yapiskanlik), pestillerin ilk sikistirmanin neden oldugu
deformasyondan sonra ikinci sikigtirmaya kars1 dayanikliligini ifade etmektedir ve
bu parametre, Uriinlerin agizda kolay c¢ignenip ¢ignenmedigi hakkinda bilgi
vermektedir [17]. Pestillerin yapiskanligi, formiilasyona ve saklama siiresine bagl
olarak 0,83-1,06 arasinda degismistir. Pestil gibi meyve iiriinlerinde daha diisiik
yapigkanlik ve ¢cigneme degerleri tercih edilmektedir [149]. Daha diisiik yapiskanlik
degerleri, pestillerin daha yiiksek yapiskanlifa sahip olanlara gére daha kolay

cignendigi ve Ol¢limler sirasinda proba daha az yapistigi anlamima gelmektedir.
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LPE1-SB ile zenginlestirilen pestillerde depolama siiresi boyunca istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik goriilmemistir (p>0,05). Ayrica LF2-SB, LF2-EB, LP4-
SB ve LPEI-EB ile zenginlestirilen pestillerde 30. giin ile 120. giin arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir (Tablo 4.20) (p>0,05).

Pestillerin ¢ignenebilirlik degerleri formiilasyona ve depolama siiresine bagli olarak
0,58- 4,22 N arasinda degismekte olup c¢ignenebilirlik degerlerinde istatistiksel
olarak 6nemli farkliliklar tespit edilmistir (Tablo 4.20) (p<0,05). Cignenebilirlik,
sonraki Ol¢limlerle karsilastirildiginda 0. gilinde belirgin sekilde daha diisiik
Olciilmiigtiir. Daha once yapilan bir calismada da yiiksek sertlik degerlerinin,
yliksek cignenebilirlik degerleriyle iliskili oldugu bildirilmistir [150]. En yiiksek
cignenebilirlik degeri 120. giinde 9,51 N ile kontrolde bulunurken, en diisiik
cigneme degeri 0. giinde 0,86 N ile LF2-EB pestillerinde bulunmustur. Goriildiigii
gibi, ortalama ¢igneme degerleri enkapsiile veya serbest probiyotik bakteri ilavesi
ve depolama siiresine bagli olarak 6nemli 6l¢iide degismistir (Tablo 4.20) (p<0,05).
Depolama basinda esneklik degerlerinde LF2-EB ve LF2-SB pestil drnekleri
disindaki pestiller arasinda anlamli bir esneklik farki bulunmamisken, depolama
sonunda tiim pestil ornekleri birbirinden farkli esneklik degerlerine ulagmistir.
Depolama boyunca kontrol pestil Orneginin esneklik degerleri dalgalanma
gostermesine ragmen depolama sonunda 0. Giin degerine geri ulasmistir (Tablo

4.20).
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4.5.6 Kays: Pestillerinin Duyusal Ozellikleri

Duyusal analizler; iirlin kalitesinde arzu edilen iyilesmelerin olup olmadigini
degerlendirmek, tiiketici kabuliinii ortaya koymak, pazar potansiyelini dlgmek ve
bilesime ilave edilen yeni bilesenlerin uygunlugunu belirlemek gibi amaglar i¢in
uygulanan 6nemli analizlerdir [22]. Bu ¢alismada, enkapsiile edilmis ya da serbest
formdaki probiyotik bakterilerin ilavesi ile hazirlanan pestillerin duyusal 6zellikleri
Tablo 4.21°de sunulmustur ve 6riimecek ag1 grafikleriyle Sekil 4.4°te gosterilmistir.
Genel kabul edilebilirlik degerlendirmesine gore panelist puanlarinin depolama
stiresi boyunca diisiis egiliminde oldugu goriilmiistiir. Bu farklilign; pestilin
depolama boyunca Ozellikle fizikokimyasal ozelliklerindeki degisimin sonucu
olarak ortaya cikabilecegi diisiiniilmektedir. SB/EB ilavesinin pestilin duyusal
ozellikleri iizerinde Onemli bir etkisi olmamistir. Baslangigta kontrol pestilleri
digerlerine kiyasla daha diisiik koku puanlar1 almasina ragmen bu egilim zamanla
tersine donmiistiir ve depolama sonunda daha yliksek puanlara ulasmistir. Kontrol
pestillerinin duyusal renk begenilerinin diger pestillerle kiyaslandiginda
degerlendirmelerin 60. gline kadar en diisiik seviyede oldugu, daha sonra depolama
sonuna kadar daha yliksek puanlara eristigi gdzlemlenmistir. Depolama sirasinda
pestil rengi begenilerinin degismesi beklenen bir sonuctur. Ozellikle, LP4-EB
pestilleri depolama boyunca yapi/doku ve ¢ignenebilirlik agisindan en yiiksek puani
almistir. Ek olarak, LP4-SB iceren pestiller, depolamanin 90. giinii harig, en yiiksek
tat/aroma puanlaria ulagmistir (Tablo 4.21).

Onceki arastirmalar, yeni iiriinlere yonelik tiiketici tercihinde lezzetin ¢ok dnemli
oldugunu ve probiyotiklerin ilave edilmesinin tat ve aromay1 potansiyel olarak
olumsuz etkileyebilecegini vurgulamistir [151]. Ancak bu ¢alismada, panelistler
tarafindan yapilan duyusal degerlendirmelerde; enkapsiile probiyotiklerin ilave
edildigi gida drlinlerinin duyusal Ozelliklerinin kontrole gore c¢ok farklilik
gostermedigi durumlar da s6z konusudur [133]. Bu calismada, pestillere serbest
veya enkapsiile formda probiyotiklerin eklenmesinin belirgin olarak olumsuz bir tat
ve aromaya yol agmadig1 ve probiyotik ilavesi ile tatta belirgin bir sekilde degisimin
olmadigint gostermistir. Bunun kayisi pestillerinin kendine has yogun aromatik
tada sahip olmasi ile diger tatlarin baskilanmasindan kaynakli olabilecegi
diisiiniilmiistiir. Benzer sekilde, meyve matrisi se¢iminin pestilin kabul
edilebilirligini etkiledigi, kayisinin probiyotik metabolizmasindan kaynaklanan

asir1 asidik tatlart maskelemede potansiyel olarak avantajli oldugu bildirilmistir
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[126]. Ayrica, iretilen tiim numunelerin kabul edilebilir oldugu ve 120 giinliik
depolamadan sonra bile siirekli olarak 6,17'yi asan genel kabul edilebilirlik puanlari
aldig1 ve en yiiksek puani (6,67+0,49) LP4-EB pestilinin aldig1 goriilmiistiir (Tablo
4.20).

88



swC9°0FST9 w67 0FLI9 avCS 0F0S L aanL9°0F8S L eyL9°0F0S 8 dsS-1dd1

pvST0FST9 oyL9°0F80°L avSYOFSLL oavoy 0FLIS  wy6F 0FLO'S ga-vd'1

pv6E0FLI9 sv6L 0F0°L av8S 0FES L av6Z 0F80°8 ey [S°0F8S 8 dS-vd1

pvEP0F00°9 ovS8°0F00°L av8S 0FES’L ©avbT0FI6°L  eyTS0OFO0S'S qd-7d1 amsyd /idex
pavOL 0FT6'S sw6L0FT69 av1S°0FT6°L eavEP 0F008  eyCS0F0S'S ds-td1

pal9°0F0S S oy 1S°0F8S9 avL90F8S L aaabV 0FLIL  eyS9OFEE'S [onuoy

pySTOFSLO v IS OFTYL avST 0FST'8 av?90FST'8 ey6E0FE]'S q4d-1dd1

pvS90FLI9 o7 OFEE’L avCLOFLI‘8 qeyCS 0F0S‘8 ey6T 0FT6'8 ds-14dd1

pvSTOFSLY  oyISOFTH'L avS90FEE'S v [SOFCH'8  wy6T0FT6'8 dd-vd'T Uy

ovL90FTY 9 avS9°0FEEL eyCS0FO0S 8 eyCS0F0S 8 ey6E0FE]'S dS-vd1

w67 0FL9‘9 avOL 0FTY L ev8L0FEE'S ey [SOFTH'8 ey ST OFSL'S q9-2471

oyLY 0FLI9 av00°TF8S°L eyS9°0FEE’] evS9°0FEE’S ey 1S 0F8SS qs-7d71

oyCLOFE] 9 avSTOFSL'L av09°0F00°8 qeyC9°0FSTS egL9‘0FTHS [onuoy
poavIS0FT6’9  HyISOFCHL agvST 0FST'8 av1S°0F80°8 ey6C 0FT6'8 q4d-1dd1

savEP 0F00°L  ogvSYOFST'L 85 0FLI‘8 avL9°0F80°8 eySTOFSL'S gs-1dd1
poavSTOFSL9  oy6F 0FEE’L aavOE0FLI S av1S°0FTH'8 ey6E0FE]'S d9-7d'1

pCS0F0S9 2avC9°0FST'L 4a6T 0FT6°L avEP0F00°8 eyOE0FEY'S as-vd1 mjoy|
poal90F8S9  LgyIS0TF80°L agy €Y 0F00°8 qyS9°0FEE'S evS90FLY‘S qd-7d1

oL 0F0S9 g6 0FT6°9 agv09°0F00°8 avL9°0F80°8 eySTOFSL'S qs-7d71

avCLOFLI L av67 07999 eyS90FEE’S ey6Y 0FEE'S eyOF 0FLY‘8 [onuoy

LUERTA uns 06 uns (9 uns o¢ ung-(
IpY Yowi()  BPIPZQ [esnAnQq

1s9ang vweodaq

uisIgop eounkoq euwejodop JN[UNS (7] UTULIATYI[[OZQ [ESNAND UTULIOPOUIQ [ 61'F OIqE L

89



'(s0‘0>d) 1parjoua)so3 ryrey yepuisere Lo[uNs ewejodop urdourg ruke Io[yrey YndNY I[Ie} Dyepes TUAY "II[IPd [ISWd} 9[AT1Aaznp iijueue ¢0‘0>d ‘opopyrey
ynAnq Ip[Ee} epunmns ruke ‘Ieppiej DyepuIsele Id[ounwnu uIdl zijeue Ud[IIIy ‘gD snusojuad snjjiovquuoidiyovy ‘T S1THS wniavjuvid snjjiovquuoidiovy
‘bdT1 OTHS wmuawiaf snjjovqopovpisounry ‘71 Usod uskownddr nopyeq amsdexus eAoA 159q10s ‘[onuoy ‘Lopyeq omsdeyuo ‘gH ‘1I0P[eq 1S9qI0S ‘S

pav 1S 0FTH 9 ov6C 0F80°L agv6C 0FST'8 ST OFSL L eySTOFSL'S q9-1dd1

savlS0F8S9  oqv6C°0FT6'9 agv6E 0FE]’L a6 0FES’L ey 1S0F8S 8 gs-1dd1

py6¥ 0FLI9 ov09°0F0S L avOE0FLI‘S oavIS0F808  wy6¥ 0FLOS ad-vd1

pav1S°0F850 ovC9°0F00°L av1S0F00°8 @oavEP 0F00°8 ey TS 0F0S'S as-vd'1 NAGRIPT
pavL90FOS9  oySYOFST'L avEP0F00°8 oavIS0F80'8 ey IS0F8SS gd-zd1 [nqey| Pua9)
»avL90FTT9 avOE0FLI L ey 1S°0F80°8 eyOF 0FEE’] eyCS0F0S 8 qs-zd71

pa8S0FLI 9 >q6¥ 0FL9 9 agl S°0F8SL eqv8SOFLI'S ey [SOFTH'8 [onuoy

svPL 0F00°9 »qSY 0FST9O av1S°0F8S L av1S0FTYL ey [S°0F8S 8 q4d-1dd1

svS9°0FEE 9 qC9°0FST9 avL90FS L avCS0F0S°L ey S 0F0S‘8 gs-1dd1

pySTOFSLO swSTOFSTL av6E0FES L avST0FST'8 ey [S°0F8S 8 d9-7d'1

pv8LOFEE'9 oyL9°0F80°L avC90FSL L avSYOFSLL eySTOFST'S ds-vd'1 NIAIIgauaUSLY
swOL 0FTY 9 v8S0FER9 avSTOFSL L avS90FLY L eyS90FEE'S dd-cd1

oy6L 0FTP 9 »avL60FSL 9 qeySYOFSLL avL90F0S L eyC90FST 8 as-zd1

sy67 0FEE 9 avL9°0FT69 eyL9°0F0S L evSTOFSLL egCL OFLI S [onuoy|

pvSTO0FSL9 g6V 0FEE L 2avSTOFSLL avL90FT6°L eyOF 0FLY‘8 dd-1dd1

pvC9°0FSL9 2qST0FSTL avSTOFSL L av1S°0F80°8 ey67 0FLO‘8 ds-1dd1

pvCS0F0S9 aL9°0F80°L avIS0FT6°L qey6T 0FT6L eyL9°0F8S 8 qa-vd1

pvST0FSL9 »g06¥ 0FEE’L av09°0F00°S avOE0FLT'S eyOF 0FLY‘8 ds-vd'1 WAV /T
pv6¥ 0FLI9 g6V 0FEE L 2qavL9 0F8S L avPL0F00°8 ey S 0FO0S 8 ad-cd1

py6¥ 0FLI9 »avCS0FO0S L 2agSLOFST L qev0S‘0FT6°L eyC90FST 8 as-zd1

svS9°0FEE 9 avSYOFSLL avSYOFSLL v IS0FT6L eyS90FEE'S [onuoy|

py1S°0F80°9 ov1S0F8S9 avo¥ 0FLY"L aal9°0F0S L eyCS 0F0S 8 q4d-1dd1 amsyp I/idex

90



LId[1JeI3 138 YOOWIIQ UTULId[NI[[9ZQ [esnAnp eounkoq ewrejodap ynunsd ()7 UIULIDAUIO [11S9d § *p IS

qS-+d1

g9-cd1 gd-vd1
ds-cd1 ds-1d9d1
[onuoy|
UNT (T [ === UNT" ()G =@ UNT" ()9 =@ UNT () 0 UNT ()0
JUEY:ETs AETED)
dS-tvd1
g9-cd1 g9-d'1
gs-td1 gs-1dd1
[onuoyf
UNG ([ == UNT (Gt UNT' (9 =0 UNT () —o— UNT () —0—

sy L/dex

dS-vd1

q4d-2d1 dd-vd1
aS-zd1 gasS-1dd1
ung' ([ —e— UNS'(G—e— UNT(9—e— UNT (¢ ungg—e—
R LISHLOELENE]le)
aS-vd1

qg9-cd1

1onuoy|

ung-zT=—e— uns-0s=—e— uns-p9=—e— und-Qc ung-g=—e—

yuoy

dS-vd1

q4-td1 qd49-vdT

qS-td1

\ 4S-19d1

[onuoy

ung')7[ —e— UNS ()G —e=— UNT'(9—e— UNG"O¢ ung-g—e—

BUIOIY /)],

dS-vd1

qg49-td1 d9-vd1

as-td1 gs-1dd1

Jonuoy|

uns(z] —e— UNS (g —e— UN3'09—e— uN3 ¢ uns)—e—

nyjoy|

91



Sertlik ve ¢ignenebilirlik 6zellikleri, {iriiniin fiziksel dokusunun tiiketici tarafindan
nasil algilandigin1 géstermektedir. Tekstiirel 6zelliklerde elastikiyet degeri arttikca
pestilin duyusal 6zelliklerinde pestilden beklenen yapi/ doku 6zelliklerinin de
puanlarmin arttig1 gézlemlenmistir. Depolama baglangicinda enkapsiile bakteri
iceren pestillerin daha yiiksek sertlik degerine sahip oldugu goriilmiistiir. Bunun
enkapsiilasyonda kullanilan maltodekstrin kaplama materyalinden kaynaklh
olabilecegi diistinlilmiistiir. Depolama boyunca Ornekler arasi sertlik degerlerinde
bire bir korelasyon goriilmemistir, fakat genel olarak pestillerin sertlik degerleri
diisiik bulunmustur ve depolama boyunca artma egiliminde olmustur. Pestillerin i¢
yapiskanligi (kohezyon) ve ¢ignenebilirlik arasindaki iliski tekstiir analizi ile test
edilmistir ve duyusal analizlerle de bu tekstiirel 6zellikler degerlendirilmistir.
Duyusal analizler degerlendirildiginde, pestillerin tiimiinde ¢ignenebilirlik
degerleri depolama boyunca diisiis egilimi gostermistir. Yiiksek kohezyon, diisiik
cignenebilirlik ile iliskilendirilebilir, bu da duyusal algida zorlayici bir ¢igneme
hissi olusturabilmektedir. Pestillerin tiim 06zellikleri incelendiginde; depolama
stiresinin pestillerin  birgok 6zelliginin {izerinde etkili oldugu goriilmiistiir.
Fizikokimyasal 6zelliklerdeki degisimler, duyusal kabulii dogrudan etkilemistir.
Depolama boyunca sertlikteki artisin duyusal analizlerde genel begeni algisinda
etkili olabilecegi diislinlilmiis ve depolama boyunca sertlik degerleri arttik¢a genel
begeninin diistiigli gozlemlenmistir. Kontrol pestillerinin duyusal analizlerde
baslangigta diisilk koku puanlari almasina karsin zamanla bu egilimin tersine
dondigi gozlemlenmistir. Pestillerin duyusal ve tekstiir ozellikleri yani sira
probiyotik canliliginin depolama siiresince korunumu ve GI geciste canliliginin
yiiksek olmasi da probiyotik tasiyicist olarak 6nemli bir faktordiir. LP4-EB pestili
depolama boyunca %33,55 azalmayla en az canli LAB azalmasi gostermistir.
Ayrica in vitro sindirim simiilasyonu sonunda da LAB canlilig1 %81,54 ile en
yliksek degerde bulunmustur. Tiim bu sonuclar degerlendirildiginde kabul edilebilir
duyusal ve tekstiir degerleri ve yiiksek canli bakteri tasima kapasitesiyle LP4-EB
diger pestillere kiyasla tercih edilebilir 6zelliklerdedir.
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Bu caligmada laktofermente iceceklerden izole edilmis veprobiyotik 6zellikleri
belirlenmis 10 LAB izolatinin siikroz, fruktoz ve 1s1 stresine karsit direnci
belirlenmis ve en direncli 3 izolat enkapsiilasyon c¢aligsmalari i¢in se¢ilmistir. Daha
sonra, kaplama malzemesi olarak maltodekstrin kullanilarak segilen izolatlarin
puskiirterek kurutma ile mikroenkapsiilasyon kosullart optimize edilmistir.
Maltodekstrin konsantrasyonu (%10-30) ve hava giris sicakligi (110-130°C)
degiskenlerinin yanitlari olan toz verimi ve canlilik iizerindeki dogrusal, etkilesim
ve ikinci dereceden etkileri degerlendirilip YYM’nin DMKDT kullanilarak tahmin
modelleri olusturulmustur. Daha sonra, enkapsiile edilen bakterilerin
mikromorfolojik 6zellikleri degerlendirilmistir. Optimum 6zelliklerdeki tozlar ve
serbest bakteriler ayr1 ayr1 kayisi pestil formiilasyonuna ilave edilmistir. Kontrol
ornegi olarak bakteri ilavesiz kayist pestili formiilasyonu olusturulmustur.
Pestillerde probiyotik canliligi degerlendirmek i¢in in vitro sindirim caligmalar
yapilmistir. 120 giinliik depolama boyunca pestillerin  fizikokimyasal,

mikrobiyolojik, biyoaktif ve duyusal 6zellikleri incelenmistir.

5.1 Sonug
Calisma boyunca asagidaki bulgular elde edilmistir:

e Siikroz, fruktoz ve 1s1 stresine en direngli probiyotik bakteri olarak
Lactiplantibacillus plantarum SH11 (LP4), Lactiplantibacillus pentosus
G4B (LPEl) ve Limosilactobacillus fermentum SH10 (LF2) suslari

secilmistir.

e LF2 yiiklii toz i¢in maksimum toz verimi (%50,97) ve maksimum canliligin
(10,27 log KOB/g) tahmin edilen seviyeleri: 123,21 °C HGS ve %22,76 MK
olarak bulunurken, LP4 yiiklii toz i¢cin maksimum toz verimi (%45,89) ve
maksimum canlilik (10,27 log KOB/g) tahmin edilen seviyeleri: 130,37 °C'
lik HGS ve %19,49'luk MK olarak ve LPEI yiiklii toz i¢in maksimum toz
verimi (%43,38) ve canlilik (10,33 log KOB/g) i¢in en uygun kosullar
127,94 °C HGS ve %10,00 MK olarak belirlenmistir.
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Model uygulandiginda; modelde tahmin edilen degerlerle gergek degerlerin
istatistiksel olarak fark olmadig1 ve modelin dogrulandigi gézlemlenmistir
(<0,05).

SEM goriintiileri, mikrokapsiil olusumunun tipik kiiresel sekilde oldugunu
dogrulamstir.

Enkapsiile edilmis toz probiyotiklerin nem igeriginin ortalama %35 civarinda
(a/a) oldugu bulunmustur.

Lactiplantibacillus plantarum SHI11, Lactiplantibacillus pentosus G4B ve
Limosilactobacillus fermentum SH10, daha 6nce hazirlanan kayis1 pestili
formiilasyonuna enkapsiile ve serbest sekilde basariyla dahil edilmistir.
Sonuglar, hem serbest hem de enkapsiile formdaki probiyotik ilaveli
pestillerin kontrole kiyasla depolama sirasinda daha az nem kaybina
ugradigint gostermistir.

Probiyotiksiz  (kontrol) ve probiyotik ilaveli pestiller arasinda
gozlemlenebilir renk farkliliklar: kaydedilmistir.

90 giinliik depolama stiresi boyunca zenginlestirilmis pestillerin tiimiiniin,
Tiirk Gida Kodeksi Gida Maddelerinin Genel Etiketleme ve Beslenme
Yontinden Etiketleme Kurallar1 Tebliginde Degisiklik Yapilmas1 Hakkinda
Tebligi’'ne gore (Teblig No0:2006/34) tarafindan Onerilen probiyotik
iiriinlerin icermesi gereken probiyotik miktarina (>6 log KOB/g) uygun
oldugu gbézlemlenmistir. 120 giine kadar ise sadece enkapsiile bakteri ilaveli
formlarimin uygun oldugu gézlemlenmistir.

Pestillerin DPPH radikal temizleme aktivitesi, serbest veya kapsiillenmis
probiyotik bakterilerin eklenmesiyle dnemli dl¢lide artmistir.

Baslangigta probiyotik ilaveli tiim iriinler istenen seviyede probiyotik
bakteriyi barindirirken kapsiillenen formlarin, in vitro simiile GI sartlarinda
probiyotik canliliginin korunmasinda daha etkili oldugu gézlemlenmistir.
Ornegin, enterik 2 fazinin sonunda enkapsiile bakteriler, 6 log KOB/g’mn
iizerinde canlilik gosterirken serbest bakteri igeren formlar bu degerin
altinda kalmistir.

Sonu¢ olarak, enkapsiile probiyotik ilave edilerek iiretilmis pestillerin,

uygun tat, kabul edilebilirlik ve dort aydan uzun siire giivenli tiiketilebilirlik
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gibi nedenlerle yenilik¢i probiyotik gida iirlinleri olma potansiyeline sahip

olduklar1 tespit edilmistir.

5.2 Oneriler

Calismada tiretilen enkapsiile bakterilerin; meyve pestilleri, meyve barlari,
meyve recelleri ve bazi1 sekerlemeler gibi yiliksek ozmotik basing ve 1sil
isleme tabi tutulan gidalarda kullanilma potansiyeline sahip oldugu
belirlenmis ve farkli iirin formiilasyonlarinda da kullanilabilecegi
Oongorilmiistiir.

Calismada probiyotik tasiyicist pestil hammaddesi olarak kayist secilmistir.
Bundan sonra yapilabilecek caligsmalarda farkli meyveler kullanilarak
enkapsiile probiyotik ilaveli pestiller ¢esitlendirilebilir.

Calismada kullanilan bakteriler degistirilerek ve farkli probiyotik
enkapsiilasyon denemeleri yapilarak yeni probiyotik tasiyicisi pestiller
gelistirilebilir.

Calismada segilen enkapsiilasyon duvar malzemesi olan maltodekstrin
cesitlendirilerek farkli enkapsiilasyon denemeleri yapilabilir.

Calismada iiretilen pestillerin ve bu formiilasyonlarla ¢esitlendirilebilecek
olan meyve sebze bazli probiyotik pestillerin vejetaryenler ve laktoz
intoleransi1 olan kisiler i¢in de uygun bir secenek olarak tiiketilebilecekleri
oOnerilebilir.

Depolama siireleri bakimindan iiretilen probiyotik tozlarin nem igeriginin
diistiriilmesi konusunda da daha ileri ¢alismalarin yapilmasi tavsiye
edilmektedir.

Bu calismada yapilan in vitro sindirim testleri, probiyotiklerin etki
mekanizmasi hakkinda bize az da olsa bilgi verse de in vivo testler kadar
etkili olmadigindan iiriiniin, probiyotik etkilerini daha iyi gozlemleyebilmek

icin in vivo testlerin hayvan deneyleri ile ¢alisiimasi 6nerilmektedir.
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