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OZET

PROBIYOTIK MIKROORGANIZMALARIN PUSKURTEREK DONDURMA
VE KURUTMA TEKNIKLERIYLE MiKROENKAPSULE EDILEREK
PROBIiYOTIK KEK URETIMINDE KULLANIM iMKANLARININ
ARASTIRILMASI

SULTAN ARSLAN TONTUL

Doktora Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dah
Damisman: Dog¢. Dr. Mustafa ERBAS
Mayis 2017, 129 sayfa

Glinlimiizde  probiyotik  gida  gelistirme  ¢alismalarinda  probiyotik
mikroorganizmalar, ¢ogunlukla gidalara pisirme sonrasi islemlerle ilave edilmektedir.
Ancak 1s1l stabilizasyonu yiiksek matriks igerisinde tutuklanan probiyotik mikrokapsiiller
her tiirli prosesle her tiirlii gidaya uygulanabilme imkani saglamaktadir. Probiyotik
mikroorganizmalar1 igeren firincilik iiriinlerinin arttirllmast ancak yeni ve sicaklik
tolerans1 yiiksek probiyotik mikrokapsiillerin {iretimi ile gerceklestirilebilecektir. Bu
nedenlerle probiyotik mikroorganizmalarin; triinlerin isleme proseslerinden, depolama
stireclerinden ve sindirim sisteminin ekstrem sartlarindan etkilenme oranimi azaltacak
puskiirterek kurutma ve dondurma gibi farkli mikroenkapsiilasyon tekniklerine ihtiyag
duyulmaktadir.

Bu c¢alismada piiskiirterek kurutma ve dondurma yontemleri ve bunlarin
kombinasyonlar1  kullanilarak  probiyotik mikroorganizmalarin ~ (Saccharomyces
boulardii, Lactobacillus acidophilus LA-5 ve Bifidobacterium bifidum BB-12) tek ve ¢ift
katli olarak mikroenkapsiile edilmesi ve elde edilen bu mikrokapsiillerin sade, ¢ikolata
kremasi1 dolgulu, marmelat dolgulu ve ¢ikolata kaplamali kek iiretiminde kullanilmasi
arastirilmastir.

Uretilen mikrokapsiillerde S. boulardii, L. acidophilus ve B. bifidum sayimi ve
canliligi, in vitro mide ve bagirsak direng testi, 1sil stabilizasyon testi, depolama
stabilizasyon testi, nem ve su aktivitesi, verim ve sikistirtlmis y1gm yogunlugu, partikiil
boyutu, DSC ve SEM gériintiileme analizleri yapilmistir. Uretilen kek 6rnekleri 90 giin
boyunca +4°C’de depolanmis ve depolamanin 0., 30., 60. ve 90. giinlerinde alinan
orneklerde S. boulardii, L. acidophilus ve B. bifidum sayimi ve canliligi, pH ve titrasyon
asitligi, tekstiir ve duyusal analizler gergeklestirilmistir.

Mikrokapsiilasyon islemi sonrasinda en yiiksek S. boulardii, L. acidophilus ve B.
bifidum sayisinin piiskiirterek dondurma sistemi ile iiretilen tek katli mikrokapsiillerde
(P) elde edildigi ve bu degerlerin sirasiyla 8.21, 8.10 ve 8.25 log kob/g oldugu tespit
edilmistir. Ayrica islem sonunda probiyotik mikroorganizma canliliklarinin piiskiirterek
dondurma yontemi ile liretilen mikrokapsiillerde daha yiiksek oldugu belirlenmistir.



Yapilan in vitro mide testi sonuglarina gore en iyi korumanin piiskiirterek
dondurma sistemi ile iiretilen tek katli mikrokapstillerde (P) saglandig1 ve 180 dakikalik
test stiresi sonunda tiim mikrokapsiil Orneklerinde probiyotik mikroorganizma
canliligiin %79’un iizerinde oldugu tespit edilmistir. In vitro bagirsak testi sonuglarina
gore ise S. boulardii ve L. acidophilus hiicrelerinde en yiiksek koruma sirasiyla 7.44 ve
7.11 log kob/g degerleri ile piiskiirterek kurutma sistemi ile ftretilen tek kath
mikrokapsiillerde (GS) elde edilmistir. Buna karsin test sonunda en yiiksek B. bifidum
sayist ise 6.78 log kob/g ile piiskiirterek dondurma sistemi ile fiiretilen tek kath
mikrokapsiillerde gortiliirken, piskiirterek kurutma sistemi ile {retilen tek kath
mikrokapsiillere kiyaslandiginda %89 ile daha yiiksek canlilik sagladigi belirlenmistir.
Ayrica test siiresi sonunda tiim mikrokapsiil orneklerinde canlilik degeri %74 lin tizerinde
tespit edilmistir.

Isil stabilizasyon testi sonuclarina gore ¢ift katli mikrokapsiilasyon isleminin S.
boulardii ve B. bifidum canliligi iizerinde etkili olmadigi ancak L. acidophilus
hiicrelerinin canliligin1 daha fazla korudugu belirlenmistir. Probiyotik mikroorganizma
hiicre sayilarinin artan inkiibasyon sicakligi ile azaldig1 ve 80°C’de bekletme sonunda S.
boulardii, L. acidophilus ve B. bifidum canliliklarinin sirastyla yaklagik %28, %47 ve
%48 oldugu tespit edilmistir. Buna karsin mikrokapsiile edilmemis serbest probiyotik
hiicrelerin ise artan test sicakliklarinda canli kalamadigi belirlenmistir.

Mikrokapsiillerin +4°C’de 45 giin boyunca yapilan depolama testi sonunda en
yiiksek korumanin piiskiirterek dondurma sistemi ile iiretilen tek katli mikrokapsiillerde
(P) saglandig1 belirlenmistir. Depolama siiresi sonunda bu mikrokapsiillerin S. boulardii,
L. acidophilus ve B. bifidum sayisi1 sirasiyla 7.74, 6.86 ve 5.91 log kob/g olarak
belirlenmistir. Depolama sonunda her ii¢ probiyotik mikroorganizmanin da canliliklarinin
%60’1n lizerinde korundugu tespit edilmistir.

Piiskiirterek dondurma yontemi ile iiretilen mikrokapsiillerin nem igerigi ve su
aktivitesi degeri %4.41 ve 0.83 olarak ve piiskiirterek kurutma yontemi ile iiretilen
mikrokapsiillerin nem igerigi ve su aktivitesi degeri ise %11.00 ve 0.53 olarak
belirlenmistir. Piiskiirterek kurutma yontemi ile iiretilen mikrokapsiillerin hacim ve yiizey
agirlikli ortalama partikiil boyutu degerleri 24.06 ve 4.88 um olarak ve piiskiirterek
dondurma yontemi ile iretilen mikrokapsiillerin hacim ve yiizey agirlikli ortalama
degerleri ise 612.54 ve 244.55 um olarak belirlenmistir.

Probiyotik mikroorganizma i¢eren mikrokapsiiller ile yapilan sade kek tiretimleri
sonucunda; en yiiksek S. boulardii ve L. acidophilus sayisinin i¢ katmani hidrofilik
kaplama materyali kullanilarak piiskiirterek kurutma yontemi ve dis katmani ise
hidrofobik kaplama materyali kullanilarak piiskiirterek dondurma yontemi ile iiretilen ¢ift
katli mikrokapsiilde (P/GS) elde edildigi belirlenmistir. Kek oOrneklerinde pisirme
sonunda S. boulardii ve L. acidophilus canliliginin sirasiyla %67.4 ve %70.7 oraninda
korundugu belirlenmistir. Ancak mikrokapsiil ilave edilen sade kek drneklerinde, canli B.
bifidum tespit edilememistir.

Cikolata kremas:t dolgulu, marmelat dolgulu ve c¢ikolata kaplamali kek
orneklerinde depolamanin ilk giiniinde probiyotik mikroorganizma igerigi istenilen



seviyede (>10° kob/g) saglanabilmistir. Depolama siiresi boyunca kek o6rneklerinin
probiyotik mikroorganizma sayisinda azalis meydana gelmis ancak en diisiik azalis,
puskiirterek dondurma yontemi ile tretilen tek katli mikrokapsiillerde (P) ve gikolata
kremasi dolgulu kek orneklerinde tespit edilmistir.

Tim bu sunuglar birlikte degerlendirildiginde ise; piskirterek kurutma ve
dondurma yontemleri kullanilarak S. boulardii, L. acidophilus ve B. bifidum probiyotik
mikroorganizmalarini  iceren tek ve ¢ift kathh  mikrokapsillerin  {retimi
gerceklestirilmistir.  Uretilen mikrokapsiillerden hidrofobik kaplama materyali
kullanilarak piiskiirterek dondurma ydntemi ile iiretilen P mikrokapsiiliniin diger
mikrokapsiil ornekleri ile kiyaslandiginda yiiksek canlilik ve ekstrem sartlara karsi
yiiksek koruma sagladig belirlenmistir. Cift katli kaplama tekniginin ise L. acidophilus
hiicrelerinin in vitro mide sistemi ve 1s1l direncini arttirdig1 belirlenmistir.

Bu tez ¢aligmasi ile ¢ift katli probiyotik mikrokapsiil 6rneginin (P/GS), pisirme
sirasinda merkez sicakligr 102°C olan kek orneklerinde S. boulardii ve L. acidophilus
sayillarmmn 10° log kob/g seviyesinde korudugu belirlenmistir. Ayrica piiskiirterek
dondurma yontemi ile iiretilen P mikrokapsiilii depolama sirasinda ¢ikolata kremasi
dolgulu ve marmelat dolgulu kek 6rneklerinde daha yiiksek probiyotik mikroorganizma
korumast sagladigi belirlenmistir. Kek tipleri degerlendirildiginde ise ¢ikolata kremasi
dolgulu kek orneklerinin daha yiiksek probiyotik mikroorganizma canliligi sagladigi
tespit edilmistir.

Sonug olarak; i¢ katmami Arap zamki/siklodekstrin karisimi ile piiskiirterek
kurutma ve dis katmani ise hidrojenize palm yagi ile piiskiirterek dondurma yontemi ile
tiretilen ¢ift katlhi mikrokapsiiliin (P/GS) kek miksine ilave edildikten ve kek pisirme
isleminden sonra 10 log kob/g canl1 probiyotik mikroorganizma sagladigi, S. boulardii
ve L. acidophilus mikroorganizmalariin 1sil tabilizasyonu yiiksek mikrokapsiiller
iiretmek i¢in uygun probiyotik mikroorganizmalar oldugu ve pisirme sonucu keklere
probiyotik 6zellik kazandirmak i¢in ise hidrojenize palm yag: kullanilarak piiskiirterek
dondurma yontemi ile iiretilen mikrokapsiillerin (P) ¢ikolata dolgulu kek 6rneklerine
uygulanmasinin en uygun yontem oldugu belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER : Mikroenkapsiilasyon, piiskiirterek dondurma, piiskiirterek
kurutma, probiyotik, fonksiyonel gida, probiyotik kek
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ABSTRACT

MICROENCAPSULATION OF PROBIOTIC MICROORGANISM BY
SPRAY CHILLING AND DRYING TECHNIQUES AND USING
POSSIBILITIES IN PROBITIC CAKE PRODUCTION

SULTAN ARSLAN TONTUL

Ph. D. Thesis in Food Engineering
Supervisor: Assoc. Dr. Mustafa ERBAS
May 2017, 129 pages

Nowadays, product development studies involving microencapsulated probiotic
microorganisms are often applied after a heat treatment. However, probiotic
microcapsules, which are encapsulated in a heat stabilized matrix, can be applied to all
types of process and food. The improvement of bakery products containing probiotic
microorganisms can only be achieved by the production of new, high temperature tolerant
probiotic microcapsules. For these reasons, there is a need for different combined
microencapsulation techniques, such as spray drying and chilling, for increasing the
tolerance of probiotic microorganisms to extreme conditions occurring in food process,
storage and digestive system.

In this study probiotic microorganisms (Saccharomyces boulardii, Lactobacillus
acidophilus LA-5 and Bifidobacterium bifidum BB-12) were encapsulated as single and
double layered by spray drying and chilling technics and using possibilities of these
microcapsules in chocolate cream filled, marmalade filled and chocolate coated cakes
were also investigated.

S. boulardii, L. acidophilus and B. bifidum enumeration, in vitro simulated gastric
and intestinal test, heat stabilization test, storage stabilization test, moisture content and
water activity, yield, tapped bulk density, particle size, DSC and SEM analysis were
conducted with produced microcapsules. Additionally, cake samples were stored for 90
days at +4°C and microbiological, pH, titration acidity, texture and sensorial analysis
were carried out by taken cake samples at 0™, 30", 60" and 90" days.

After the microencapsulation process, the highest S. boulardii, L. acidophilus and
B. bifidum count were determined in microcapsule of P and the counts were 8.21, 8.10
and 8.25 log cfu/g, respectively. Additionally, survivability of microcapsules produced
by spray chilling was higher than spray drying.

According to in vitro gastric tests, the best protection was ensured in microcapsule
of P and survivability of all probiotic microorganisms was more than 79% at the end of
180 min test period. The highest protection of S. boulardii and L. acidophilus was noted
at microcapsule of GS in vitro intestinal tests and these counts were 7.44 and 7.11 log



cfu/g, respectively. However, B. bifidum count was 6.78 log cfu/g in microcapsule of P
and good survivability was detected at microcapsule of GS (89%). Moreover,
survivability of probiotic microorganisms was detected more than 74% in all
microcapsules at the end of 180 min.

According to the results of the heat stabilization test, it was determined that the
double layered microencapsulation did not affect the viability of S. boulardii and B.
bifidum, but the survival of L. acidophilus was further protected. The counts of probiotics
decreased with increasing incubation temperatures and S. boulardii, L. acidophilus and
B. bifidum counts were determined as 28%, 47% and 48%, respectively at 80°C
incubation temperature. On the other hand, non-microencapsulated free probiotic cells
could not survive at increasing test temperatures.

The highest protection was detected in microcapsule of P at +4°C storage for 45
days. Throughout the storage period, S. boulardii, L. acidophilus and B. bifidum counts
were determined as 7.74, 6.86 and 5.91 log cfu/g, respectively. The survivability rate of
each three probiotics was more than 60% at the end of the storage.

Moisture content and water activity of microcapsules produced by spray chilling
were 4.41% and 0.83, and these values were 11.00% and 0.53 for microcapsules produced
by spray drying. Volume and surface mean diameter of microcapsules produced by spray
drying were measured as 24.06 and 4.88 um and these values were 612.54 and 244.55
um for microcapsules produced by spray chilling.

It was determined that the highest count of S. boulardii and L. acidophilus was
obtained in the double layered microcapsules produced in the spray drying using the
hydrophilic coating material and the outer layer using the hydrophobic coating material
in the spray chilling system. After baking, S. boulardii and L. acidophilus count was
67.4% and 70.7%, respectively. Whereas B. bifidum count was not detected in each of
microcapsules.

On the first day of storage in chocolate cream filled, marmalade filled and
chocolate covered cakes, the adequate probiotic microorganism number (>10° cfu/g) was
achieved. However, during the storage period, the probiotic microorganisms count in the
cake samples decreased, but the lowest decrease was detected in single layered
microcapsules (P) produced by spraying chilling and in chocolate cream filled cake
samples.

Consequently, S. boulardii, L. acidophilus and B. bifidum were microencapsulated
by spray drying and spray chilling technique as single or double layered. It has been
determined that the microcapsule produced in the spray chilling system by hydrophobic
wall material provides high protection against extreme conditions when compared with
other microcapsule samples. Additionally, the double layer microencapsulation has been
increased the in vitro gastric system and heat resistance of L. acidophilus.

In this study, it was determined that double layered probiotic microcapsule sample
(P/GS), ensured 10° log cfu/g survivability of S. boulardii and L. acidophilus in the cake
samples with a central temperature of 102°C during baking. It was also found



microcapsule of P, produced by spraying chilling method, provided higher probiotic
microorganism protection in chocolate cream and marmalade filled cake samples during
storage. When cake types were considered, chocolate cream filled cake samples were
found to provide higher probiotic microorganism viability.

As a result; double layered microcapsule (P / GS), inner layer produced with gum
Arabic/cyclodextrin by spray drying and outer layer produced with hydrogenated palm
oil by spray chilling in the cake mix, ensured 10° cfu/g probiotic microorganism
survivability after baking of cakes. Additionally, it was determined that S. boulardii and
L. acidophilus are suitable probiotic microorganisms for producing microcapsules with
high thermal stability. It was evaluated that microcapsules produced with hydorogenated
palm oil by spray chilling (P) could be used in choclate cream filled cake due to producing
probiotic cake.

KEYWORDS: Microencapsulation, spray chilling, spray drying, probiotic, functional
food, probiotic cake
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ONSOZ

Giliniimiizde tiiketicilerin egitim seviyesi ve saglik bilincinin artmasiyla birlikte
iyi hali koruyan, gelistiren ve hastalik olusma riskini azaltan fonksiyonel gidalara olan
talep de artmistir. Fonksiyonel gidalarin en 6nemli grubunu probiyotik mikroorganizma
iceren gidalar olusturmaktadir. Probiyotik mikroorganizmalar, yeterli miktarda viicuda
alindiginda  spesifik saglik etkileri olan canli mikroorganizmalar olarak
tanimlanmaktadir. Giliniimiizde probiyotik mikroorganizmalarin gerek serbest formda
gerekse {irtin igerisinde sindirim sisteminin oksijen, asitlik, sindirim enzimleri ve safra
tuzlart  gibi  ekstrem ¢evre sartlarina dayaniminin  arttirilmast  amaciyla
mikroenkapsiilasyon teknikleri tizerinde yogun ¢alismalar yapilmaktadir. Bu nedenle bu
tez calismasi ile puiskiirterek kurutma ve dondurma yontemleri kullanilarak S. boulardii,
L. acidophilus ve B. bifidum probiyotik mikroorganizmalarinin mikroenkapsiile edilmesi
ve elde edilen bu mikrokapsiillerin sade, ¢ikolata kremas1 dolgulu, marmelat dolgulu ve
cikolata kaplamali kek tiretimlerinde kullanilmas1 amaglanmustir.

Bu arastirmanin planlanmasi ve ger¢eklesmesinde bana yardim ve desteklerde
bulunan danisman hocam Dog. Dr. Mustafa ERBAS’a, yardimlar1 ve dostluklari ile beni
higbir zaman yalmz birakmayan calisma arkadaslarim Zehra KASIMOGLU, Ars. Gor.
Ceren MUTLU, Uzman Cihadiye CANDAL, Ars. Gor. Ozlem KILIC ve Ars. Gor. Atike
Nur DURAK ’a tesekkiir ederim.

Projeye verdikleri maddi destek nedeniyle Bilim, Sanayi ve Teknoloji
Bakanligi’na (SANTEZ-0422.5TZ.2013-2) ve ETI Gida San. Tic. A.S’ye ve tarafima
verdikleri burs destegi (2211-C Oncelikli Alanlara Yénelik Doktora Burs Programi)
nedeniyle Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirmalar Kurumu’na (TUBITAK) da
tesekkiir ederim.

Ayrica, hayattaki en biiyiik sansim olan sevgili esim Ars. Gor. Dr. Ismail
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GIRiS Sultan ARSLAN TONTUL

1. GIRIS

Gliniimiizde tiiketicilerin egitim seviyesinin ve saglik bilincinin artmasiyla
birlikte iyi hali koruyan, gelistiren ve hastalik olusma riskini azaltan fonksiyonel gidalara
olan talep de artmistir. Fonksiyonel gidalar; diyet ile gida formunda tiiketilen, sentetik
bilesen icermeyen, besleyici etkisinin yaninda biyoaktif bilesikler, prebiyotik bilesenler
ve probiyotik mikroorganizmalar gibi etkenlerle hastalik olusma riskini azaltan gidalar
olarak tanimlanmaktadir (Erbas 2006, Hardy 2000, Roberfroid 2000, Stanton vd 2005).
Fonksiyonel gidalarin en 6nemli grubunu probiyotik mikroorganizma igeren gidalar
olusturmaktadir. Probiyotik mikroorganizmalar, yeterli miktarda viicuda alindiginda
spesifik saglik etkileri yaratan canli hiicreler olarak tanimlanmaktadir (FAO 2001).

Probiyotik mikroorganizmalar, patojenlere karsi inhibitér maddeler iireterek,
besin rekabeti yaparak, tutunmalarini zorlastirarak, kanserojenik ve mutajenik bilesiklere
doniigebilen toksinleri parcalayarak etkili olmaktadir (Sanders 1998, Stanton vd 2005).
Probiyotik etkinin ortaya ¢ikabilmesi igin giinliik tiiketilmesi gereken dozun en az 10°
kob/g oldugu bildirilmektedir (Krasaekoopt vd 2003). Sindirim sisteminin oksijen,
asitlik, sindirim enzimleri ve safra tuzlar1 gibi ekstrem kosullar1 probiyotik
mikroorganizmalarin canliligini olumsuz etkileyen temel faktorlerdir. Giiniimiizde
probiyotik mikroorganizmalarin gerek serbest formda gerekse {iriin icerisinde bu tiir zor
cevre sartlarina dayaniminin arttirilmasi amaciyla mikroenkapsiilasyon teknikleri
lizerinde yogun calismalar yapilmaktadir.

Mikroenkapsiilasyon islemi ile, aktif materyal ve ortam kosullar1 arasinda bir
bariyer olusturulmasi sonucu ¢evresel faktorlere karst koruma saglanmaktadir. Probiyotik
mikroorganizmalarin mikroenkapsiilasyonunda en fazla kullanilan yontemler ekstriizyon,
emiilsiyon ve piskiirterek kurutmadir. Bunlarin yaninda ise piiskiirterek dondurma
yontemi de yeni bir teknik olarak son zamanlarda denenmektedir. Gida teknolojisi
alaninda smirh sayida aragtirmada kullanilmis olan piiskiirterek dondurma tekniginde,
kaplama ajanm1 olarak hifrofobik karakterli lipit materyaller kullanilmaktadir. Kaplama
materyallerinin hidrofobik o6zellikleri probiyotik mikroorganizmalarin korunmasinda
birgok avantaj saglamaktadir. Uretilen hidrofobik kapsiiller gida sistemlerinin yogun
hidrofilik ortaminda agilmadan stabilize olarak kalabilmektedir. Tiiketildikten sonra
midenin asitliginden etkilenmeden ince bagirsaga gecen mikrokapsiiller, bagirsaklarda
lipaz enzimlerince pargalanarak tasidiklar1 probiyotik mikroorganizmalari serbest
birakabilmektedir.

Giliniimiizde mikroenkapsiile probiyotik mikroorganizmalar igeren {iriin
gelistirme ¢alismalar1 ¢ogunlukla, 1s1l islem sonrasinda siit bazli gidalara ilave edilme
seklinde uygulanmaktadir. Ancak 1s1l stabilizasyonu yiiksek matriks igerisinde tutuklanan
probiyotik mikrokapsiiller her tiirlii proseste ve her tiirlii gidaya uygulanabilme imkani
saglamaktadir. Bu nedenle bu tez ¢aligmasi ile piiskiirterek kurutma ve dondurma yontemi
ile S. boulardii, L. acidophilus ve B. bifidum probiyotik mikroorganizmalarinin tek ve ¢ift
katli olarak mikroenkapsiile edilmesi ve elde edilen bu mikrokapsiillerin sade, ¢ikolata
kremas1 dolgulu, marmelat dolgulu ve ¢ikolata kaplamali kek iiretimlerinde kullanilmasi
amaclanmustir.
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2. KURAMSAL BILGILER VE KAYNAK TARAMALARI
2.1. Fonksiyonel Gidalar

Giliniimiizde tiiketiciler, satin aldiklar1 gidalarin besleyici 6zelliklerinin yaninda
hastaliklara kars1 koruyucu etkilere de sahip olmasini istemektedir. Bu anlamda diyet ile
gida formunda tiliketilen, besleyici etkisinin yaninda, hastalik olugma riskini azaltic1 ve
sagligi gelistirici 6zelliklere sahip fonksiyonel gidalar onem kazanmaktadir (Betoret vd
2003, Erbas 2006).

Fonksiyonel gidalarla beslenmenin, viicut fonksiyonlarinin diizenlenmesinde
onemli etkileri bulundugu bildirilmektedir (Betoret vd 2003, isleten vd 2007). Son
yillarda saglik {izerine olumlu etkileri olan vitamin, mineral, besinsel lif, omega-3 yag
asitleri ve bitkisel steroller gibi biyoaktif maddelerce zenginlestirilmis, probiyotik
mikroorganizmalar ve prebiyotik bilesenler iceren fonksiyonel gidalarin gelistirilmesi
gida bilimi ve teknolojisinin 6nemli konularindan birisidir (Betoret vd 2003, Blandino vd
2003, Isleten vd 2007, Rivera-Espinoza ve Gallardo-Navarro 2010, Saarela vd 2000).

Fonksiyonel gida pazar1 tim diinyada hizla gelismektedir. Bu {irlinlerin gida
pazarindaki payini 2015 yilinda yaklagik 29 milyar dolar oldugu ve bu oranin 2018 yili
itibari ile 38 milyar dolar1 bulacagi tahmin edilmektedir (De Prisco ve Mauriello 2016).
Tiiketime sunulan bu gida grubunun %60-70’ini ise probiyotik mikroorganizma iceren
gidalar olusturmaktadir (Tripathi ve Giri 2014).

2.1.1. Probiyotik mikroorganizmalar ve saghgi koruyucu etkileri

Konukg¢usunun dogal mikroflora 6zelliklerini iyilestirerek, onun sagligina faydali
etkileri olan mikroorganizmalar probiyotik olarak tanimlanmaktadir (FAO 2001).
Probiyotikler, sagliga faydali etkilerinin yani sira son iiriine kazandirdiklart iyi duyusal
ozellikler, raf omriinii uzatma ve diisiik depolama maliyeti gibi faktorlerle de tiikketim
kolaylig1 saglamakta ve sahip olduklari lipolitik, proteolitik ve B-galaktozidik aktiviteleri
ile de sindirime yardimeci olmaktadir (Alm 2009, Prado vd 2008).

Gidalarda kullanilan probiyotik bakteriler genellikle Lactobacillus ve
Bifidobacterium cinsine aittir (Rivera-Espinoza ve Gallardo-Navarro 2010). Bu bakteriler
cogunlukla gram pozitif, cubuk sekilli, spor olusturmayan, katalaz negatif 6zellikte ve
laktik asit iiretme yetenegindedirler. Ayrica probiyotikler oksijen gereksinimlerine gore
anaerobik veya fakiiltatif anaerobik karakterde olabilir (Hug vd 2013). Insan ve hayvan
sindirim  sistemi  mikroflorasinin ~ biiylikk  ¢cogunlugunu olusturan  probiyotik
mikroorganizmalar, karbonhidrat¢ca zengin ortamlarda gelisebilme yetenegine sahiptir
(lha vd 2015).

Probiyotik mikroorganizmalarin sagliga faydali etkileri temelde kofaktdr ve besin
iretimi, baglanma bdlgeleri i¢in patojenlerle yarigmalari ve bagisiklik sisteminin
diizenlenmesi olmak iizere ii¢ faktdr sayesinde ortaya ¢ikmaktadir. Probiyotiklerin bu

faydali etkileri susa 6zel olmakta ve bir susun bu etkilerin tamamin1 birden gostermesi
beklenmemektedir (Cook vd 2012).
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Probiyotik mikroorganizmalarin, saglik iizerine en 6nemli etkisi gliniimiizde sik
goriilen bir kanser tiiri olan kolon kanseri olugma riskini azaltmasidir. Sindirim
sisteminde gelisen mikrofloranin {irettigi bazi kanserojenik maddeler, probiyotik
mikroorganizmalar tarafindan parcalanarak kanser riski azaltilmaktadir (Laparra ve Sanz
2010, Senok vd 2005). Ayrica probiyotik mikroorganizmalarin, prebiyotik bilesenleri
fermente etmesiyle ortaya ¢ikan asetik, propiyonik ve biitirik asit gibi kisa zincirli yag
asitleri de kanser hiicrelerini inhibe edici etki gostermektedir (Venter 2006).

Bagirsakta probiyotik mikroorganizmalarin dengeli bir sekilde varligi saglik
acisindan ¢ok 6nemli olup, yokluklari epitel doku zararlanmasindan baglayarak bir¢ok
saglik problemlerine neden olabilmektedir (Alm 2009). Kobaylar iizerinde yapilan
calismalarda probiyotiklerin mide ve bagirsak enfeksiyonlarmin engellenmesi, serum
kolesteroliiniin ve trigliserit miktarinin azaltilmasi, osteoporozun yavaslatilmasi,
bagisiklik sisteminin uyarilmasi, desteklenmesi ve alerjilerin azaltilmasi, vitamin tiretimi
ve mineral emiliminin arttirilmasi tizerine etkili oldugu belirlenmistir (Alm 2009, Rivera-
Espinoza ve Gallardo-Navarro 2010, Saarela vd 2000).

Probiyotik mikroorganizmalarin saglik iyilestirici etkileri susa 6zgli oldugundan,
tek baslarina kullanilmayip diger suslar ile birlikte kombine halde tiiketilmeleri
probiyotik etkinin daha hizli ortaya ¢ikmasini saglamaktadir (Burgain vd 2011).

Bu mikroorganizmalarin saglhiga faydali etkilerini gosterebilmeleri i¢in, sindirim
sisteminin asit, baz, tuz ve diisiik oksijen gibi ekstrem sartlarina karsi toleransli,
antibiyotiklere karsi direngli, patojenlere karsi baskin ve bagirsakta ¢ogalarak epitel
dokuya kolayca vyerlesebilecek en az 10° kob/g seviyesinde olmasi gerektigi
belirtilmektedir (Cakir ve Cakmakg1 2004, Prado vd 2008, Rivera-Espinoza ve Gallardo-
Navarro 2010, Saarela vd 2000,). Ayrica olii probiyotik hiicrelerin de anti-inflamatuar
etki gosterdigi bildirilmektedir (Cook vd 2012).

Gida bilimi ve teknolojisi alaninda, probiyotiklerin gida tirinlerinde kullanim
imkanlarinin ve gidanin kalite 6zelliklerini degistirmeden yeni tekniklerle probiyotiklerin
gida icerisinde korunmasi iizerine arastirmalar yogunlasmistir. Giinliik diyetle genellikle
gida formunda alinan probiyotik mikroorganizmalarin etki mekanizmalarinin
arttirilabilmesi icin cesitli koruyucu tekniklerin gelistirilmesi {izerine c¢alismalar
yapilmaktadir. Gelistirilen bu yeni ydntemlerden mikroenkapsiilasyon, probiyotik
mikroorganizmalarin gidalara ilave edilmesinde ve ilave edilen probiyotiklerin korunarak
insan bagirsak sistemine kadar ulagsmasina aracilik edebilen 6nemli bir tekniktir.

2.2. Probiyotik Mikroorganizmalarin Mikroenkapsiilasyonu

Mikroenkapsiilasyon, genel olarak kati, sivi veya gazlarin kimyasal ve fiziksel
bozunmalara kars1 korunmasi amaciyla koruyucu bir tabaka icerisinde tutuklanmasini
amaclayan fizikokimyasal ve mekanik bir proses olarak tanimlanmaktadir. Cesitli
mikroenkapsiilasyon teknikleri ile iiretilen mikrokapsiil ise yar1 gegirgen, yuvarlak, ince
ve sivi veya kati ¢ekirdek materyalini gii¢lii bir sekilde ¢evreleyen bir duvara sahip
partikiil olarak tanimlanmaktadir. Kapsiil igerisinde tutuklanan madde ¢ekirdek materyal,
yararl yiik, aktif materyal, dolum veya i¢ faz olarak isimlendirilebilir. Mikrokapsiil disin1
saran kaplayici tabaka ise duvar materyali, tastyici, membran, kabuk ya da kaplama olarak
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adlandirilabilmektedir. Islem sonunda kullanilan teknige ve istenilen &zelliklere gore 1
mm’den pm boyutuna kadar farkli biyiklilerde kapsiiller iiretilebilmektedir.
Giliniimlizde mikroenkapsiilasyon uygulamalari; aktif materyalin kontrollii salinimi,
aroma bilesenlerinin maskelenmesi, raf Omriiniin uzatilmasi, bilesiklerin besinsel
kaybinin azaltilmasi gibi amaglarla eczacilik, gida, kimya, ziraat ve kozmetik gibi bir¢cok
farkli alanda kullanilmaktadir (Burgain vd 2011, Chambi vd 2008, De Prisco ve Mauriello
2016, Gamboa vd 2011, Huq vd 2013, Madene vd 2006).

Mikroenkaspsiilasyonda kullanilacak tasiyict materyaller genellikle polimer
yapili, toksik ve anti bakteriyel olmayan bilesiklerdir. Bu amagla genellikle ¢6zmek igin
organik c¢oziicii gerektirmeyen, suda ¢oziinebilir, dogal polisakkaritler veya proteinler
kullanilmaktadir (Cook vd 2012).

Mikroenkapsiilasyon iglemi, probiyotik mikroorganizmalarin canlili§in1 arttirarak
gida sistemlerinde kullanimma imkan saglayan etkili bir yontemdir. Bu teknik ile
cekirdek materyali yliksek asitlik, oksijen varligi veya sindirim enzimleri gibi olumsuz
cevresel faktorlerden korunmaktadir (Huq vd 2013). Probiyotik mikroorganizmalar 6zel
islemlerden gecirilerek uygun kaplama materyali ile enkapsiile edilmekte ve boylece
proses ve depolama sirasinda stabilizasyonu arttirilabilmektedir (Burgain vd 2011). Diyet
ile tiiketilen probiyotik bakteriler sagliga faydali etkilerini ancak canli olarak kalin
bagirsaga ulasabildiklerinde gosterebilmektedirler. pH derecesi 2 ve daha diisiik ortamda
1 saat sonunda baslangic mikroorganizma konsantrasyonunun %25’inin kaybedildigi
bildirilmistir. Yapilan bir ¢alismada dondurularak kurutulduktan sonra agiz yoluyla
alinan S. boulardii hiicrelerinin sindirim siiresi sonunda ancak %1 inin fe¢ese gecebildigi
tespit edilmistir (Graff vd 2008). Mikroenkapsiilasyon igleminin probiyotik
mikroorganizmalara sagladigi1 bazi avantajlar Cizelge 2.1’de verilmistir.

Cizelge 2.1. Mikroenkapsiilasyon isleminin probiyotik mikroorganizmalara sagladig: faydalar
(Champagne ve Fustier 2007)

Oksijene hassas kiiltiirlerin tiretilmesi

Santrifiije hassas kiiltiirlerin geri kazaniminin arttirilmasi
Yiiksek ekzopolisakkarit {ireten kiiltiirlerin geri kazaniminin arttiritlmasi
Kontaminasyon riskinin azaltilmasi

Kiiltiirlerin hava akiminda kurutulabilmesi

Mide sartlarinda canliligin arttirilmasi

Safra tuzu varliginda canliligin arttirilmasi

Depolama sirasinda canliligin arttirilmasi

Yiiksek sicakliklara kars1 dayanimin arttirilmasi

Diisiik sicakliklara karsi dayanimin arttirilmasi

Son iiriinde canliliin arttirilmasi

Bakteriyofajlara kars1 koruma

Maya kontaminasyon riskinin azaltilmasi

Probiyotik mikroorganizmalarin enkapsiilasyonunda en fazla kullanilan teknikler
ekstriizyon, emiilsiyon ve piiskiirterek kurutmadir (Cook vd 2012, Rokka ve Rantamaki
2010). Bu tekniklerden ekstriizyon ve emiilsiyon yontemi ile daha biiyiik boyutlarda
mikrokapsiiller iiretilmektedir. Ancak partikiil boyutu son iriiniin kalite 6zelliklerini
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etkilediginden gida sistemlerinde kullanilacak probiyotik mikrokapsiillerin tiretiminde
genellikle daha kiigiik partikiil boyutu saglayan piiskiirterek kurutma yontemi tercih
edilmektedir (Burgain vd 2011).

Mikroenkapsiilasyon teknolojisi son 10 yilda hizla gelismis ve probiyotik
bakterilerin mikroenkapsiilasyonu alaninda da bir¢ok uygulama alani bulmustur. Ancak
probiyotik bir maya olan S. boulardii’nin mikroenkapsiilasyonu ile ilgili ¢ok az veri
bulunmaktadir. Ayrica mikroenkapsiile probiyotik mikroorganizmalar ve bunlarin gida
sistemlerinde kullaninm1 sonucunda proses ve depolama sirasinda olusan gida-
mikroorganizma interaksiyonlart konusunda da yeterli veri bulunmamaktadir (Graff
2008, Okuro vd 2013b, Reid vd 2007). Sonug olarak probiyotik mikroorganizmalarin
yiiksek canlilikta mikroenkapsiilasyonunda yeni tasiyict materyal kombinasyonlarinin ve
yeni tekniklerin ortaya ¢ikarilmasi 6nemli bir konudur (Cook vd 2012).

2.2.1. Ekstriizyon

Probiyotik mikroorganizmalarin mikroenkapsiilasyonunda uygulama kontrolii ve
rahathig1 agisindan kullanilan en yaygin metot ekstriizyon metodudur (Heidebach vd
2012). Ekstriizyon, temel olarak sivi hidrokolloit ¢ozeltisinin hazirlanmasi, konsantre
probiyotik mikroorganizma kiiltiiriiniin bu ¢6zelti igerisine ilave edilmesi ve karigimin bir
nozul yardimi ile katilastirict ¢Ozelti igerisine verilmesi ile mikrokapsiillerin elde
edilmesine dayanan fiziksel bir yontemdir. Ekstriizyon yontemine ait islem basamaklari
Sekil 2.1°de verilmistir. Bu amacla tasiyict materyal olarak genellikle aljinat, gellan gam,
ksantan gam, karragenan, ke¢iboynuzu gami ya da bunlarin karigimimin %0.75-4’liik
¢ozeltisi kullanilmaktadir (Heidebach vd 2012, Huq vd 2013, Picot ve Lacroix 2003).

Aljinat ve probivotik hiicreler Aljinat ve probivotik hiicreler

+ $

S Aljinat S
& | L

Probiyotik hiicreler ]?islcin donus yona

-

Kalsiyum kloriir

Kalsiyum-aljinat —
mikrokapsiilleri e ielele)

Sekil 2.1. Ekstriizyon teknigi (a) Dogrusal nozul ve (b) Rotatif nozul (Burgain vd 2011)

Ekstriizyon yonteminde en fazla tercih edilen hidrokolloit, ucuz ve dogal bir
polimer olan aljinatir (Malmo vd 2013). Polisakkarit yapisinda olan aljinat deniz
yosunlarinda ekstrakte edilmektedir. Viskozite arttirici, su baglayict ve triinlerde su
salmay1 engelleyici olarak halihazirda gidalara katkilanmaktadir (Huq vd 2013).
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Ekstriizyon yontemi sonucunda ¢ok farkli biyiiklikte mikrokapsiil
iiretilebilmekte olup kapsiil boyutlarinin 0.5-3 mm arasinda degistigi bildirilmektedir
(Heidebach vd 2012). Partikiillerin boyutu temelde nozul ¢api, nozul ve sertlestirici ajan
arasindaki mesafe ve hidrokolloit ¢ozeltisinin viskozitesine bagli olarak degismektedir
(Anal ve Singh 2007). Ayrica aljinat konsantrasyonunun artmasi dogrudan viskoziteyi
etkilediginden, islem sonunda partikiil boyutunu arttirdig1 da rapor edilmektedir (Rokka
ve Rantamaki 2010).

Ekstriizyon yonteminin tercih edilmesinin en biiylik nedeni, probiyotik
mikroorganizmalarin hiicre membranina zarar vermeden yiiksek canlilik orani ile
mikroenkapstilasyon yapilmasina imkan tanimasidir (Huq vd 2013). Ekstriizyon teknigi
ile iiretilen mikrokapsiillerde canlilik oldukga yiiksektir (Krasaekoopt vd 2003). Yapilan
bir ¢alismada mikroenkapsiilasyon igleminden sonra L. rhamnosus hiicrelerinde %96
canlilik elde edildigi rapor edilmistir (Reid vd 2007). Gallo vd (2014) tarafindan yapilan
bir baska c¢alisgmada ise S. boulardii hiicrelerinin ekstriizyon yontemi ile
mikroenkapsiilasyonunda canlilik oranmnin %90 oldugu bildirilmistir. Probiyotik
mikroorganizmalarin ekstriizyon yontemi kullanilarak mikroenkapsiile edilmesi ile ilgili
yapilan bazi ¢alismalar Cizelge 2.2°de verilmistir.

Cizelge 2.2. Ekstriizyon yonteminin kullanildig1 mikroenkapsiilasyon ¢alismalari

Probiyotik Materyal Partikiil boyutu  Kaynaklar
B. lactis Gellan ve ksantan gam  20-2200 um McMaster vd (2005)
. Aljinat, gellan ve ) Muthukumarasamy vd

L. reuteri ksantan gam 2-4 mm (2006)

L. acidophilus Aljinat 330-450 um Chandramouli vd (2004)

L. ac_ldoph_ll_us, L. A_\I!lnat, kitosan, poli-L- 162 mm Krasaekoopt vd (2004)

casei, B. bifidum lisin

Lactococcus lactis ~ Aljinat ve kitosan 1.89 mm Zhou vd (1998)

L. plantarum AIJlnat, ksantan gam ve 1.86-2.25 mm Valero-Cases ve Frutos
iniilin (2015)

L. acidophilus Aljinat ve Hi-maize 55.13-55.56 um Etchepare vd (2016)
Aljinat, ¢itosan, jelatin,

B. bifidum pektin, karagenan, 30-100 pm Zhang vd (2013)
kegiboynuzu gami

B. bifidum, L.

acidophilus Karagenan Ozer vd (2009)

B. longum Aljinat Amine vd (2014)

Ekstriizyon yonteminin bir baska avantaj1 ise zararli kimyasallar kullanilmadan
dogal hidrokolloitlerle yiiriitilmesi ve hem aerobik hem de anaerobik ortamda
gergeklestirilebilmesidir. Ancak bu yontemin dezavantajlar1 arasinda ise Olgek
biiylitmenin zor olmasi ve kapsiil olusumunun yavas gergeklesmesi sayilabilir (Picot ve
Lacroix 2003).
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2.2.2. Emiilsiyon

Emiilsiyon yontemi, ekstriizyon ile olduk¢a benzerdir. Bu yontemdeki temel
prensip, hazirlanan hidrokolloit ¢6zeltisinin (siireksiz faz) sertlestirici ajandan 6nce bir
yag fazi (siirekli faz) igerisinde dispersiye edilmesine dayanmaktadir. Probiyotik
mikroorganizmalar1 iceren hidrokolloit ¢6zeltisinin yag fazi1 igerisinde daha 1yi
dagilabilmesi i¢in emiilsifikatorler ve siirfaktan kullanilmasi 6nerilmektedir (Burgain vd
2011). Emiilsiyon tekniginin islem basamaklar1 Sekil 2.2’de verilmistir.

Kalsiyum kloriir flavesi

? < ? Smi Aljinat

Hidrokolloi
ve
Probiyotik\ -

hiicreler l BitEu'sel
yag
; - s
‘ . v Probiyotik
| hitcreler
) N, g YV

Sekil 2.2. Emiilsiyon teknigi (Burgain vd 2011)

Bu teknikte az miktardaki probiyotik mikroorganizma ve hidrokolloit karigima,
fazla miktardaki yag icerisine ilave edilerek su/yag emiilsiyonu olugana kadar karistirilir.
Mikroenkapstilasyonunun bu asamasinda homojen bir dagilim saglanmasi agisindan
Tween 80 gibi emiilsifikatorler kullanilabilmektedir. Ardindan sertlestirici ajan olarak
kalsiyum kloriir ilave edilerek kapsiil formlar1 elde edilir. Yag fazi igerisine dispersiye
olmus probiyotik/hidrokolloit karisimi sertleserek kapsiil formuna doniigiir. Emiilsiyon
tekniginin bu basamaginda partikiil boyutunun kontrol edilmesi su/yag fazinin ne kadar
iyi dispersiye oldugu ile ilgilidir. Ayrica emiilsifikator kullanimi yiizey gerilimini de
azaltacagindan daha kiigiik kapsiiller elde edilebilmektedir (Huqg vd 2013, Krasaekoopt
vd 2003, Picot ve Lacroix 2003).

Emiilsiyon teknolojisi, gida biliminde probiyotik mikroorganizmalarin
mikroenkapsiilasyonunda yaygin olarak kullanilmaktadir. Emiilsiyon teknigi, ekstriizyon
ile kiyaslandiginda, oOlcek biiylitmeye oldukca uygun olup kapasitesi kolayca
arttirilabilmektedir. Ayrica ekstriizyon yontemiyle kiyaslandiginda daha kiigiik boyutta
kapstillerde elde edilebilmektedir. Ancak islem sirasinda siirekli faz olarak kullanilan
bitkisel yag, islemden sonra tam olarak uzaklastirilamadigindan bazi istenmeyen
durumlar ortaya ¢ikabilmektedir. Bu nedenle son zamanlarda protein veya polisakkarit
yapisinda siirekli fazlarin gelistirilmesi 6nerilmektedir (Heidebach vd 2012, Huq vd 2013,
Krasaekoopt vd 2003, Picot ve Lacroix 2003). Probiyotik mikroorganizmalarin
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emiilsiyon yontemi kullanilarak mikroenkapsiile edilmesi ile ilgili yapilan bazi calismalar
Cizelge 2.3’de verilmistir.

Cizelge 2.3. Emiilsiyon yonteminin kullanildigi mikroenkapsiilasyon ¢alismalart

Probiyotik Materyal Boyut Canhbik (%) Kaynaklar
L. salivarus Pektin, kazeinat 10-20 um 84 Zhang vd (2015)
L. paracasei Kazeinat Wurth vd (2015)
B. lactis Aljinat 77 um 89 Holkem vd (2016)
L. plantarum Aljinat 0.5-1 mm Valero-Cases (2015)
L. helveticus, Aliinat. gellan aam Rosas-Flores vd
L. lactis Jinat, getlan g (2013)
L. casei L(aze'”at' gellangam, — »es im 71 Nag vd (2011)
anola yag1
L. plantarum, .
L. casei, L. P-glukan, polietilen 74 Shah vd (2016)
brevi glikol
revis
Aljinat, ¢itosan, jelatin,
B. bifidum pektin, karagenan, 13-20 um 86 Zhang vd (2013)
kegiboynuzu gami

: < . 39-196 .
B. lactis Yagsiz siit tozu, rennet um Lisova vd (2013)
L. paracasei Kazein, rennet 160 um 110 Heidebach vd (2009)
B. bifidum, L.
acidophilus Karagenan Ozer vd (2009)
B. longum Aljinat 84 Amine vd (2014)

Ekstrizyon ve emilsiyon yontemi probiyotik  mikroorganizmalarin

mikroenkapsiilasyonunda uygulama kolaylig1 agisindan yaygin olarak kullanilmaktadir.
Ancak her iki yontemde de tiretilen mikrokapsiil boyutlar1 kontrol edilememekte ve ¢cok
genis bir araliga yayilmaktadir. Gida tiriinlerinde kullanilacak mikrokapsiil boyutlarinin
organoleptik agidan 100 pm’den daha kiigiik olmasi dnerilmektedir (Burgain vd 2011).
Bu nedenle son zamanlarda piiskiirterek kurutma sistemleri gibi daha kii¢lik partikiil
boyutu saglayan mikroenkapsiilasyon teknikleri lizerine yogunlastirmistir.

2.2.3. Piiskiirterek kurutma (Spray drying)

Piskiirterek kurutma teknigi gida sanayisinde temelde sivi gidalarin kurutulmasi
icin kullanilan yaygin bir yontem olmakla birlikte son yillarda probiyotik
mikroorganizmalarin mikrokapsiil formuna donistiiriilmesi amaciyla sik¢a da
kullanilmaktadir. Probiyotik mikroorganizmalarin piiskiirterek kurutulmasi fikri ilk
olarak 1914 yilinda laktik asit bakteri kiiltiirlerinin kurutulmasi ile ortaya cikmustir.
Ardindan ise yontemin hizi ve siirekli iiretim imkan1 gibi faktorler nedeniyle, yontemin
kullanimi arttirmis ve daha ¢ok ¢alisma imkani taninmistir (Peighambardoust vd 2011).

Piiskiirterek kurutma, s1v1 6rnegin sicak gaz ortamina piiskiirtiilmesiyle aninda toz
tirlin haline donligmesini saglayan temel bir islemdir. Kurutma sirasinda genellikle
kurutucu gaz olarak hava tercih edilmekle birlikte ugucu ¢ozelti igeren bazi ekstraktlar
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azot altinda da kurutulabilmektedir. Piiskiirtiilecek ornek bir ¢ozelti, emiilsiyon veya
stispansiyon halinde olabilir (Gharsallaoui vd 2007). Kurutma siiresi genellikle 5-100 s
arasinda olup (Corrigan 1995) iyi dizayn edilmis bir sistemde, 6rnek beslendikten sonra
15-30 s sonunda toz halinde toplama kabindan geri alinabilmektedir (Gharsallaoui vd
2007).

Yontemin temel prensibi; farkli tasiyici polimerlerin su igerisinde ¢oziinmesi ve
bu ¢ozelti igerisine probiyotik mikroorganizma kiiltiirlerinin ilavesinden sonra
puskiirterek kurutma sisteminde kurutulmasma dayanmaktadir. Piiskiirterek kurutma
sisteminin sematik goriinimii Sekil 2.3’te verilmistir. Bu sistemde aktif maddeyi i¢erecek
sekilde hazirlanan tasiyici ¢ozelti, bir atomizer yardimi ile 6nceden sicakligr ayarlanmis
kurutma haznesi igerisine piiskiirtiilmektedir. Sicak hava ile karsilagan besleme ¢ozeltisi
kuruyarak, buharlasan su hava filtresinden gegtikten sonra ortama atilmaktadir. Bu sirada
ayrima Siklonuna gelen toz partikiilleri terminal hiz farkindan faydalanilarak toplama
kabinda biriktirilmektedir. Piskiirterek kurutma sisteminde 1s1 ve kiitle transferi
eszamanli olarak gerceklesmekte olup 1s1 transferinin, kurutma prosesini yiiriiten temel
kuvvet oldugu bildirilmektedir (Riveros vd 2009). islem sonunda merkezde aktif maddeyi
igceren disarida ise tasiyici tarafindan ¢evrelenmis mikrokapsiiller elde edilmektedir.

Sicak gaz

Atomizer
Jozul

Kurutma
‘ ‘ Cemberi '

Puskairterek kanrutubnus milcrokap siiller

- "... ‘s
': ::i:h-

®8 & @ Probivotik hiicreler

Alctif madde igeren
tasryic: materval ¢ozeltisi

Sekil 2.3. Piiskiirterek kurutma teknigi

Bu amagla kullanilan tastyict materyaller genellikle suda ¢oziiniir formda
karbonhidrat, protein veya bunlarin tiirevlerinden olusmaktadir. Tasiyicilara 6rnek olarak
ise Arap zamki, jelatin, peynir alt1 suyu protein izolati, maltodekstrin, B-siklodekstrin,
yagsiz siit tozu, soya proteini ve modifiye nisastalar verilebilmektedir (Rokka ve
Rantamaki 2010, Heidebach vd 2012, llha vd 2015). Tim bunlara ilaveten
mikroenkaspiilasyonda kullanilacak ¢ozeltinin film olusturma, emiilsifikasyon ve diisiik
viskozite 6zelliklerine sahip olmasi gerektigi bildirilmektedir (Gharsallaoui vd 2007).

Piiskiirtiilerek kurutucuya beslenecek ¢ozeltinin viskozitesi son derece 6nemlidir.
Ciinkii ¢ozelti viskozitesi enkapsiile mikroorganizmalarin canlilifint  dogrudan
etkilemektedir. Diisiik viskoziteli ¢ozelti kullaniminda besleme akis orani artmakta,
damlacik hacmi azalmakta ve sicak hava ile damlacigin temas yiizeyi artmaktadir.
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Boylece hizli bir kuruma saglanmakta ve bakterilerin sicaklik ile temas siiresi
kisalmaktadir (Avila-Reyes vd 2014). Kullanilan tasiyict materyallerin kimyasal ve
fiziksel 6zelliklerine gore ¢ok farkli sekil ve boyutta mikrokapsiil elde edilebilmektedir
(Sekil 2.4).

O £ @ O

Basit Diizensiz Coklu-cekirdek Coklu-duvar

Sekil 2.4. Piskiirterek kurutma ile tiretilen farkli mikrokapsiil sekilleri (Gibbs vd 1999)

Piiskiirterek kurutma sirasinda son irlinlin Ozellikleri sistem parametreleri
degistirilerek kontrol altina alinabilmektedir. Bu parametrelerden en énemlileri kurutma
girig ve ¢ikis sicakligi olup probiyotik mikroorganizmalarin mikroenkapsiilasyonunda en
cok dikkat edilmesi gereken parametredir. Ciinkii piiskiirterek kurutma sirasinda
uygulanan yiiksek sicaklik ile dehidrasyon ve inaktivasyon meydana gelmekte olup
bunun sonucunda probiyotik mikroorganizmalarin hiicre membraninda Vveya
proteinlerinde geri doniisiimsiiz degisiklikler ortaya g¢ikabilmektedir (Avila-Reyes vd
2014, Bustamante vd 2015, Malmo vd 2013, Peighambardoust vd 2011). Yapilan bir
calismada piiskiirterek kurutma sirasinda artan kurutma sicakliklarinin L. lactis tizerinde
olumsuz etki yarattigi ve 200°C’nin iizerindeki kurutma sicakliklarinda higbir canlilik
tespit edilemedigi rapor edilmistir (Ghandi vd 2012). Kurutma sicakligina ilaveten
probiyotik mikroorganizmalarin islem sonundaki canlilig tizerine ayrica kiiltiiriin tipi ve
stres toleransi, tagtyicinin 6zellikleri ve kurutma stiresi gibi faktorler de etkili olmaktadir
(Chavez ve Ledeboer 2007, Pinto vd 2015).

Probiyotik mikroorganizmalarin mikroenkapsiilasyonunda yiiksek sicakligin
yaninda kullanilan tasiyict maddelerin suda kolayca ¢oziinebilir formda olmas1 da bagka
bir dezavantaji olusturmaktadir. Bu yontemle firetilen mikrokapsiiller suda
¢oziindiigiinden aktif materyal kolayca serbest kalmakta ve depolama sirasinda ya da
sindirim sisteminden gecis sirasinda uzun siire koruyuculuk saglamamaktadir
(Krasaekoopt vd 2003). Puskiirterek  kurutma  yontemi ile  probiyotik
mikroorganizmalarin mikroenkapsiilasyonuna ait bazi c¢aligmalar Cizelge 2.4°te
verilmistir.
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Cizelge 2.4. Piiskiirterek kurutma yonteminin kullanildigi mikroenkapsiilasyon ¢alismalar

Kurutma Partikiil

Probiyotik Materyal sicakliklart ~ boyutu Canhilik Kaynaklar
° (%)
(9] (um)
Rajam vd
L. plantarum  FOS, PASPI 110/55 6-23 86 (2015)
- Yagsiz siit, iniilin, ) Fritzen-Freire
B. bifidum oligofruktoz 150/55 14-18 vd (2012)
. g . Dimitrellou vd
L. casei Yagsiz siit 170/80-85 75 (2016)
De Castro-
B. lactis PASP 150/50-60 11.23 Cislaghi vd
(2012)
PASP,
L. rhamnosus  maltodekstrin, 160/65 Ying vd (2012)
glikoza, iniilin
.. Duongthingoc
S. boulardii PASPI 90/45-50 vd (2013)
L. rhamnosus D irencli nisasta, 135, 145 5.75 go  AvilaReyesvd
iniilin (2014)
Maltodekstrin,
. . keten tohumu Bustamante vd
L. acidophilus miisilfPve 110, 125 82 (2015)
proteini
Yagsiz siit, Corcoran vd
L. rhamnosus polidekstroz 170/85 (2004)
. Jantzen vd
L. reuteri PAS 100/55-65 5.2 (2013)
Maltodekstrin,
trehaloz, soya Lapsiri vd
L. plantarum proteini, siit 130/70 57 (2012)
proteini, palatinoz
B. lonaum. B Jelatin, nisasta,
B. longum, . Arap zamki, 100/50 Lian vd (2003)
infantis N ,
yagsiz sut
Maltodekstrin, Yonekura vd
L. acidophilus PASP, aljinat, 134/76 1351 (2014)
citosan, HPMC
L. acidophilus T3P ZAMKL B~ 4708599 1.3 Zhao vd (2008)

siklodekstrin

Tim bu dezavantajlara ragmen piskiirterek kurutma yontemi probiyotik
mikroorganizmalarin mikroenkapsiilasyonunda ¢ok yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
Bunun en biiyiik nedenti ise elde edilen mikrokapsiillerin toz halinde ve diger yontemlerle
kiyaslandiginda daha kiigiik partikiil boyutuna sahip olmasi ve mikrokapsiillerin bu
Ozellikleri ile farkli gidalara kolayca katkilanabilmesidir (Yonekura vd 2014).

Mikroenkapsiilasyon yontemleri

ve elde

karsilastirmalar Sekil 2.5°te verilmistir.
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Sekil 2.5. Mikroenkapsiilasyon yontemleri sonucunda elde edilen iiriinlerin partikiil boyutlari
kargilagtirmalar (Krasackoopt vd 2003)

Son {iriiniin partikiil boyutunun yaninda piiskiirterek kurutma sisteminin hizli ve
diisiik maliyetli olmasi da sistemin avantajlar1 arasindadir. Ayrica sistem yenilenebilir ve
endiistriye de uygulanabilir nitelige sahiptir (Burgain vd 2011). Piiskiirterek kurutma
yontemi ile iiretilen son iiriin, diisiik maliyetle tasinabilir ve diisiik su aktivitesi sayesinde
uzun depolama periyotlarinda stabil 6zellikte olmaktadir (Gardiner vd 2000).

2.2.4. Piiskiirterek dondurma (Spray chilling)

Piiskiirterek dondurma, piiskiirterek kurutma teknigine oldukca benzer bir yontem
olup temel farklilik kullanilan tasiyici materyalden kaynaklanmaktadir. Piiskiirterek
kurutma yonteminde tasiyici materyal olarak genellikle suda ¢oziiniir polimerler
kullanilirken, piiskiirterek  dondurmada ise hidrofobik karakterli materyaller
kullanilmaktadir. Bu amacla en ¢ok kullanilan materyaller; fosfolipitler, hidrojenize
yaglar, mumlar, yag asitleri, polietilen glikol ve bunlarin karigimlaridir (Chambi vd 2008,
Gamboa vd 2011, Nedovic vd 2011, Okuro vd 2013b, Sillick ve Gregson 2012).
Piiskiirterek kurutma ve dondurma yontemlerindeki bir bagka farklilik ise 1s1 transfer
yoniidiir. Piiskiirterek kurutma yonteminde 1s1 akisi, havadan partikiillere dogru iken,
puiskiirterek dondurma yonteminde ise materyalden havaya dogru gerceklesmektedir
(Okuro vd 2013Db). Piiskiirterek dondurma ve piiskiirterek kurutma sistemleri arasindaki
farkliliklar Cizelge 2.5’te verilmektedir.

Mikroenkapsiilasyonda kullanilacak aktif materyal probiyotik mikroorganizmalar
oldugundan inaktivasyona neden olmamak i¢in erime sicakligi 32-48°C olan yaglar tercih
edilmektedir. Ayrica kullanilacak yagin erime sicakliginin dar bir aralikta olmasi hizl
katilagsmay1 ve homojen kapsiil olusumunu saglayacagindan énemlidir (Okuro vd 2013a).
Kullanilan hidrofobik materyallerin erime sicakliklari, bitkisel yaglarin hidrojenizasyon
derecesi kontrol edilerek istenilen araliga ayarlanabilmektedir.

Probiyotik  mikroorganizmalarin  piiskiirterek ~ dondurma  yontemi ile

mikroenkapsiilasyonunda ilk olarak diisiikk erime sicakligina sahip hidrojenize yag
eritilmektedir. Ardindan emiilsifikatér eklenen erimis yag fazi donma sicakliginin
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tizerindeki bir sicakliga sogutulduktan sonra igerisine probiyotik mikroorganizma kiiltiiri
ilave edilmekte ve piiskiirterek dondurma sistemine beslenmektedir. Nozul igerisinde
atomize edilen probiyotik kiiltiir ve yag karisimi, yag fazinin kendi erime noktasinin daha
altinda bir sicaklik ile temas ettiginde katilagsarak mikrokapsiil haline gelmektedir. Hava

akimi ile tagiarak ayirma siklonuna gelen mikrokapsiiller terminal hiz farki ile toplama
kabinda birikmektedir.

Cizelge 2.5. Piiskiirterek kurutma ve piiskiirterek dondurma sistemi arasindaki farkliliklar
(Okuro vd 2013a)

Ozellik Piiskiirterek kurutma Piiskiirterek dondurma
.. Enerji akis1 ortamdan damlaciga Ener]i akist damlaciktan
Enerji akis1 erceklesmektedir katilagtirma ortamina
gergexics gerceklesmektedir
. - Katilagmanin engellenmesi igin
Ekipman Isitmasiz besleme tiipii

1sitmali besleme tiipii

Kurutma hiicresi Sicak hava Soguk hava ya da siv1 azot
Partikiil boyutu 5-150 um 20-200 pm

Cozunme Suda ¢ozlinme Isitma, lipaz ve safra tuzu
mekanizmasi

Evaporasyondan dolay1 porozlii

Partikiil morfolojisi . . SR
diizensiz geometrik ylizey yapisi

Yogun, kiiresel, piiriizsiiz ylizey

Vaks, yag asitleri, suda ¢oziiniir

Tastyici Suda ¢oziiniir polimerler polimerler ve ¢Oziinmez
monomerler

Vitamin,aroma, mikroorganizma Demir siilfatlar, vitaminler,

Gida bilesenleri kiiltiirleri, karotenoidler, yaglar, mineraller, probiyotikler, enzimler

enzimler ve asitlik diizenleyiciler

ve asitlik diizenleyiciler

Proses basamaklari

Coziinmiis  tasiyict  materyal
¢Ozeltisi igerisinde aktif
materyalin dispersiye edilmesi
veya ¢Oziinmesi, atomizasyon ve
kuruma

Erimis lipit karisim igerisinde aktif
materyalin  dispersiye edilmesi
veya ¢Ozlinmesi, atomizasyon ve
dondurma

Aktif materyal (%)

5-50

10-20

Giliniimiizde, piiskiirterek dondurma yonteminden ¢ogunlukla eczacilik alaninda
yararlanilmakta olup vitaminler, mineraller, peptitler, serbest amino asitler, enzimler ve
aroma bilesikleri gibi gida bilesenleri mikroenkapsiile edilmektedir. Piiskiirterek
dondurma yontemi endiistriyel ¢apta uygulanabilme, diisiik maliyet, etanol ve eter gibi
organik coziiciiler gerektirmeme ve diisiik sicaklikta uygulama imkanlar1 saglamasi gibi
bir takim avantajlara sahip iken; diislik enkapsiilasyon etkinligi ve aktif maddenin yiizeye
sizabilmesi gibi baz1 dezavantajlara da sahip oldugu bildirilmektedir (Chambi vd 2008,
Okuro vd 2013b, Pedroso vd 2012).
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Piiskiirterek dondurma yontemine olan ilgi son zamanlarda hizla artmakta olup,
uygulama sirasinda yliksek sicakliklara gerek kalmamasi ve kaplama ajanlarinin
hidrofobik 0Ozellikleri nedeniyle probiyotik mikroorganizmalarin enkapsiilasyonunda
kullanilabilecegi bildirilmektedir. Kullanilan yag bazli kaplama ajanlari kimyasal
ozellikleri nedeniyle iiretim ve depolama sirasinda probiyotiklerin stabilizasyonunu
arttirmaktadir. Ayrica piiskiirterek dondurma ile tiretilen probiyotik mikrokapstiller suda
¢oziinmedikleri i¢in midenin asitlik kosullarindan da etkilenmeden bagirsaklara
ulasabilmekte ve bu bdlgede bulunan lipaz enzimi varligiyla ortama salinarak aktivite
kazanmaktadir. Yapilan bir calismada puiskiirterek dondurma yontemi ile tiretilen B. lactis
ve L. acidophilus mikrokapsiillerinin %90’ mnin mide ve bagirsak sisteminde canli kaldig1
tespit edilmistir (Okuro vd 2013b, Pedroso vd 2012). Piiskiirterek dondurma yontemi ile
probiyotik mikroorganizmalarin mikroenkapsiilasyonuna ait ¢alismalar Cizelge 2.6’da
verilmistir.

Cizelge 2.6. Piiskiirterek dondurma yonteminin kullanildigi mikroenkapsiilasyon galigsmalari

Yag erime Boyut Canhilik

Probiyotik Materyal sicakhig (°C) (um) (%) Kaynaklar
L. acidophilus Palm yagi 43.34 65 97 Okuro vd (2013)
Eéilgg;iﬁi,lté Kakao yag, 36.5 44.4 99 Pedroso vd (2013)
S;i'j‘(?;iﬁ ;.tg Palm yag 475 24-40 100  Pedroso vd (2012)
Séi'ffgﬁiutg Bitkisel yag 51 60-85 97 Bampi vd (2016)

Puskiirterek dondurma yontemi ile daha g¢ok matriks tipi mikrokapsiiller
iiretilmektedir. Bir bagka anlamda aktif materyal yalnizca ¢ekirdekte degil kapsiiliin her
tarafina yayilmis bir bicimde bulunmaktadir. Bu nedenle bu yontemle {retilen
mikrokapsiiller yogun ve agir bir kapsiil yapisina sahiptir. Plskiirterek dondurma
sirasinda ortaya ¢ikan bu matriks goriiniimii soguma hizi ile dogrudan iligkili olup hizli
soguyan lipit bazli kapsiillerde stabil olmayan o formunun, yavas soguyan kapsiillerde ise
B formunun olustugu rapor edilmistir (Okuro vd 2013a). Piiskiirterek kurutma ve
puskiirterek dondurma yontemi ile iiretilen mikrokapsiillerin SEM goriintiisti Sekil 2.6’da
verilmistir.

Sekil 2.6. (a) Piiskiirterek kurutma yontemi ile iiretilen mikrokapsiiller, (b) piiskiirterek dondurma
yontemi ile liretilen mikrokapsiiller (Okuro 2013a)
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Piiskiirterek  dondurma  yontemi  yiikksek koruyucu etkisi nedeniyle
mikroenkapsiilasyon ¢aligmalarinda yeni bir teknik olarak son zamanlarda kullanilmaya
baslanmistir. Farkli gida bilesenlerinin bu yontemle mikroenkapsiile edilmesi ile ilgili
cesitli calismalar mevcuttur. Bu ¢alismalardan bazilarinda aktif materyal olarak likopen,
zencefil oleoresini, gallik asit ve askorbik asit se¢ilmis olup tasiyict materyal olarak ise
firmceilik yagi, palm yagi, hidrojenize soya yagi ve stearik asit kullanilmistir (Alvim vd
2016, Consoli vd 2016, Oriani vd 2016, Pelissari vd 2016). Ancak probiyotik
mikroorganizmalarin piiskiirterek dondurma sisteminde mikroenkapsiile edilmesi ile
ilgili ¢ok smirli sayida c¢alisma bulunmaktadir. Probiyotik mikroorganizmalar1 igeren
gidalarin sayisinin her gegen giin arttigi goz Oniline alindiginda, probiyotiklerin hem
tirlinde hem de sindirim sirasinda canliligini arttiracak yeni tekniklere ihtiya¢ duyuldugu
goriilmektedir. Bu anlamda piskiirterek dondurma sisteminde farkli hidrofobik
materyallerin ve bunlarin karigimlarinin probiyotik mikroorganizmalar tizerinde ki
koruyucu etkilerinin belirlenmesi énemlidir. Ayrica piiskiirterek dondurma tekniginin
kolayca optimize edilebildigi diisiiniiliirse diger mikroenkapsiilasyon teknikleri ile
kombine bir sekilde kullanim1 da ortamin ekstrem sartlarina daha dayanikli probiyotik
mikrokapsiillerin liretimine imkan taniyabilecektir.

2.3. Yeni Fonksiyonel Gidalarin Gelistirilmesi

Fonksiyonel gida tiiketiminin, basta ABD ve Avrupa iilkeleri olmak iizere tim
diinyada hizla yayginlagsmakta oldugu ve 2018 yili itibariyle toplam fonksiyonel gida
pazarinin 38 milyar dolar1 bulacagi tahmin edilmektedir (De Prisco ve Mauriello 2016).
Tiirkiye’de ise fonksiyonel gida pazari gelismekle birlikte bu tiir iirlinler cogunlukla
yabanct kaynakli olarak biiyiik firmalar tarafindan {iretilerek pazarlanmaktadir.
Gelismislik diizeyi yiiksek olan toplumlarda fonksiyonel gidalara olan talep de
artmaktadur.

Gilinlimiizde gida satis merkezlerinde mevcut olan enkapsiile probiyotik gidalarin
yaklasik %49’unun siit, %28’inin meyve ve sebze, %13 lniin et ve %10 unun ise
firincilik tirtinleri kaynakli oldugu bildirilmektedir (De Prisco ve Mauriello 2016). Ancak
siit bazli olmayan ve probiyotik mikroorganizma i¢eren yeni Uriinlerin gelistirilmesi, son
zamanlarda olduk¢a yogun ¢aligmalar yapilan konular arasinda yer almaktadir (Angelov
vd 2006, Farnworth ve Champagne 2010, Reid vd 2007). Yeni probiyotik fonksiyonel
gidalarin gelistirilmesi, halk sagligini iyilestirmesinin yani sira gida se¢iminde cesitlilik
de saglamaktadir (Anekella ve Orsat 2013).

Gida endiistrisinin temel amaci gida formlarinin saglik iyilestirici ve besinsel
ozelliklerini arttiric1 yeni gidalarin tiiketimini arttirmaktir (Anekella ve Orsat 2013). Bu
anlamda ise probiyotik mikroorganizmalar1 igeren gidalar 6nem kazanmaktadir.
Probiyotik gida sektori, tiiketicilerin istekleri dogrultusunda hizla gelismekte olup
probiyotik bakterileri tasima kapasitesine sahip yeni gidalarin gelistirilmesi 6nemli bir
konudur. Probiyotik mikroorganizmalarca zenginlestirilen gidalarin ¢ogunlugu serbest
formla yapilmakta olup c¢ok az bir kisminda mikroenkapsiile probiyotikler
kullanilmaktadir (De Prisco ve Mauriello 2016). Halbuki bu tiir iiriinlerin gelistirilmesi
sirasinda karsilagilan en biiyiik sorun son {irtinde istenilen diizeyde canli mikroorganizma
saglanabilmesi ve bu sayimnin iiriniin depolanmasi siiresince korunabilmesidir (Pinto vd
2015). Bu nedenle probiyotik tiriinlerin tiretimi sirasinda mikroorganizma canliliklarmin
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korunmasina imkan saglayan yeni mikroenkapsiilasyon teknikleri gelistirilmelidir. Yeni
ve yliksek sicakliga dayanikli probiyotik mikrokapsiillerin iiretilmesi tahil bazli firin
iirtinleri gibi gidalarin da probiyotik mikroorganizmalarca zenginlestirilebilmesine imkan
taniyabilecektir (Burgain vd 2011, Mattila-Sandholm vd 2002, Mandal vd 2012).

Literatiirde enkapsiile probiyotik mikroorganizmalarin  ¢esitli  gidalara
katkilanmasi ile ilgili yapilan ¢esitli ¢alismalar bulunmaktadir. Bu anlamda ¢ogunlukla
ekstriizyon ve emiilsiyon teknigi ile mikroenkapsiile edilmis farkli probiyotik
mikroorganizma Kkiiltiirleri mayonez, meyve suyu ve sosis gibi 1sil islem gérmemis
gidalara ilave edilmistir (Burgain vd 2011). Mikroenkapsiile probiyotik mikroorganizma
ilave edilerek iiretilen ve siit bazli olmayan gidalar Cizelge 2.7’de verilmistir. Yapilan bir
calismada emiilsiyon teknigi kullanilarak L. casei hiicreleri mikroenkapsiile edilmis ve
elde edilen mikrokapsiiller ¢ikolatali bar iiretiminde kullanilmistir. Depolama siiresi
sonunda (60 giin) tiriinlerin hala kabul edilebilir seviyede (8 log kob/g) probiyotik hiicre
icerdigi tespit edilmistir (Mandal vd 2012). Yapilan bagka bir ¢alismada ise ekstriizyon
yontemi ile peynir alti suyu izolati kullanilarak L. rhamnosus hiicrelerini igeren
mikrokapstller iiretilmis ve biskiivi iiretiminde kullanimi1 arastirilmistir. Biskiivi
hamurunda 10 kob/g seviyesinde bulunan probiyotik mikroorganizma sayisi, pisirme
sirasinda uygulanan yiiksek sicakliktan etkilenerek {i¢ haftalik depolama siiresi sonunda
102 seviyesine kadar diismiistiir (Reid vd 2007). Baska bir calismada ise yine emiilsiyon
yontemi kullanilarak L. casei hiicreleri enkapsiile edilmis ve dolgulu kek tiretiminde
dolgu icerisine ilave edilmistir. Depolama sonunda (30 giin) probiyotik hiicre seviyesinin
ortalama olarak 4 logaritmik birim azaldigi ancak hala kabul edilebilir seviyede oldugu
ve serbest L. casei hiicrelerinin ise mikroenkapsiile edilmis hiicrelere gore yaklasik iki
kat daha fazla inaktivasyona ugradigi belirlenmistir (Zanjani vd 2012). Probiyotik ekmek
iiretiminin amaglandigi bir ¢alismada ise L. rhamnosus hiicreleri yenilebilir film igerisine
ilave dilerek pisirme sonrasinda ekmeklerin {izerine piiskiirtiilmiis ve ardindan sicak hava
yardimi ile kurutulmustur. Kurutma sonrasinda ekmeklerin L. rhamnosus igeriginin 6 log
kob/g seviyesinden yiiksek oldugu ve en iyi korumanin peynir altt suyu protein
konsantresi i¢eren filmlerde saglandigi tespit edilmistir (Soukoulis vd 2014). Ayni amagla
yapilan bir bagka ¢aligmada ise L. acidophilus hiicreleri farkli tasiyicilar kullanilarak
plskiirterek kurutma sisteminde mikroenkapsiile edilmis ve nisasta bazli film iiretimine
ilave edilerek pisirilmis ekmek iizerine kaplanmistir. Kaplama sonunda ekmekte ortalama
3.75 log kob/g olan L. acidophilus sayisinin 24 saat depolama sonunda 1.36 log kob/g
degerine diistiigl belirlenmistir (Altomirano-Fortoul vd 2012).
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Cizelge 2.7. Mikroenkapsiile probiyotik mikroorganizma ilave edilerek iiretilen siit bazli olmayan
gidalar (Burgain vd 2011)

Uriin Probiyotik Yoéntem Kaplama

Mayonez B. bifidum, B. infantis Emiilsiyon Aljinat

Icecek Bifidobacterium PL1 Ekstriizyon Nisasta

Domates suyu L. acidophilus Ekstriizyon Karagenan
Yumusak icecek  B. lactis Ekstriizyon Gellan, Ksantan gam
Domates suyu L. acidophilus Ekstriizyon  Aljinat

Sosis L. reuteri Ekstriizyon  Aljinat

Sosis L. reuteri, B. longum Ekstriizyon Aljinat

Biskiivi L. rhamnosus Ekstriizyon PASP

L. rhamnosus, L. salivarius, B.
longum, L. plantarum, L.

Portakal suyu acidophilus, L. paracasei, B. Emilsiyon
lactis
Cikolata L. helveticus, B. longum Piigkigerek Yag asitleri
kaplama

2.3.1. Probiyotik tasiyic1 gida olarak kek

Kek, iiretim ve tiiketim agisindan ekmekten sonra en fazla pazar payina sahip olan
firn iirtindi olup bu oranin her yil yaklasik %1.5 oraninda arttig1 bildirilmektedir. Kek;
farkl1 oranlarda un, seker, yumurta, yag ve kabartma ajanlarimin karistirtlmasi ve
pisirilmesi ile elde edilen bir iiriindiir. Icerdikleri seker ve un miktarma gore diisiik ve
yiiksek oranli ve liretim proseslerine gore de hamur, koplik ve pasta keki olarak
siiflandirilabilmektedir (Wilderjans vd 2013).

Ekmek, biskiivi, kek ve pasta gibi firmcilik {irtinleri giinliik tilketimde 6nemli bir
yer tutmaktadir. Bu nedenle tiiketici tarafindan kabul edilebilir bir iiriin ortaya ¢ikarilmasi
ile fonksiyonelligin kazandirilabilecegi en iyi kaynaktir. Gilinlimiizde gida bilimi ve
teknolojisinin gorevlerinden biri de lezzetli, fonksiyonel ve glivenli gidalar iiretmektir.
Ancak firincilik iriinlerinin yiiksek pisirme sicakligi nedeniyle, probiyotik olarak
gelistirilmesi ile ilgi yapilan ¢alismalar oldukga kisitlidir (De Prisco ve Mauriello 2016).
Mikroenkapsiile edilmis probiyotik mikroorganizmalar ile iiretilen tahil bazli gidalar
Cizelge 2.8’de verilmistir.

Firmcilik drlinlerine probiyotik mikroorganizmalarin  katkilanmas: temelde
hamura karigtirilmasi, pisirilmis iiriiniin yiizeyine uygulanmasi veya krema dolgusu
icerisine ilave edilmesi ile uygulanmaktadir (De Prisco ve Mauriello 2016). Bu
yontemlerden pisirme sonrasi uygulamalar istenilen diizeyde canlilik saglarken pisirme
sirasinda uygulanan sicakliklar neredeyse biitlin probiyotik canlilifin inaktivasyonuna
neden olmaktadir. Bu anlamda kek, ekmek ve biskiivi gibi pisirilerek iiretilen gidalara
probiyotik 6zellik kazandirilmasi ancak 1sil islem direnci yliksek mikrokapsiillerin
tiretimi ile miimkiin olmaktadir (Mandal vd 2012).
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Cizelge 2.8. Mikroenkapsiile edilmis probiyotikler ile {iretilen tahil bazli gidalar

Uriin Probiyotik Yoéntem Kaynak

Ekmek L. rhamnosus - Soukoulis vd (2014)

Ekmek L. acidophilus Emiilsiyon Seyedain-Ardabili (2016)

Ekmek L. acidophilus Piiskiirterek kurutma Altamirano-Fortoul (2012)

Ekmek B. lactis Zhang vd (2014)

Kek L. casei Emiilsiyon Zanjani vd (2012)

Erigte L. plantarum Dondurarak kurutma Rajam vd (2015)

Biskiivi L. rhamnosus Dono!_u rarak kurutma, Reid vd (2007)
ekstriizyon

Tahil bar ILéczgldODh”us’ B. Piiskiirterek dondurma Bampi vd (2016)

Sufle L. reuteri Piiskiirterek kurutma Malmo vd (2013)
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Calismada probiyotik bakteriler olarak Lactobacillus acidophilus LA-5 ve
Bifidobacterium bifidum BB-12 (Chr. Hansen, Danimarka) ve probiyotik maya olarak ise
Saccharomyces boulardii (Reflor, Cedex, Fransa) kullanilmistir. Piiskiirterek dondurma
caligmalarinda kullanilan hidrojenize palm yag (HYSOC-40) Cargill, MN, ABD
firmasindan temin edilmistir. Probiyotik mikrokapsiillerin tiretiminde kullanilan Arap
zamki, maltodekstrin, jelatin ve B-siklodekstrin hidrokolloidleri ise Sigma (Taufkirchen,
Almanya) firmasindan temin edilmistir. Sade, ¢ikolata kremasi dolgulu, marmelat
dolgulu ve gikolata kaplamali kek drneklerinin iiretiminde kullanilan kek malzemeleri ise
sektorde iyi bilinen firmalardan yiiksek kalitede satin alinmistir. Arastirmada kullanilan
tim kimyasallar analitik saflikta olarak Sigma (Taufkirchen, Almanya) veya Merck
(Darmstat, Almanya) firmasindan temin edilmistir.

3.2. Metot
3.2.1. Probiyotik Kkiiltiirlerin hazirlanmasi

S. boulardii kiiltiiriiniin hazirlanmasi: 25 mg liyofilize S. boulardii kiiltiiri aseptik
sartlarda 250 mL hacmindeki erlen igerisine tartilarak tizerine 50 mL steril Yeast Malt
Broth besiyeri ilave edilmis ve 48 saat 37°C’de calkalamali inkiibatorde inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonunda erlen igerigi 50 mL hacmindeki tiiplere aktarilarak
7500 rpm doniis hizinda 10 dk. santrifiij edilmis ve besi yeri iki kez steril ringer ¢ozeltisi
ile yitkanmustir. Tiipte kalan hiicre peleti lizerine 1 mL %20’lik steril gliserol ¢ozeltisi
ilave edilmis ve -18°C’de depolanmustir.

L. acidophilus kiiltiiriiniin hazirlanmasi: 25 mg liyofilize L. acidophilus kiiltiirii
aseptik sartlarda tartilarak tizerine, ultrasonik su banyosunda degaz edilmis 50 mL steril
Man Rogosa Sharp Broth besiyeri (pH degeri 0.1 N NaOH ile 6.2 degerine ayarlandi)
ilave edilmis ve 18 saat 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda tiip
igerigi 7500 rpm doniis hizinda 10 dk santrifiij edilmis ve besiyeri iki kez steril ringer
cozeltisi ile yikanmigtir. Tiipte kalan hiicre peleti iizerine 1 mL %?20’lik steril gliserol
¢ozeltisi ilave edilmis ve -18°C’de depolanmistir.

B. bifidum kiiltiiriiniin hazirlanmasi: 25 mg liyofilize B. bifidum kiiltiirii aseptik
sartlarda tartilarak tizerine, %0.05 L-sistein ile zenginlestirilmis ve ultrasonik su
banyosunda degaz edilmis 50 mL steril Man Rogosa Sharp Broth besiyeri (pH degeri 0.1
N NaOH ile 6.5 degerine ayarlandi) ilave edilmis ve 12 saat 37°C’de inkiibasyona
birakilmigtir. Siire sonunda tiiplerden 5 mL besi yeri alinarak iizerine tekrar 50 mL
besiyeri ilave edilmis ve tekrar ayni sartlarda ikinci bir inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda tiip igerigi 7500 rpm déniis hizinda 10 dk santrifiij edilmis ve
besiyeri iki kez steril ringer ¢ozeltisi ile yikanmistir. Tiipte kalan hiicre peleti tizerine 1
mL %20’lik steril gliserol ¢ozeltisi ilave edilmis ve -18 °C’de depolanmustir.

Duragan fazda bulunan hiicrelerin farkli stres kosullarina karsi daha dayanikli
oldugunun rapor edilmesi iizerine kullanilan probiyotik kiiltiirlerin gelisim egrileri ayri
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ayr1 belirlenerek bu faza geldikleri zaman inkiibasyona son verilmistir. Ayrica yapilan
caligmalarda bu fazdan alinarak piiskiirterek kurutma islemi ile mikroenkapsiile edilen
hiicrelerin canliliginin daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Meng vd 2008).

Probiyotik kiiltiirler tekrar steril ringer ¢ozeltisi ile yikandiktan ve gliserol icerigi
uzaklastirildiktan sonra piiskiirterek kurutma ve dondurma ¢aligmalarinda kullanilmistir.

3.2.2. Is1l stabilizasyonu yiiksek mikrokapsiil formiilasyonunun belirlenmesi

Piiskiirterek kurutma yontemi ile kek {iretiminde kullanilacak olan 1s1l
stabilizasyonu yiiksek mikrokapsiil formiilasyonunun belirlenmesi amaciyla Arap zamki,
maltodekstrin ve jelatin hidrokolloidleri kullanilarak B-siklodekstrin ilaveli ve ilavesiz
olmak tizere 6 farkli formiilasyon hazirlanmistir. B-siklodekstrin icermeyen
formiilasyonlar 20 g Arap zamki, maltodekstrin ve jelatinin ayr1 ayr tartildiktan sonra
200 mL su igerisinde ¢oziindiiriilmesi ile elde edilmistir. PB-siklodekstrin igeren
formiilasyonlar ise 18 g Arap zamki, maltodekstrin ve jelatinin ayr1 ayri tartildiktan sonra
tizerine 2 g B-siklodekstrin ilave edilmesi ve 200 mL su igerisinde ¢oziindiiriilmesi ile
elde edilmistir. Hazirlanan ¢6zeltiler 121°C’°de 15 dk. otoklavda sterilize edildikten ve
oda sicakligina tekrar sogutulduktan sonra kullanilmaistir.

Sogutulan c¢ozeltilerin igerisine her bir probiyotik kiiltiirden, c¢o6zelti kuru
maddesinin %51 oraninda ilave edilmis (1 mL) ve 8200 rpm doniis hizinda 1 dk.
homojenize edilmistir. Hazirlanan alt1 farkli ¢6zelti 80, 100, 120 ve 140°C olmak {izere
dort farkl giris sicakliginda piiskiirterek kurutma cihazinda (Buchi-290, Flawil, Isvicre)
mikroenkapsiile edilmistir. Piiskiirterek kurutma sirasinda kullanilan cihaz parametreleri
Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Piiskiirterek kurutma sirasinda kullanilan cihaz parametreleri

Giris Sicakhgi Cikis Pompa Hiza Aspirator Oram Piiskiirtme Hizx
°O) Sicakhigi (mL/dk) (m?/h) (bar)
O
80 40-45 7 38 0.3
100 41-48 13 38 0.3
120 51-59 15 38 0.3
140 58-63 17 38 0.3

3.2.3. Piiskiirterek kurutma yontemi ile tek kath probiyotik mikrokapsiillerin
iiretimi

Piiskiirterek kurutma yontemi ile probiyotik mikrokapsiillerin iiretimi igin
kullanilan tasiyic1 formiilasyonu 1s1l stabilizasyon testi sonuglarina gére Arap zamki ve
B-siklodekstrin karisimi olarak belirlenmistir. Bu amagla 18 g Arap zamki ve 2 g -
siklodekstrin 200 mL su ilave edildikten sonra manyetik karistiricida ¢éziindiiriilmiis ve
ardindan otoklavda sterilize edilmistir. Oda sicakligina getirilen ¢ozelti igerisine, ¢ozelti
kuru maddesinin %5’ oraninda S. boulardii, L. acidophilus ve B. bifidum ilave edilmis

20



MATERYAL VE METOT Sultan ARSLAN TONTUL

(1 mL) ve kanistirildiktan sonra piiskiirterek kurutma sisteminde mikroenkapstilasyon
islemi gerceklestirilmistir. Arap zamki ve [-siklodekstrin kullanilarak piiskiirterek
kurutma sisteminde dretilen tek katli probiyotik mikrokapsiiller GS olarak
isimlendirilmislerdir.

Piiskiirterek kurutma sirasinda; giris sicakligi 120°C, ¢ikis sicakligr 50°C, pompa
hiz1 16.5 mL/dk, aspiratdr oran1 38 m?/h ve atomizasyon basinci ise 0.3 bar olarak
ayarlanmigtir.

3.2.4. Piiskiirterek dondurma yontemi ile tek kath probiyotik mikrokapsiillerin
iiretilmesi

Piiskiirterek dondurma yontemi ile tek katli probiyotik mikrokapsliillerin
tiretilmesi i¢in hidrojenize palm yag kullanilmistir. Bu amagla 20 g palm yag1 1sitict
tizerinde eritilmistir. Eriyen yag fazi igerisine emiilgator olarak %2 oraninda Tween 80
ilave edilmis ve manyetik karistirict izerinde karistirilmistir. Sogutulan erimis palm yagi
(45°C) igerisine %5 oraninda S. boulardii, L. acidophilus ve B. bifidum ilave edilmis ve
8200 rpm doniis hizinda 1 dk. homojenize edildikten sonra piiskiirterek dondurma
sisteminde mikroenkapsiilasyon islemi gerceklestirilmistir. Hidrojenize palm yagi
kullanilarak piiskiirterek dondurma sisteminde tretilen tek katli probiyotik
mikrokapsiiller P olarak isimlendirilmislerdir.

Uretim sirasinda nozul su banyosu sicakligi 38°C, érnek besleme su banyosu
sicaklign 45°C, aspiratdr oran1 20 m3/h ve atomizasyon basmci ise 0.3 bar olarak
ayarlanmugtir.

3.2.5. Piiskiirterek kurutma yontemi ile cift kath probiyotik mikrokapsiillerin
iretimi

Piiskiirterek kurutma yontemi ile ¢ift katli probiyotik mikrokapstillerin iiretimi i¢in
tastyicit formiilasyon, tek katli probiyotik mikrokapsiillerde gerceklestirilene benzer
sekilde hazirlanmistir. Bu amagla 18 g Arap zamki, 2 g B-siklodekstrin ve %1 oraninda
lesitin iizerine 200 mL su ilave edildikten sonra manyetik karistiricida ¢oziindiirilmiis ve
ardindan otoklavda sterilize edilmistir. Oda sicaklifina getirilen ¢ozelti igerisine
puskiirterek dondurma yontemi ile iretilen ve probiyotik mikroorganizmalari i¢eren
hidrofobik mikrokapsiillerden (P) ¢ozelti kuru maddesinin %5’i olacak sekilde ilave
edilmistir. Emiilsiyon 8200 rpm doniis hizinda 1 dk. homojenize edildikten sonra
puskiirterek kurutma sisteminde mikroenkapsiilasyon islemi gergeklestirilmistir.

Piiskiirterek kurutma sirasinda; giris sicakligi 80°C, ¢ikis sicakligi 35°C, pompa
yaklasik 12 mL/dk, aspiratér oram1 20 m/h ve atomizasyon basinci 0.3 bar olarak
ayarlanmugtir.

Boylece en dig katmani piiskiirterek kurutma yontemi ile {iretilen Arap zamki/p3-
siklodekstrin materyali ve ¢ekirdek materyali ise probiyotik mikroorganizmalari igeren
puskiirterek dondurma yontemi ile {iretilen palm ¢ift katli mikrokapsiilii iiretimi
gerceklestirilmis ve elde edilen tiriin GS/P olarak adlandirilmistir.
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3.2.6. Piiskiirterek dondurma yontemi ile c¢ift kath probiyotik mikrokapsiillerin
iiretimi

Piiskiirterek dondurma yontemi ile ¢ift kathi probiyotik mikrokapsliillerin
iiretilmesi i¢in hidrojenize palm yagi kullanilmistir. Bu amagla 20 g palm yag: isitici
iizerinde eritilmistir. Eriyen yag fazi icerisine %2 oraninda Tween 80 ilave edilmis ve
manyetik karistirici tizerinde karistirilmistir. Sogutulan erimis palm yagi (45°C) igerisine
puskiirterek kurutma yontemi ile iretilen ve probiyotik mikroorganizmalari iceren
hidrofilik mikrokapsiillerden (GS) ¢6zelti kuru maddesinin %5’i olacak sekilde ilave
edilmigtir. Emiilsiyon 8200 rpm doniis hizinda 1 dk. homojenize edildikten sonra
puskiirterek dondurma sisteminde mikroenkapstilasyon islemi gerceklestirilmistir.

Boylece en dis katmani piiskiirterek dondurma ydntemi ile iiretilen hidrojenize
palm yagi materyali ve g¢ekirdek materyali ise probiyotik mikroorganizmalari igeren
puskiirterek kurutma yontemi ile fretilen Arap zamki/siklodekstrin ¢ift katli
mikrokapsiilii tiretimi gergeklestirilmis ve elde edilen iiriin P/GS olarak adlandirilmistir.

Uretim sirasinda nozul su banyosu sicakligi 38°C, drnek besleme su banyosu
sicakligt 45°C, aspiratér orant1 20 m%h ve atomizasyon basmnci 0.3 bar olarak
ayarlanmistir.

Tek ve ¢ift katli probiyotik mikroenkapsiillerin iiretimi Sekil 3.1°de verilmistir.

Piiskiirterek Piiskiirterek
dondurma kurutma

])

Hidrofobik Hidrofilik

|

Tek kathi probivotik mikrokapsiiller

Cift kath probivotik mikrokapsiiller

Sekil 3.1. Tek ve ¢ift katli probiyotik mikroenkapsiillerin sematik gosterimi
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3.2.7. Probiyotik kek iiretimi

Sade, ¢ikolata kremas1 dolgulu, marmelat dolgulu ve ¢ikolata kaplamali probiyotik
kek olmak tizere dort farkl gesit probiyotik kek tiretimi yapilmistir.

Kek miksinin hazirlanmasinda standardize pound kek formiilasyonu kullanilmustir.
Bu amagla esit miktarda; un (1.6 kg), tam yumurta (1.6 kg), yag (1.6 kg) ve seker (1.6 kg)
tartilmis ve bir mikser yardimi ile karistirtlmistir. Bu karisiminin igerisine toplam kek
miksi agirliginin %0.6’s1 oraninda (38.4 g) kabartma tozu ve vanilya ilave edilmis ve
mikser ile tekrar karistirilmistir (Wilderjans vd 2013).

Sade kek {iretimi: Geleneksel topkek kek kalibina 24 g hamur miksi tartilmistir.
Tek ve cift kath dort farkl probiyotik mikroorganizma igeren mikrokapsiil 6rneklerinden
(P, GS, P/GS ve GS/P) ayr1 ayr1 olarak 0.5 g tartilmis ve iizerine 0.5 g kek miksi ilave
edilerek iyice karistirilmistir. Elde edilen bu mikrokapsiil ve kek miksi karigimi kek
kalibina tartilan kek miksinin ortasina yerlestirilmis ve tekrar tizerine 25 g kek miksi
eklenmistir. Boylece 50 g kek miksi tartilmis ve bu miksin %1°1 oraninda mikrokapsiil
ilave edilmistir. Yapilan bir ¢alismada firincilik iirtinlerinde en soguk noktanin merkez
noktast oldugu bildirilmektedir (Zhang vd 2014). Bu nedenle probiyotik
mikroorganizmalar1 igeren mikrokapsiiller kekin merkezine gelecek sekilde ilave
edilmistir. Kaliba tartilan kek hamurlar1 200°C 24 dk. siire ile pisirilmistir. Sade kek
tiretimine ait gorseller Sekil 3.2°de verilmistir.

B

Sekil 3.2. Sade kek iiretimi

Cikolata kremas1 ve marmelat dolgulu kek iiretimi: Kek kalibina 50 g hamur miksi
tartilmig ve 200°C 24 dk. siire ile pisirilmistir. Pisirilen kekler kaliptan alinmis ve oda
sicakliginda sogumaya birakilmistir. Tek ve ¢ift katli dort farkli probiyotik
mikroorganizma iceren mikrokapsiil 6rneklerinden (P, GS, P/GS ve GS/P) ayr1 ayri
olarak 0.5 g tartilmis ve ilizerine 4.5 g marmelat veya cikolata kremas1 dolgusu ilave
edilerek iyice kanstirtlmistir.  Elde edilen bu mikrokapsiil/marmelat ve
mikrokapsiil/¢ikolata kremasi1 dolgusu 60 mL’lik bir siringa yardimu ile pisirilmis kek
ornekleri icerisine doldurulmustur. Marmelat dolgulu kek iiretimine ait gorseller Sekil
3.3’de ve ¢ikolata kremasi dolgulu kek iiretimine ait gorseller ise Sekil 3.4’te verilmistir.
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Sekil 3.4. Cikolata kremasi dolgulu kek iiretimi

Cikolata kaplamali kek {iretimi: Kek kalibina 50 g hamur miksi tartilmig ve 200°C
24 dk. siire ile pigirilmistir. Pisirilen kekler kaliptan alinmis ve sogumaya birakilmistir.
Kuvertiir ¢ikolata benmari usulii eritildikten sonra 45°C’ye kadar sogutulmustur. Tek ve
cift katl1 dort farkli probiyotik mikroorganizma igeren mikrokapsiil 6rneklerinden (P, GS,
P/GS ve GS/P) ayr1 ayri olarak 0.5 g tartilmis ve lizerine 4.5 g eritilmis cikolata ilave
edilerek karistirildiktan sonra kek {izerine yayilmistir. Cikolata kaplamali kek iiretimine
ait gorseller Sekil 3.5’te verilmistir.
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Sekil 3.5. Cikolata kaplamali kek iiretimi

Uretilen tiim kek drnekleri (sade, cikolata kremas1 dolgulu, marmelat dolgulu ve
cikolata kaplamali) 3 ay boyunca buzdolabinda (4°C) depolanmis ve her 30 giinde bir (0.,
30., 60. ve 90. giin) ilgili mikrobiyolojik, fiziksel, kimyasal ve duyusal analizler
yapilmuistir.

3.3. Mikrokapsiil ve Kek Orneklerine Yapilan Analizler
3.3.1. Mikrobiyolojik analizler

Mikrokapsiillerin mikrobiyolojik analizleri kapsiil agma islemleri uygulandiktan
sonra gerceklestirilmistir.

Piskiirterek kurutma yontemi ile iretilen mikrokapsiillerden (GS ve GS/P) ve bu
mikrokapsiilleri igeren kek drneklerinden 1 g tartilarak iizerine 9 mL ringer ¢ozeltisi ilave
edilmis ve manyetik karistirici tizerinde 250 rpm doniis hizinda 30 dk. karistirilmistir.

Piskiirterek dondurma yontemi ile iiretilen mikrokapsiillerden (P ve P/GS) ve bu
mikrokapsiilleri iceren kek drneklerinden 1 g tartilarak izerine 9 mL %2’lik sodyum sitrat
cozeltisi ilave edilmis ve 50°C’ye ayarlanmis su banyosunda bekletilmistir. Eriyen lipit
matriks yine ayni1 sicaklikta bekletilmis steril 1lik 9 mL %2’lik sodyum sitrat ¢ozeltisi ile
uygun dilisyonlara seyreltilmis ve ardindan ilgili mikrobiyolojik analizler
gerceklestirilmistir (Pedroso vd 2012).

3.3.1.1. S. boulardii saymm

Mikrokapsiil ve kek 6rneklerinin S. boulardii sayiminda “Yeast Extract Glucose
Chlormphenicol” (YGC) agar besiyeri olarak kullanilmistir. Besiyeri otoklavda sterilize
edildikten (121°C, 15 dk) sonra aseptik sartlarda petri kaplarina dokiilmiis ve
sogutulmustur. Kat1 hale gelen besiyeri {lizerine seyreltilmis uygun oOrnek
diliisyonlarindan yayma yontemiyle ekim yapilmistir. Petriler 37°C’de 72 saat
inkiibasyona birakildiktan sonra sayim yapilmistir (Arslan vd 2015a).
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3.3.1.2. L. acidophilus sayimi

Mikrokapsiil ve kek orneklerinin L. acidophilus sayiminda maya gelisimini
engellemek i¢in 10 mg/L oraniyla sikloheksimid ilave edilmis MRS-BC (bromkrezol
yesili ve klindamisin) agar kullanilmistir. Konsantrasyonu %0.2 olan bromkrezol yesili
cozeltisi 121°C’de 15 dK sterilize edildikten sonra pH degeri 6.2’ye ayarlanmis ve ayni
sartlarda sterilize edilmis MRS agar iizerine %2 oraninda ilave edilmistir. Bu besiyeri
karigimi lizerine, 0.22 pum filtreden gegirilmis 50 mg/L konsantrasyonundaki klindamisin
¢ozeltisinden 2 ml/L oraninda ilave edilerek MRS-BC agar hazirlanmis ve dokme plak
yontemi ile petri kaplarina ekim yapilmistir. Petri plaklar1t 37°C’de 72 saat anaerobik
kosullarda inkiibasyona birakildiktan sonra sayim yapilmistir (Arslan vd 2015a).

3.3.1.3. B. bifidum saymm

Mikrokapsiil ve kek orneklerinin B. bifidum sayiminda besiyeri olarak NNLP
(neomisin siilfat 100 mg/L, nalidisik asit 50 mg/L, lityum Klorit 3000 mg/L ve
paramomisin siilfat 200 mg/L) ve maya gelisimini engellemek i¢in 10 mg/L
sikloheksimid ilave edilmis MRS agar kullanilmistir. Besiyeri hazirlandiktan sonra pH
degeri 6.5’¢ ayarlanmigtir. Besiyeri otoklavda sterilize edilip (121°C, 15 dk)
sogutulduktan sonra, sogutulmus besiyeri lizerine 0.22 pm filtreden gecirilmis NNLP
karisimi besiyerinin %20’si oraninda ilave edilmis ve uygun dilisyonlardan dokme plak
yontemiyle ekim yapilmistir. Petri plaklar1 37°C’de 72 saat anaerobik kosullarda
inkiibasyona birakildiktan sonra sayim yapilmstir (Arslan vd 2015a).

3.3.2. In vitro mide ve bagirsak direnci

Mikrokapsiil orneklerinde bulunan probiyotik mikroorganizmalarin sindirim
sistemi sartlarina direnci in vitro olarak belirlenmigtir. Mide ortaminin simiilasyonu
amaciyla 9 g/L sodyum klorit ve 3 g/L pepsin iceren ¢ozelti hazirlanmis ve pH degeri 0.1
M HCl ile 2’ye ayarlandiktan sonra steril 0.22 pm filtreden gegirilmistir. 1 g mikrokapsiil
ornegi tartilarak tizerine 9 mL mide ¢ozeltisi ilave edilmis ve 37°C de 3 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sirasinda 0., 60., 90., 120. ve 180. dakikalarda 6rnek alinmis ve
S. boulardii, L. acidophilus ve B. bifidum sayimi yapilmustir.

Bagirsak ortaminin simiilasyonu amaciyla 9 g/L sodyum klorit, 10 g/L pakreatin,
10 g/L tripsin ve 3 g/L safra tuzu igeren ¢o6zelti hazirlanmis ve pH degeri 0.1 M NaOH
ile 8’e ayarlanmistir. 1 g mikrokapsiil 6rnegi tartilarak iizerine 9 mL bagirsak ¢ozeltisi
ilave edilmis ve 37°C de 3 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sirasinda 0., 60.,
90., 120. ve 180. dakikalarinda 6rnek alinmis ve S. boulardii, L. acidophilus ve B. bifidum
sayimmi yapilmistir (Brinques ve Ayub 2011, Pedroso vd 2012).

3.3.3. Is1l stabilizasyon testi
Is1l stabilizasyon testi, liretilen mikroenkapstillerin 50, 60, 70 ve 80°C de 30 dk.

etiivde bekletilmesi ve bu siire sonunda S. boulardii, L. acidophilus ve B. bifidum sayimi
yapilmasi ile belirlenmistir (Picot ve Lacroix 2003).

26



MATERYAL VE METOT Sultan ARSLAN TONTUL

3.3.4. Nem miktari

Mikrokapsiil Orneklerinin nem igerigi, 0.5 g Ornegin 105°C’de nem tayin
cihazinda (Kern DBS, Balingen, Almanya) kurutulmasi ile % olarak belirlenmistir
(Arslan vd 2015b).

3.3.5. Su aktivitesi

Mikrokapsiil Orneklerinin su aktivitesi degeri (aw) Aqualab 4TE (Decagon,
Washington, ABD) kullanilarak 25°C sicaklikta dl¢tilmistiir (Arslan vd 2015b).

3.3.6. pH ve titrasyon asitligi

Kek orneklerinin depolama zamanlarindaki pH degeri, 6rnegin 20 kat saf su ile
homojenize edilmesinden sonra pH metre (3410, WTW, Wellheim, Almanya)
kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Titrasyon asitligi degeri ise pH 6l¢iimii i¢in homojenize edilen
orneklerin fenol fitalein indikatdrliigiinde, 0.1 N NaOH c¢ozeltisi ile titrasyonu sonucunda
belirlenmistir. Toplam titrasyon asitligi degeri laktik asitin esdegerligi kullanilarak %
olarak hesaplanmustir.

3.3.7. Mikroenkapsiilasyon verimi

Mikrokapsiillerin verimi piiskiirterek kurutma ve dondurma sonunda elde edilen
iriin miktarinin, islem dncesi emiilsiyondaki kuru maddeye oranlanmasi sonucu % olarak
hesaplanmuistir.

3.3.8. Mikroenkapsiilasyon etkinligi

Mikrokapsiillerin etkinligi, ptskiirterek kurutma ve dondurma sonunda elde
edilen mikrokapsiillerin S. boulardii, L. acidophilus ve B. bifidum canlilik sayisinin islem
oncesi emiilsiyonun icerdigi canlilik sayisina oranlanmasi sonucu % olarak
hesaplanmuistir.

3.3.9. Sikistirtlmis y18in yogunlugu

Mikroenkapsiillerin y1gin yogunlugu (g/cm®), 1 g 6rnegin 10 mL’lik dlciilii
silindire tartildiktan ve saniyede bir kez olmak iizere 30 defa diiz bir zemin {izerine 6l¢ii
silindirinin tabaninin hafifce vurulduktan sonra Olglilen hacmin 6rnek agirligina
oranlanmasi ile elde edilmistir (Beristain vd 2001).

3.3.10. Parcacik boyutu

Mikroenkapsiillerin pargacik boyutu analizi lazer kirinim prensibi ile calisan
parcacik boyutu analiz cihazinin s1vi modiilii (Malvern, Mastersizer 2000SR) kullanilarak
yapilmistir. Coziicli madde olarak 2-propanol kullanilmis ve refraktif indeks degeri
1.52’ye ayarlanmistir. Olgiim sonucu pargacik boyutu, hacim agirlikli ortalama ve yiizey
agirlikl ortalama degerleri (um) olarak ayri ayr1 hesaplanmigtir (Arslan vd 2015b).
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3.3.11. Termal ozellikler

Uretilen mikroenkapsiillerin termal &zellikleri diferansiyel taramali kalorimetri
cihaz1 (DSC 6000, Perkin Elmer, Massachusetts, ABD) ile belirlenmistir. Bu amagla
tartilan 15 mg 6rnek aliiminyum kapsiil igerisine yerlestirilmis ve 10°C/dk degisim ile
(-50) — (+100)°C sicaklik araliginda tarama yapilmistir (Okuro vd 2013b).

3.3.12. Morfolojik 6zellikler

Mikropartikiillerin morfolojik 6zellikleri taramali elektron mikroskobu
(SEM)(Leo-1430, Zeiss, Oberkochen, Almanya) ve dijital kamera sistemine (DS-FI2,
Nikon, Tokyo, Japonya) sahip stereo mikroskop sistemi (SMZ 745T, Nikon, Tokyo,
Japonya) ile belirlenmistir.

3.3.13. Tekstiir analizi

Kek orneklerinin depolama zamanlarindaki tekstiir profil analizi, tekstiir 6l¢iim
(TA.TX plus, Ingiltere) cihazi ile gerceklestirilmistir. Alt ve iist ¢aplari, yiiksekligi ve
spesifik hacmi sirastyla 52.47+0.74 mm, 64.95+£0.33 mm, 49.72+0.67 mm Ve 1.75+0.07
mL/g olarak olgiilen kek oOrnekleri, depolama ortamindan ¢ikarildiktan sonra
bekletilmeden biitiin halde analiz edilmistir. Ol¢iim sirasinda silindirik prop (SMSP/100)
ve 5 kg’lik yiik hiicresi kullanilmistir. Test hiz1 3 mm/s, gerilme oran1 %30 ve gerilme
kuvveti 3 g olarak ayarlanmistir.

3.3.14. Duyusal analiz

Kek orneklerinin depolama zamanlarindaki duyusal 6zellikleri (renk, goriinis,
gozenek yapisi, tekstiir, tat, koku, genel begeni ve satin alma istegi) 8 kisilik egitimli
panelist tarafinda yiiriitiilen panel ile analiz edilmistir.

3.3.15. istatistiksel analizler

Deneme, iki tekerriirlii analizler ise paralelli olarak gerceklestirilmistir. Elde
edilen verilere varyans analizi ve Onemli bulunan parametrelere Duncan Coklu
Karsilagtirma Testi uygulanmistir. Tiim istatistik hesaplamalar SAS istatistik programu ile
gerceklestirilmis ve sonuglar ortalama + standart hata seklinde diizenlenmistir. Ayrica
mikrokapstillere yapilan analizlerinde, kontrol olarak kullanilan serbest hiicrelere
istatistik uygulanmamustir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Isil Stabilizasyonu Yiiksek Piiskiirterek Kurutma Formiilasyonunun
Belirlenmesi

4.1.1. Isil stabilizasyon testi sonucunda, farklh tasiyict madde formiilasyonunun ve
kurutma sicakhiklarinin mikrokapsiillerin S. boulardii icerigi iizerine etkisi

Farkli tasiyict madde formiilasyonu ve kurutma sicakliklarinda {iretilen
mikrokapsiillerin 1s1l stabilizasyon testi sonrasinda S. boulardii sayilarindaki degisime ait
I. ve II. tekerrtir verileri Cizelge 4.1°de, bu verilere ait varyans analiz sonuglar1 Cizelge
4.2’de ve Onemli bulunan varyasyon kaynaklari ortalamalarina ait Duncan Coklu
Karsilagtirma Testi sonuglar1 Cizelge 4.3°de verilmistir.

Varyans analiz sonuglarina gore 1sil stabilizasyon testi sonucunda
mikrokapsiillerin S. boulardii sayisi tizerine; farkli tasiyict formiilasyonunun, kurutma
sicakliklariin ve test inkiibasyon sicakliklarinin 6nemli (p<0.01) bir etkisinin oldugu
tespit edilmistir.

Duncan Coklu Karsilagtirma Testi sonuglarina gore 1s1l etkiye karsi en yiliksek
korumay1 4.08 ve 3.83 log kob/g ile Arap zamki igeren formiilasyonlarin ve 3.86 log
kob/g ile 120°C’deki kurutma sicakliginin saglandig tespit edilmistir. 50°C’de 30 dk
bekletilen mikrokapsiillerin S. boulardii sayis1 4.01 log kob/g olarak tespit edilirken bu
sayinin 80°C’de bekletme ile azaldig1 ve 3.22 log kob/g seviyesine diistiigi belirlenmistir.

Isil stabilizasyon testi sonuglarina gore, Arap zamki iceren fomiilasyonlarin S.
boulardii hiicrelerini koruyucu etkisinin daha yiikksek oldugu belirlenmistir.
Maltodekstrin ve jelatin yalmizca polisakkarit ve protein yapilarindan olusurken Arap
zamki ii¢ temel yapidan meydana gelmektedir. Arap zamkinin yapisinda en fazla bulunan
grup B, 1-3 baglariyla bagli galaktoz iskelet lizerinde yerlesmis arabinoz ve ramnoz
sekerleri olup bu zincir glukouronik asit monomerleri ile sonlandirilmaktadir. Diger
ikinci temel grup ise arabinogalaktan-protein kompleksi olup, bu yapmin toplam
polimerin %10’unu olusturdugu bildirilmistir. En az bulunan grup ise (%1) yiiksek
protein igerigine sahip olan glikoprotein yapidir (Dror vd 2006). Arap zamki igeren
formiilasyonlarin S. boulardii hiicrelerinin sicaklik toleransini arttirmasina neden olan
faktorlerden birisinin, bu glikoprotein yapt oldugu disiiniilmektedir. Tiim bunlara
ilaveten ise piiskiirterek kurutma sisteminde kullanilan tiim tastyicilarin igerisinde Arap
zamkininin yliksek emiilsifikasyon 6zelliklerinden dolay1 kullaniminin yaygin oldugu da
bildirilmektedir (Gharsallaoui vd 2007). Artan kurutma sicakliklarmin (120°C’ye kadar),
S. boulardii hiicrelerine sicakliga karsi bir tolerans kazandirdigi ancak 140°C’de ise
negatif olarak etkiledigi goriilmiistiir. Test inkiibasyon sicakliklarinda ise beklenildigi
gibi artan sicakliklarda S. boulardii sayisinin azaldig1 belirlenmistir.

Mikroenkapsiile edilmemis serbest S. boulardii hiicreleri ile yapilan 1sil
stabilizasyon testi sonucunda ise 50°C’de 30 dk bekletme sonucunda baslangi¢ sayisinin
6.11 log kob/g seviyesine diistiigii ve 60, 70 ve 80°C’de yiiriitiilen test sicakliklarinda ise
hicbir canlilik géstermedigi tespit edilmistir.
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Cizelge 4.1. Farkh
mikrokapsiillerin, farkli sicakliklarda yiiriitiilen 1s1l stabilizasyon testi sonrasinda S.
boulardii sayilarindaki (log kob/g) degisime ait I. ve II. tekerriir verileri

tastyict madde formiilasyonu,

kurutma

sicakliklarinda uretilen

Kurutma inkiibasyon Sicakhigr (°C)
Sicakhigr (°C) 50 60 70 80
80 3.00 2.49 3.59 2.65
- 3.00 2.94 2.66 2.65
;g 100 3.95 3.86 3.33 3.32
2 3.48 3.76 3.29 3.32
§ 120 3.84 3.60 3.87 3.61
S 4.00 3.95 3.92 3.61
= 140 4,00 401 338 305
414 3.94 3.23 3.25
80 4.67 455 2.36 2.05
451 4.00 2.23 2.05
% 100 4.81 4.45 4.43 3.22
g 4.68 4.20 4.45 3.22
& 120 4.70 4.56 3.68 3.61
£ 4.65 4.54 4.09 3.61
140 4.20 3.78 3.61 3.25
4.16 4.08 3.69 2.52
80 3.18 3.00 4.45 2.05
3.00 2.70 4.48 2.05
_ 100 3.18 3.10 2.71 3.05
= 5.65 2.88 2.96 2.35
= 120 3.74 3.30 2.75 2.52
3.95 3.46 3.35 4.25
140 3.60 3.69 3.17 2.35
4.02 3.29 253 2.52
80 2.60 2.70 3.79 4.39
= 3.00 2.57 3.54 4.41
] E) 100 3.78 3.43 2.23 4.43
33 3.60 2.70 2.36 452
€2 1 4.08 3.96 315 341
25 4.20 4.27 3.49 3.41
= 0 3.54 3.83 3.17 3.22
4.22 4.03 3.40 3.22
80 4.83 4.54 2.90 3.82
= 4.96 4.72 2.75 2.52
25 4.63 4.66 3.71 2.74
g 10 4.71 4.81 4.27 2.74
2.2 120 4.70 4.56 4.49 352
25 5.05 471 4.29 3.52
= 10 457 4.23 3.59 3.41
4.65 4.20 421 3.65
80 3.18 3.30 2.90 4.49
c 3.18 3.00 2.75 4.48
_ 3 100 3.48 3.30 3.33 2.52
£3 3.60 3.60 3.26 3.05
52 120 3.88 3.78 3.78 3.00
@ 4.13 3.70 3.88 3.19
= 0 3.88 3.30 3.60 3.19
3.93 3.30 3.69 3.28
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Cizelge 4.2. Farkli tasiyicti madde formiilasyonu ve kurutma sicakliklarinda {iretilen
mikrokapsiillerin, farkli sicakliklarda yiiriitiilen 1s1l stabilizasyon testi sonrasinda
S. boulardii sayilarindaki (log kob/g) degisime ait varyans analiz sonuglari

VK SD KO F Degeri
Tastyic1 Materyal 5 3.00 9.10**
Kurutma Sicakligt 3 2.29 6.97**
Inkiibasyon Sicaklig 3 5.77 17.52**
Hata 180
** p<0.01

Cizelge 4.3. Farkli tasiyict madde formiilasyonu ve kurutma sicakliklarinda iretilen
mikrokapsiillerin, farkli sicakliklarda yiiriitiilen 1s1l stabilizasyon testi sonrasinda
S. boulardii sayilarindaki degisime ait Duncan Coklu Karsilagtirma Testi sonuglari

Tasiyic1t Materyal n S. boulardii
Maltodekstrin 32 3.46" + 0.08
Arap zamki 32 3.83% + 0.15
Jelatin 32 323" + 0.14
Maltodekstrin/p-Siklodekstrin 32 3.52 + 0.11
Arap zamki/B-Siklodekstrin 32 4.08* + 0.13
Jelatin/B-Siklodekstrin 32 3.47° + 0.08

Kurutma Sicakhig (°C)

80 48 3.32° + 0.14
100 48 3.60° + 0.09
120 48 3.86% + 0.18
140 48 3.60° + 0.73
inkiibasyon Sicakhig (°C)
50 48 4.01* + 0.13
60 48 3.74° + 0.11
70 48 3.43° + 0.08
80 48 3.22° + 0.08

4.1.2. Isil stabilizasyon testi sonucunda, farkh tasiyict madde formiilasyonunun ve
kurutma sicakhklarinin mikrokapsiillerin L. acidophilus icerigi iizerine etkisi

Farkli tagiyici madde formiilasyonu ve farkli kurutma sicakliklarinda tretilen
mikrokapsiillerin 1s1l stabilizasyon testi sonrasinda L. acidophilus sayilarindaki degisime
ait 1. ve I1. tekerriir verileri Cizelge 4.4’te, bu verilere ait varyans analiz sonuglar1 Cizelge
4.5’te ve Onemli bulunan varyasyon kaynaklari ortalamalarina ait Duncan Coklu
Karsilastirma Testi sonuglari Cizelge 4.6’da verilmistir.

Varyans analiz sonuglarma gore 1s1l stabilizasyon testi sonucunda
mikrokapsiillerin L. acidophilus sayisi iizerine; farkli tasiyici formiilasyonunun ve test
inkiibasyon sicakliklarinin 6nemli (p<0.01) bir etkisinin oldugu ancak kurutma
sicakliginin ise onemli (p>0.05) bir etkisinin olmadig: tespit edilmistir.

Duncan Coklu Karsilagtirma Testi sonuglarina gore 1s1l etkiye karsi en yliksek
korumayr 4.96 log kob/g degeri ile maltodekstrin/B-siklodekstrin formiilasyonunun
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sagladig tespit edilmistir. Istatistiki olarak énemli bulunmayan kurutma sicakliklarinin
artan degeri maya hiicrelerinin aksine L. acidophilus hiicrelerinin sicaklik toleransini
gelistirmedigi ve ortalama 4.61 log kob/g seviyesinde kaldigi tespit edilmistir. Test
inkiibasyon sicakliklarina gore ise artan sicakliklarda L. acidophilus sayisinin azaldigi ve
5.25 log kob/g seviyesinden 3.93 log kob/g seviyesine diistiigii goriilmiistiir. Pliskiirterek
kurutma sirasinda uygulanan yiiksek sicakliklarin probiyotik hiicreler {lizerinde geri
donligiimsiiz zararlar verdigi bilinmektedir. Probiyotik mikroorganizmalarin kendi
gelisim sicakliklariin yaklasik 10°C {izerindeki sicakligin hiicreler lizerinde sok etkisi
yarattig1 bildirilmektedir (Anekella ve Orsat 2013). Konu ile ilgili yapilan bir ¢alismada
da piskiirtiilerek kurtulan LAB hiicrelerinin en yiiksek canlilik degeri olan %78’in en
diistik giris sicakligi olan 110°C’de tespit edildigi rapor edilmistir (Bustamante vd 2015).

En yiiksek inkiibasyon sicaklik degerinde (80°C) halen L. acidophilus hiicre
canliligimin tespit edilmesi tiim mikrokapstillerin sicakliga kars1 bir tolerans sagladigini
gostermistir. Yapilan bir ¢alismada piiskiirterek kurutma sisteminde mikroenkapsiile
edilen L. reuteri hiicrelerinde 80°C’de 5 dk inkiibasyon sonunda canlilik tespit
edilememistir (Malmo vd 2013). Baska bir ¢aligmada ise mikroenkapsiile L. paracasei
hiicre sayisinin 65°C’de 30 dk bekletme sonunda 8.69 log kob/g degerinden 5.91 log
kob/g degerine diistiigl tespit edilmistir (Ilha vd 2015).

Mikroenkapsiile edilmemis serbest L. acidophilus hiicreleri ile yapilan 1s1l
stabilizasyon testi sonucunda ise 50°C’de bile ¢ok ciddi bir azalisa ugrayarak 1.60 log
kob/g seviyesine diistiigii ve artan inkiibasyon sicakliklarinda higbir canlilik géstermedigi
tespit edilmistir.
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Cizelge 4.4. Farkli tasiyict madde formiilasyonu ve kurutma sicakliklarinda {iretilen
mikrokapsiillerin, farkli sicakliklarda yiiriitiilen 1s1l stabilizasyon testi sonrasinda
L. acidophilus sayilarindaki (log kob/g) degisime ait 1. ve II. tekerriir verileri

Kurutma Inkiibasyon Sicakligx (°C)
Sicakhgi (°C) 50 60 70 80
80 5.64 4.94 4.59 4.24
c 5.58 5.24 4.49 417
10 5.51 4.95 473 4.08
< 5.56 5.09 4.49 4.02
i 120 5.45 5.16 4.44 4.08
g 5.49 476 4.29 4.09
140 5.13 4.97 455 4.42
5.16 4.83 458 4.29
80 4.18 4.11 4.17 3.26
4.30 4.36 4.29 3.25
% 100 474 3.88 3.83 331
3 481 411 401 3.07
& 10 470 451 4.29 3.65
£ 474 4.72 431 3.58
140 4.30 471 4.10 3.98
4.00 451 4.01 3.88
. 4.85 414 4.45 4.38
478 4.16 4.48 4.45
- 100 5.52 5.05 4.48 454
= 5.65 5.13 4.98 458
10 5.11 4.92 4.18 431
4.00 5.05 417 4.25
G 5.51 4.85 453 470
5.56 457 4.76 4.64
80 5.95 5.82 479 4.39
cc 5.96 5.92 454 4.41
=R 4.78 5.15 4.82 4.43
2 10 6.86 5.75 6.62 4.52
2 10 5.58 5.29 4.98 3.28
£ 5.28 5.21 4.62 3.46
= 0 4.90 5.37 4.65 3.55
4.60 5.18 450 3.58
80 5.27 5.16 3.06 3.82
< 5.11 5.31 3.53 2.52
Z 5 5.89 5.70 3.83 2.65
£g 100 5.82 5.70 4,01 2.52
g2 10 6.15 5.36 4.42 3.67
<5 6.13 5.42 4.20 3.74
= 10 5.41 4.93 4.23 3.16
5.56 5.03 461 3.25
80 5.26 470 462 4.49
< 5.36 4.48 4.42 4.48
C 3 100 5.04 459 481 4.47
£33 5.16 464 4.50 4.47
T2 0 5.50 4.79 4.49 4.15
@ 5.53 494 4.40 4.24
=10 5.45 4.70 4.94 4.00
5.42 481 484 4.23
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Cizelge 4.5. Farkli tasiyict madde formiilasyonu ve kurutma sicakliklarinda iretilen
mikrokapsiillerin, farkli sicakliklarda yiiriitiilen 1s1l stabilizasyon testi sonrasinda
L. acidophilus sayilarindaki degisime ait varyans analiz sonuglari

VK SD KO F Degeri
Tastyic1 Materyal 5 2.73 12.80**
Kurutma Sicaklig 3 0.19 0.88
Inkiibasyon Sicaklig 3 16.01 75.17**
Hata 180
**p<0.01

Cizelge 4.6. Farkli tasiyict madde formiilasyonu ve kurutma sicakliklarinda {iretilen
mikrokapsiillerin, farkli sicakliklarda yiiriitiilen 1s1l stabilizasyon testi sonrasinda
L. acidophilus sayilarindaki (log kob/g) degisime ait Duncan Coklu Karsilastirma
Testi sonuglari

Tasiyic1 Materyal n L. acidophilus
Maltodekstrin 32 4.78% + 0.09
Arap zamki 32 4.11°+ 0.08
Jelatin 32 4.71° + 0.08
Maltodekstrin/B-Siklodekstrin 32 4.96% + 0.15
Arap zamki/B-Siklodekstrin 32 4.54° +0.20
Jelatin/B-Siklodekstrin 32 4.75" + 0.07

Inkiibasyon Sicakhig (°C)

50 48 5.25%+ 0.08
60 48 4.93" +0.07
70 48 4.45°+0.07
80 48 3.93¢+0.08

4.1.3. Isil stabilizasyon testi sonucunda, farkh tasiyict madde formiilasyonunun ve
kurutma sicakhiklarmin mikrokapsiillerin B. bifidum icerigi iizerine etkisi

Farkli tasiyict madde formiilasyonu ve farkli kurutma sicakliklarinda {iretilen
mikrokapsiillerin 1sil stabilizasyon testi sonrasinda B. bifidum sayilarindaki degisime ait
I. ve II. tekerriir verileri Cizelge 4.7°de, bu verilere ait varyans analiz sonuglar1 Cizelge
4.8’de ve Onemli bulunan varyasyon kaynaklari ortalamalarina ait Duncan Coklu
Karsilagtirma Testi sonuglar1 Cizelge 4.9°da verilmistir.

Varyans analiz sonuglarina gore, 1s1l stabilizasyon testi sonucunda
mikrokapsiillerin B. bifidum sayisi {izerine farkli tasiyici formiilasyonunun, kurutma
sicakliklariin ve test inkiibasyon sicakliklarinin 6nemli (p<0.01; p<0.05) bir etkisinin
oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.7. Farkli tasiyict madde formiilasyonu ve kurutma sicakliklarinda iiretilen
mikrokapsiillerin, farkli sicakliklarda yiiriitiilen 1s1l stabilizasyon testi sonrasinda
B. bifidum sayilarindaki (log kob/g)degisime ait I. ve II. tekerriir verileri

Kurutma Inkiibasyon Sicakhig: (°C)
Sicakhigi (°C) 50 60 70 80
80 5.85 5.92 5.97 2.89
c 6.08 5.93 5.98 3.12
S o0 6.23 6.12 6.06 3.16
< 6.20 6.10 5.90 2.52
S 10 6.20 6.07 5.84 3.22
g 6.15 6.07 5.89 2.95
140 6.00 5.84 5.53 3.56
5.78 5.88 5.59 3.39
80 5.30 5.49 4.96 3.05
5.30 5.48 483 3.35
2 100 6.71 5.73 4.96 2.30
g 6.39 5.81 4.83 2.60
= 10 6.04 6.23 5.36 2.30
z 5.80 6.30 5.45 2.85
140 6.68 6.07 6.08 2.00
6.16 6.14 6.02 2.00
% 6.28 5.80 5.60 2.82
6.32 5.80 5.60 2.05
- 100 6.04 5.95 5.61 2.74
5= 6.00 5.94 5.49 3.16
3 100 5.30 5.53 5.10 2.82
5.30 5.40 4.90 2.05
i1 6.88 4.94 436 2.82
6.81 4.88 4.36 2.65
80 6.62 6.21 6.58 3.00
cc 6.62 6.43 6.70 3.35
= 6.67 6.40 6.64 3.30
2 10 6.86 6.48 6.62 3.49
2 10 6.77 6.39 6.44 319
2% 6.65 6.36 6.46 3.41
= 0 6.52 6.26 6.22 3.56
6.56 6.29 6.34 3.64
80 6.27 6.53 5.75 3.65
= 6.53 6.40 5.65 3.65
25 6.89 6.79 6.31 2.00
£g 100 6.82 6.91 6.36 2.00
P 7.05 6.85 6.77 5.33
iy 10 7.3 6.90 6.74 5.27
= a0 7.00 6.74 6.34 3.22
6.89 6.63 6.42 3.16
80 6.53 6.28 5.56 2.35
c 6.57 6.38 5.53 2.05
% 100 6.66 6.00 6.23 2.35
£3 6.54 6.28 6.20 2.35
S 1 6.79 6.72 6.43 3.52
> 6.79 6.66 6.37 3.65
= 0 6.11 6.36 6.21 5.69
6.70 6.48 6.28 4.50
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Cizelge 4.8. Farkli tasiyict madde formiilasyonu ve kurutma sicakliklarinda {iretilen
mikrokapsiillerin, farkli sicakliklarda yiiriitiilen 1s1l stabilizasyon testi sonrasinda
B. bifidum sayilarindaki degisime ait varyans analiz sonuglar1

VK SD KO F Degeri
Tas1tyic1 Materyal 5 5.46 23.02**
Kurutma Sicakligt 3 0.64 2.712*
Inkiibasyon Sicaklig 3 113.43 478.56**
Hata 180

* p<0.05, ** p<0.01

Cizelge 4.9. Farkli tasiyict madde formiilasyonu ve kurutma sicakliklarinda diretilen
mikrokapsiillerin, farkli sicakliklarda yiiriitiilen 1s1l stabilizasyon testi sonrasinda
B. bifidum sayilarindaki (log kob/g) degisime ait Duncan Coklu Karsilastirma
Testi sonuglari

Tasiyic1 Materyal n B. bifidum
Maltodekstrin 32 5.25" + 0.23
Arap zamki 32 4.95° + 0.27
Jelatin 32 4.85° + 0.25
Maltodekstrin/B-Siklodekstrin 32 5.72% + 0.24
Arap zamki/B-Siklodekstrin 32 5.84* + 0.27
Jelatin/B-Siklodekstrin 32 5.60* + 0.27

Kurutma Sicakhigi (°C)

80 48 523" + 0.21
100 48 5.33" + 0.24
120 48 549 + 0.21
140 48 5.43" + 0.07
Inkiibasyon Sicakhig (°C)
50 48 6.38% + 0.07
60 48 6.15* + 0.07
70 48 5.86° + 0.09
80 48 3.08° + 0.12

Duncan Coklu Karsilagtirma Testi sonuglarina gore 1sil etkiye karst [-
siklodekstrin igeren formiilasyonlarin genellikle daha iyi koruma sagladigi goriilmiistiir.
Bununla birlikte sayisal olarak ise en yiiksek B. bifidum 5.84 log kob/g ile Arap zamk1/fB-
siklodekstrin formiilasyonunda tespit edilmistir. Yapilan bir ¢alismada piiskiirterek
kurutma sonunda en yiiksek B. longum canliligin1 Arap zamki formiilasyonun sagladigi
ve tasiyici oraninin arttik¢a canlilik oraninin da arttig1 tespit edilmistir (Lian vd 2002).
Ayrica B-siklodekstrin ve Arap zamkinin film olusturma yeteneginden dolayr gida ve
eczacilik sanayinde mikrokapsiil formiilasyonlarinda kullanildig: bildirilmektedir (Zhao
vd 2008).

Kurutma sicakliklaria bakildiginda ise S. boulardii sonuglart ile benzer bir
sekilde 120°C’ye kadar artan sicakliklarda bir sicaklik toleransi olustugu gézlenmektedir.
Test inkiibasyon sicakliklarinda ise artan sicakliklarda B. bifidum sayisinin azaldigi ve
6.38 log kob/g seviyesinden 3.08 log kob/g seviyesine diistiigii belirlenmistir.
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Mikroenkapsiile edilmemis serbest B. bifidum hiicrelerinin 1s1l stabilizasyon testi
sonucunda ise 50°C’de 30 dk bekletme sonucunda baslangi¢ seviyesinin 5.79 log kob/g
seviyesine diistiigli ancak 60, 70 ve 80°C’de yiiriitiilen test sicakliklarinda ise higbir
canlilik gostermedigi tespit edilmistir.

4.1.4. Isil stabilizasyon testi sonucunda, farklh tasiyict madde formiilasyonunun ve
kurutma sicakhiklarinin mikrokapsiillerin probiyotik mikroorganizma icerigi
iizerine etkisi

Isil stabilizasyon testi sonuncunda tasiyict materyal ¢esidinin ve kurutma
sicakliklarinin S. boulardii, L. acidophilus ve B. bifidum sayisi iizerine etkileri Sekil 4.1
ve Sekil 4.2°de verilmistir.

Arap zamki/B-siklodekstrin formiilasyonu ve 120°C piskiirterek kurutma
sicakligi diger formiilasyonlara ve kurutuma sicakliklarina gore S. boulardii ve B. bifidum
hiicrelerinin sicakligi kars1 daha ¢ok korunmasini saglamistir. L. acidophilus hiicrelerinin
sicaklik toleransinda ise kurutma sicakligi ile bir fark olugmamakla birlikte
maltodekstrin/B-siklodekstrin formiilasyonunun daha iyi sonuglar verdigi belirlenmistir.

Probiyotik mikrokapsiillerin gida ile tiiketildikten sonrada sindirim sisteminden
etkilenmeden kalin bagirsaga gecerek faydali etkilerini gosterebilmeleri gerekmektedir.
Daha 6nce yapilan bir ¢alismada S. boulardii, farkli tasiyict maddelerle mikroenkapsiile
edilmis ve diisitk pH ortaminda inkiibe edilerek canliligi arastirilmistir. Bu calismada
yiiksek asitlik ortaminda Arap zamki formiilasyonunun maltodekstrine gore daha
koruyucu 6zellige sahip oldugu tespit edilmistir (Arslan vd 2015b). Bu nedenle iiretilecek
mikrokapsiillerin formiilasyonlarinda Arap zamki/B-siklodekstrin karigiminin ve 120°C
kurutma sicakliginin kullanilmasina karar verilmistir.

® S, boulardii L. acidophilus  m B. bifidum

Log kob/g
OO P NN W > O O

Maltodekstrin - Gam Arabik Jelatin Maltodekstrin / Gam Arabik /  Jalatin / -
B-Siklodekstrinp-Siklodekstrin Siklodekstrin

Sekil 4.1. Tastyic1 materyal ¢esidinin probiyotik mikroorganizma sayilar {izerine etkisi
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m S. boulardii L. acidophilus = B. bifidum
6 -
5 .
2
g 47
(e
S 3
2 .
1 .
0 T T T T 1
80 °C 100 °C 120 °C 140 °C

Sekil 4.2. Farkli piiskiirterek kurutma giris sicakliklarinin probiyotik mikroorganizmalar iizerine
etkisi

Piskiirterek ~ kurutma  caligmalarinda  probiyotik  mikroorganizmalarin
mikroenkapsiilasyonunda en yaygmn kullanilan tasiyicilar biyopolimerlerdir. Son
zamanlarda yapilan c¢alismalarda bu biyopolimerlerin tek baslarina degil de birlikte
kombine bir sekilde kullanimlart 6nerilmektedir. Bdylece probiyotik mikrokapsiiliin
sindirim sisteminden gecisi sirasinda her bir biyopolimer farkli reseptorleri
etkileyeceginden canliligin daha fazla korunabilecegi diisiiniilmektedir (Huq vd 2013).

4.2. Piiskiirterek Dondurma Formiilasyonunun Belirlenmesi

Piiskiirterek ~ dondurma  yontemi  ile  probiyotik = mikroorganizma
mikrokapsiillerinin iretiminde kullanilacak formiilasyon denemeleri, farkli erime
noktalarina sahip hidrojenize palm yaglari (38°C, 45°C ve 53°C), hidrojenize hindistan
cevizi yag1 ve balmumu kullanilarak ytiriitilmustiir.

Yapilan 6n denemelerde, hindistan cevizi yaginin erime sicakliginin (27°C) diigiik
olmasindan dolay1, hizli bir sekilde kat1 forma doniisemedigi ve dolayisiyla diizgiin bir
mikrokapsiil formunun elde edilemedigi belirlenmistir. Ayrica balmumu tastyici
materyalinin ise erime sicakliginin (62°C) ¢ok yiiksek olmasi nedeniyle probiyotik
mikroorganizmalarin canlilik oranini digiirmesinden dolayr kullanilmasiin uygun
olmadig1 degerlendirilmistir.

Bu nedenlerle piiskiirterek dondurma c¢alismalarinda, yiiksek probiyotik
mikroorganizma canlilig1 ve diizgiin mikrokapsiil yapisi saglanmasi nedenleri ile erime
sicaklig1 yaklasik 38°C olan hidojenize palm yaginin kullanilmasinin uygun oldugu tespit
edilmistir. Ayrica 6n denemelerde, nozul sicakligi olarak 35-45°C ve su banyosu sicakligi
olarak ise 37-45°C arasindaki sicaklik degerleri denenmis ve mikroenkapsiilasyon
sirasinda kullanilacak piiskiirterek dondurma parametreleri belirlenmistir.
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4.3. Piiskiirterek Kurutma ve Dondurma Yéntemi ile Uretilen Tek ve Cift Kath
Mikrokapsiillerin Mikrobiyolojik Ozellikleri

4.3.1. S. boulardii sayis1 ve canlihig

Piiskiirterek kurutma ve dondurma yontemi ile dretilen tek ve cift kath
mikrokapsiillerin S. boulardii sayisi ve canliligindaki degisime ait I. ve I1. tekerriir verileri
Cizelge 4.10°da, bu verilere ait varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.11°de ve Onemli
bulunan varyasyon kaynaklari ortalamalarina ait Duncan Coklu Karsilagtirma Testi
sonuglar1 Cizelge 4.12°de verilmistir.

Varyans analiz sonuglarina gore kaplama ve tasiyict materyal c¢esidinin,
mikrokapsiillerin S. boulardii sayis1 ve canliligi iizerine 6nemli (p<0.01; p<0.05) bir
etkisinin oldugu ancak mikroenkapsiilasyon yonteminin énemli (p>0.05) bir etkisinin
olmadigi tespit edilmistir.

Duncan Coklu Karsilagtirma Testi sonuglarina gore tek katli mikrokapsiillerin S.
boulardii sayisinin ve canliliginin ¢ift katli mikrokapsiillere gore daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Tek ve ¢ift katli mikrokapsiillerin icerdigi S. boulardii sayis1 arasindaki
fark, ¢ift katli mikrokapsiillerin iiretiminde tek katli mikrokapsiillerin ¢ekirdek materyali
olarak kullanilmasindan kaynaklanmaktadir.

Tasiyict materyal gesidine gore degerlendirildiginde en yiiksek S. boulardii sayisi
ve canliigmin sirasiyla 8.21 log kob/g ve %99.95 degeri ile piiskiirterek dondurma
yontemi 1ile diretilen tek katli mikrokapsiillerde (P) goriildigii tespit edilmistir.
Piiskiirterek dondurma yontemi sirasinda, smirli ve daha diisik sicakliklar
uygulandigindan piiskiirterek kurutma islemine gore daha yiiksek canlilik degerleri
saglanmistir. Bu nedenle, diger yontemlerle kiyaslandiginda S. boulardii
mikroenkapsiilasyonunda, piiskiirterek dondurma ydnteminin daha etkin bir yontem
oldugu sdylenebilir. Islem sonunda S. boulardii hiicrelerinin canlilig1 oldukga yiiksek
seviyede korunmustur. Bu durumun nedeni ise probiyotik hiicrelerin duragan faza kadar
inkiibe edilmesi olabilir. Meng vd (2008)’e gore duragan fazda hasat edilen hiicreler
strese kars1 genel bir direng gelistirilmekte ve boylece cok farkli ekstrem sartlara direng
kazanabilmektedir.

S. boulardii sayist ve canliliginda yontemler arasinda istatistiksel olarak bir fark
olusmamakla birlikte piiskiirterek kurutma ve dondurma yontemi ile iiretilen tek ve cift
katli mikrokapsiillerin ortalama S. boulardii sayisi sirasiyla 7.07 ve 7.25 log kob/g olarak
belirlenmistir. Benzer sonuglar yapilan diger ¢alismalarda da elde edilmistir. Hebrard vd
(2010) tarafindan yapilan bir ¢calismada aljinat kullanilarak mikroenkapsiile edilen S.
boulardii hiicrelerinin sayisinin ve canliliginin sirasiyla 8.93 log kob/g ve %95 oldugu
bildirilmistir (Hebrard vd 2010).

S. boulardii hiicrelerinin  puskiirterek kurutma yontemi kullanilarak
mikroenkapsiilasyonu ile ilgili sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir. Duongthingoc vd
(2013) tarafindan yapilan ¢alismada, peynir alt1 suyu proteini (PASP) tasiyict materyal
olarak kullanilmis ve S. boulardii hiicreleri piiskiirterek kurutma sisteminde 90°C’de
mikroenkapsiile edilmistir. Islem sonucunda elde edilen toz drneklerin S. boulardii sayis
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8.07 log kob/g olarak belirlenmistir. Calisma sonunda piiskiirtme sistemine gore daha
bliylik partikiil boyutu elde edilirken (3 mm), canli hiicre sayist 7.84 log kob/g olarak
tespit edilmistir. Ancak yapilan literatiir taramasinda S. boulardii hiicrelerinin
puskiirterek dondurma sisteminde mikroenkapsiile edilmesi ile ilgili hi¢bir ¢alismaya
rastlanilamamustir.

Cizelge 4.10. Piiskiirterek kurutma ve piiskiirterek dondurma yontemi ile iiretilen tek ve ¢ift kath
mikrokapsiillerin S. boulardii (log kob/g) sayis1 ve canliligindaki (%) degisime ait I.
ve 1. tekerriir verileri

Yontem Kaplama Materyal S. boulardii sayisi Canhilik
Piiskiirterek Tek GS ;gg g?gi
i s
Piskirterek | P 2:3421 19090.'2692
g 7

Cizelge 4.11. Piiskiirterek kurutma ve piiskiirterek dondurma yontemi ile iiretilen tek ve cift katl
mikrokapsiillerin S. boulardii sayisi ve canliligindaki degisime ait varyans analiz

sonuglari
VK S. boulardii sayisi Canhihik
SD KO F Degeri SD KO F Degeri
Yontem 1 0.06 6.13 1 0.09 0.08
Kaplama 1 6.46 628.14** 1 60.00 46.85**
Materyal 1 0.02 2.46* 1 21.81 17.03*
Hata 4 4

Cizelge 4.12. Piiskiirterek kurutma ve piiskiirterek dondurma yontemi ile iiretilen tek ve cift katl
mikrokapsiillerin S. boulardii sayisi (log kob/g) ve canliligindaki (%) degisime ait
Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglari

Kaplama n S. boulardii sayisi Canhihik
Tek 4 8.06% +0.09 98.19* +1.10
Cift 4 6.26° +0.05 92.71° +1.02

Materyal
GS 2 7.92° +0.07 96.43" +0.81
GS/P 2 6.30° +0.05 94.25% +0.66
P 2 8.21* +0.01 99.95* +0.76
P/GS 2 6.23° +0.12 91.17° +0.95

4.3.2. L. acidophilus sayisi ve canlihig1
Piiskiirterek kurutma ve dondurma yontemi ile iiretilen tek ve c¢ift kath

mikrokapsiillerin L. acidophilus sayis1 ve canliligindaki degisime ait 1. ve I tekerriir
verileri Cizelge 4.13’te, bu verilere ait varyans analiz sonuglari Cizelge 4.14’te ve 6nemli
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bulunan varyasyon kaynaklari ortalamalarma ait Duncan Coklu Karsilastirma Testi
sonuclar1 Cizelge 4.15°te verilmistir.

Varyans analiz sonuglarina gore kaplama ve materyal ¢esidinin mikrokapstillerin
L. acidophilus sayis1 ve canliligi {izerine énemli (p<0.01; p<0.05) bir etkisinin oldugu
ancak mikroenkapsiilasyon yonteminin onemli (p>0.05) bir etkisinin olmadigi tespit
edilmistir.

Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglarina gore tek katli mikrokapstillerin L.
acidophilus sayisinin ve canliliginin ¢ift katli mikrokapsiillere gore yiiksek oldugu
belirlenmistir. Istatistiksel olarak ydntem bazinda herhangi bir fark tespit edilememis
olup mikrokapsiillerin L. acidophilus sayis1 piiskiirterek dondurma ve kurutma islemi
sonunda sirastyla 7.12 ve 6.97 log kob/g olarak belirlenmistir.

Piiskiirterek dondurma yontemi ile tretilen P mikrokapsiillerinin L. acidophilus
sayist ve canliligi sirasiyla 8.10 log kob/g ve %97.21 olarak tespit edilmistir.
Mikroenkapsiilasyon isleminde uygulanan minimal 1s1l islem sonucunda emiilsiyon
icerisindeki L. acidophilus hiicreleri nerdeyse tamamiyla korunarak mikrokapsiil haline
getirilmistir. Benzer sonuglar Pedroso vd (2012) tarafindan da elde edilmistir.
Calismalarda hidrojenize palm yagi ve kakao yagi kullanilarak L. acidophilus
mikroenkapsiile edilmis olup elde edilen 6rneklerde L. acidophilus sayisi sirasiyla 7.0 ve
6.6 log kob/g olarak belirlenmistir. Bagka bir ¢alismada ise liretilen mikrokapsiillerin L.
acidophilus sayisi bu ¢alisma ile benzer bir sekilde 8.29-8.34 log kob/ g diizeyinde tespit
edilmistir (Okuro vd 2013b). Bampi vd (2016) piiskiirterck dondurma islemi sonunda
mikrokapsiillerin L. acidophilus sayisinin 10.2 log kob/g ve canliligin ise %96 oldugunu
rapor etmistir.

Cizelge 4.13. Piiskiirterek kurutma ve piiskiirterek dondurma yontemi ile iiretilen tek ve ¢ift kath
mikrokapsiillerin L. acidophilus (log kob/g) sayis1 ve canliligindaki (%) degisime
ait L. ve I tekerriir verileri

Yontem Kaplama Materyal L. acidophilus sayisi Canhhk
7.83 94.00
Piskirterek | X GS 7.89 94.71
kurutma ) 6.09 93.24
Cift GS/P 6.07 92.07
7.89 95.80
Piiskiirterek | < P 8.21 98.62
dondurma ) 6.03 90.30
Cift PIGS 6.22 90.01
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Cizelge 4.14. Piiskiirterek kurutma ve piiskiirterek dondurma yontemi ile iiretilen tek ve ¢ift kath
mikrokapsiillerin L. acidophilus sayisi ve canliligindaki degisime ait varyans
analiz sonuglari

VK L. acidophilus sayisi Canhilik

SD KO F Degeri SD KO F Degeri
Yontem 1 0.04 3.31 1 0.09 0.08
Kaplama 1 7.03 553.64** 1 60.00 46.85**
Materyal 1 0.02 1.42* 1 21.81 17.03*
Hata 4 4

* p<0.05, ** p<0.01

Cizelge 4.15. Piiskiirterek kurutma ve piiskiirterek dondurma yontemi ile iiretilen tek ve cift katl
mikrokapsiillerin L. acidophilus sayis1 (log kob/g) ve canliligindaki (%) degisime
ait Duncan Coklu Karsilagtirma Testi sonuglari

Kaplama n L. acidophilus sayisi Canhhk
Tek 4 7.98* + 0.09 95.78* + 1.10
Cift 4 6.10° + 0.04 91.40° + 1.02

Materyal
GS 2 7.86% + 0.03 94.36™ + 0.81
GS/P 2 6.08" + 0.12 92.65™ + 0.66
P 2 8.10* + 0.01 97.21* + 0.76
P/GS 2 6.13" + 0.10 90.15° + 0.95

Piskiirterek kurutma yontemi ile tiretilen GS mikrokapsiillerinin L. acidophilus
sayist ve canlilig1 ise 7.86 log kob/g ve %94.36 olarak tespit edilmistir. Bu sonuclar P
mikrokapsiilii ile kiyaslandig1 zaman diigiik olmasina ragmen 120°C’lik kurutma sicaklig
dikkate alindiginda oldukc¢a basarili olarak degerlendirilebilmektedir. Ciinkii probiyotik
mikroorganizmalar i¢in piiskiirterek kurutma sirasinda canlilik orani genellikle %70-85
olarak rapor edilmistir (Hug vd 2013). Ayrica piiskiirterek kurutma sirasinda uygulanan
85-90°C’nin tlizerindeki ¢ikis sicakliklarinin probiyotik mikroorganizmalar i¢in dldiiriicii
etki yaptig1 bildirilmektedir (Anekella ve Orsat 2013). Bu ¢alismada piiskiirterek kurutma
sonunda elde edilen yiiksek canlilik oraninin nedeninin ise islem sirasinda ¢ikis
sicakliginin diisiik tutulmasindan kaynaklandig diistiniilmektedir. Bu sonuglara paralel
olarak PASP kullanilarak piiskiirterek kurutma yontemi ile L. paracasei hiicreleri
mikroenkapsiile edilmis ve islem sirasinda ¢ikis sicakligi 55°C olarak ayarlanmistir.
Islem sonunda probiyotik hiicre canliligimni %93 oldugu tespit edilmistir (Ilha vd 2015).

Piiskiirterek kurutma sirasinda elde edilen mikroorganizma canlilik oranlari
dogrudan kurutma sicakligi ve kullanilan tasiyict materyalin = 6zelliklerinden
etkilenmektedir. Farkli sicakliklarin ve tastyici materyallerin kullanildig1 ¢aligmalarda
daha diisiik sonuglar da elde edilebilmektedir. Yapilan bir ¢alismada L. acidophilus
hiicreleri  125°C  kurutma sicakliginda maltodekstrin  ve dekstroz kullanilarak
mikroenkapsiile edilmis ve islem sonucunda canlilik oranlarnin %62-71 arasinda
degistigi belirlenmistir (Bustamante vd 2015). Arap zamki ve 3-siklodekstrin kullanilarak
mikroenkapsiile edilen L. acidophilus hiicrelerinin sayisinin islem sonunda yaklasik 2 log
azaldig1 ve mikrokapsiil 6rneklerinde degerinin 8.44-9.18 log kob/g arasinda olugu
belirlenmistir (Zhao vd 2008).
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4.3.3. B. bifidum sayis1 ve canlihigi

Piiskiirterek kurutma ve dondurma yontemi ile iretilen tek ve c¢ift kath
mikrokapsiillerin B. bifidum sayisi ve canliligindaki degisime ait 1. ve I1. tekerriir verileri
Cizelge 4.16°da, bu verilere ait varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.17°de ve Onemli
bulunan varyasyon kaynaklar1 ortalamalarina ait Duncan Coklu Karsilagtirma Testi
sonuglari Cizelge 4.18’de verilmistir.

Varyans analiz sonuglarma goére yontem, kaplama ve materyal c¢esidinin
mikrokapsiillerin B. bifidum sayis1 ve canliligi iizerine onemli (p<0.01; p<0.05) bir
etkisinin oldugu tespit edilmistir.

Duncan Coklu Karsilagtirma Testine gore piiskiirterek dondurma yontemi ile
tiretilen mikrokapsiillerin B. bifidum sayis1 ve canliliklarinin, piiskiirterek kurutma ile
tiretilen mikrokapsiillere gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu degerler
piiskiirterek dondurma yontemi i¢in sirastyla 7.13 log kob/g ve %92.52 iken piiskiirterek
kurutma yontemi igin ise sirastyla 6.88 log kob/g ve %82.02 olarak tespit edilmistir. Tek
katli mikrokapsiillerin B. bifidum sayis1 7.91 log kob/g degeri ile ¢ift katli olanlara gore
daha fazla iken, B. bifidum canlilig1 ise ¢ift katl mikrokapsiillerde %93.74 degeri ile tek
katl olanlara gore daha yiiksektir. Cift katli mikrokapstillerin mikroenkapsiilasyon islemi
sirasinda daha yiiksek koruma sagladigi goriilmektedir.

Piiskiirterek kurutma sisteminde elde edilen diisiik canlilik oran1 daha Oncede
bahsedildigi ilizere kurutma sicakligindan kaynaklanmaktadir. Piskiirterek kurutma
sirasinda bakterilerde temel hasar hiicre membraninda meydana gelmektedir. Suyun
uzaklastirilmasi hiicre membranina ve dogal olarak proteinlere zarar vermektedir. Cilinkii
su biyolojik molekiillerin {i¢ boyutlu yapisinin stabilizasyonunda 6nem tagimaktadir
(Rokka ve Rantamaki 2010).

Materyal bazinda bakildiginda ise B. bifidum sayis1 8.25 log kob/g degeri ile en
yiikksek P mikrokapsiiliinde tespit edilmistir. Benzer sonuglar Pedroso vd (2012)
tarafindan tespit edilmis olup tiretilen hidrofobik mikrokapsiillerin B. lactis sayisinin 8.3
log kob/g oldugu bildirilmistir. Yapilan baska bir calismada ise piiskiirterek dondurma
sistemi ile enkapsiile edilen B. animalis hiicrelerinin sayisinin ve canliliginin sirastyla
10.4 log kob/g ve %97 oldugu bildirilmistir (Bampi vd 2016).
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Cizelge 4.16. Piiskiirterek kurutma ve piiskiirterek dondurma yontemi ile iiretilen tek ve ¢ift kath
mikrokapsiillerin B. bifidum (log kob/g) sayis1 ve canliligindaki (%) degisime ait I.
ve 1. tekerriir verileri

Yontem  Kaplama Materyal B. bifidum sayisi Canhihk
Piiskiirterek Tek GS ;gg ;;gj
“meem s o g5 55
Piiskiirterek Tek P ggg g?éi
o s

Cizelge 4.17. Piiskiirterek kurutma ve piiskiirterek dondurma yontemi ile iiretilen tek ve cift katl
mikrokapsiillerin B. bifidum sayisi ve canliligindaki degisime ait varyans analiz

sonuglari
VK B. bifidum sayisi Canhihik
SD KO F Degeri SD KO F Degeri
Yontem 1 0.13 31.15** 1 220.81 32.45**
Kaplama 1 6.62 1586.78** 1 334.50 49.15**
Materyal 1 0.36 86.53** 1 4.34 0.64*
Hata 4 4

* p<0.05, ** p<0.01

Cizelge 4.18. Piiskiirterek kurutma ve piiskiirterek dondurma yontemi ile iiretilen tek ve ¢ift kath
mikrokapsiillerin B. bifidum sayis1 (log kob/g) ve canliligindaki (%) degisime ait
Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglari

Yontem n B. bifidum sayisi Canliik
Piiskiirterek Kurutma 4 6.88" + 0.40 82.02° + 4.41
Piiskiirterek Dondurma 4 7.13* + 0.65 92.52% + 3.32

Kaplama
Tek 4 7.91* + 0.20 80.80° + 3.61
Cift 4 6.09° + 0.06 93.74* + 2.83

Materyal
GS 2 7.57° + 0.00 74.81° + 2.48
GS/P 2 6.18° + 0.07 89.22" + 2.66
P 2 8.25% + 0.06 86.79° + 0.55
P/GS 2 6.01° + 0.02 98.25* + 0.34

4.3.4. Piiskiirterek kurutma ve dondurma yontemi ile iiretilen mikrokapsiillerin
probiyotik mikroorganizma icerikleri

Uretilen tek ve cift katl mikrokapsiillerin S. boulardii, L. acidophilus ve B.
bifidum sayis1 ve canliliklar1 Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’te verilmistir.
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m S, boulardii L. acidophilus = B. bifidum
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Sekil 4.3. Mikrokapsiil 6rneklerinin probiyotik mikroorganizma sayilari
m S, boulardii L. acidophilus = B. bifidum
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Sekil 4.4. Mikrokapsiil 6rneklerinin probiyotik mikroorganizma canliliklar

Mikroenkapsiilasyon isleminden sonra 6rneklerin S. boulardii, L. acidophilus ve
B. bifidum sayilar1 ve canliliklar1 incelendiginde, hidrofobik kaplama materyali
kullanilarak piiskiirterek dondurma yontemi ile iretilen mikrokapsiillerin probiyotik
mikroorganizma sayisinin daha fazla oldugu goriilmektedir. Bu sonucun en temel nedeni
ise piiskiirterek dondurma yonteminde sicaklik uygulanmadigindan canli hiicreler 1s1ya
maruz kalmamakta ve hiicrelerde herhangi bir dehidrasyon meydana gelmemektedir.
Boylece iiretilen mikrokapsiil orneklerinde daha fazla mikroorganizma canlilif1 tespit
edilebilmektedir.
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4.4. Piiskiirterek Kurutma ve Dondurma Yontemi ile Uretilen Tek ve Cift Kath
Mikrokapsiillerin in vitro Mide sistemi Direnci

4.4.1. S. boulardii sayis1 ve canlilig

Puskiirterek kurutma ve dondurma yontemi ile iiretilen tek ve ¢ift kath
mikrokapsiillerin S. boulardii sayisinin ve canliliginin in vitro mide sistemine direncine
ait 1. ve Il. tekerriir verileri Cizelge 4.19°da, bu verilere ait varyans analiz sonuglar1
Cizelge 4.20’de ve onemli bulunan varyasyon kaynaklari ortalamalarina ait Duncan
Coklu Karsilastirma Testi sonuglar1 Cizelge 4.21°de verilmistir.

Varyans analiz sonuglarina gére in vitro mide sistemi testinde;
mikroenkapsiilasyon yontemi, kaplama ve tagiyicit materyal ¢esidinin mikrokapsiillerin S.
boulardii sayis1 tizerine 6nemli (p<0.01; p<0.05) bir etkisinin oldugu ancak test siiresinin
onemli (p>0.05) bir etkisinin olmadig1 tespit edilmistir. Ayrica kaplama, materyal ¢esidi
ve siirenin S. boulardii canliligi iizerinde 6nemli (p<0.01; p<0.05) bir etkisinin oldugu
ancak mikroenkapsiilasyon yonteminin énemli (p>0.05) bir etkisinin olmadigi tespit
edilmistir.

Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglarina gore in vitro mide sistemi testinde
en yiiksek S. boulardii sayis1 6.83 log kob/g degeri ile piiskiirterek dondurma yontemi ile
iiretilen mikrokapsiillerde elde edilmistir. Ayrica materyal bazinda incelendiginde ise P
mikrokapsiilii diger mikrokapsiillere oranla S. boulardii sayisini1 ve canliligin1 daha ¢ok
desteklemistir. Hidrofobik kaplama materyali mide sartlarinda c¢oziinmeden cekirdek
materyal olan S. boulardii hiicrelerini korumustur.

Tek katli mikrokapsiillerin S. boulardii sayist ve canliigt ¢ift kath
mikrokapsiillere gére daha yiiksek seviyede tespit edilmistir. Mide sisteminin diigiik pH
degeri ve pepsin enzimi varliginda ¢ift katli mikrokapsiiller, S. boulardii hiicreleri
iizerinde ekstradan bir koruma saglamamustir.

S. boulardii sayisi test siiresi boyunca degismeyerek ortalama olarak 6.65 log
kob/g seviyesinde kalmistir. Mikroenkapsiile edilmeyen serbest S. boulardii hiicrelerinin
kontrol olarak test edildigi denemelerde ise 3 h inkiibasyon siiresi boyunca hiicre
sayisinda yalnizca 0.70 logaritmik birimlik bir azalis meydana geldigi ve bu siire sonunda
S. boulardii hiicrelerinin yaklagik %90’dan fazlasinin canliligini korudugu belirlenmistir.
S. boulardii hiicrelerinin mide asitligine olduk¢a dayanikli oldugu bilinmektedir (Hebrard
vd 2010). In vitro mide sistemi test denemelerinde hiicrelerin %100’den fazla canlilik
saglamasinin nedeni ise mikrokapsiillerin ikinci 6rnekleme zamaninda, birinci 6rnekleme
zamanina kiyasla daha fazla agilmasindan kaynaklandig: diisiiniilmiistir.

Maya hiicreleri, bakteri hiicreleri ile kiyaslandiginda mide sisteminin ekstrem
sartlarina daha dayaniklidir. Graff vd (2008) tarafindan yapilan bir ¢alismada, ekstriizyon
yontemi ile aljinat icerisinde S. boulardii hiicreleri mikrokapsiil haline getirilmistir.
Mikrokapsiil 6rnekleri 0.1 N HCI ve pH degeri 1.1’¢ ayarlanmis PBS igerisinde 2 h siire
ile bekletilmis ve bu siire sonunda S. boulardii sayisinin test siiresinin ilk 5 dk 1
logaritmik birimlik azalis gosterdigi ancak ardindan 6nemli bir degisiklik gostermedigi
bildirilmistir. Bir baska calismada ise aljinat igerisinde mikroenkapsiile edilen S.
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boulardii hiicrelerinin mide sistemi sartlarinda 3 h herhangi bir degisiklige ugramadan
kaldigi tespit edilmistir (Gallo vd 2014).

Cizelge 4.19. Piiskiirterek kurutma ve piiskiirterek dondurma yontemi ile iiretilen tek ve ¢ift katl
mikrokapsiillerin S. boulardii (log kob/g) sayisinin ve canliliginin (%) in vitro mide
sistemi direncine ait I. ve II. tekerriir verileri

S. boulardii sayis1 Canhhik
Yontem Kaplama Materyal  Ornekleme Zamam (dk.) Ornekleme Zamam (dk.)

0. 60. 90. 120. 180. 0. 60. 90. 120. 180.
748 748 7.10 6.97 7.23 100 100.10 94.96 93.18 96.70

Piskiirterek Tek GS 760 755 746 7.44 732 100 99.23 98.05 97.81 96.25
kurutma Cift GS/P 569 578 564 556 546 100 101.61 99.11 97.77 95.89
560 554 549 545 533 100 98.96 98.07 97.30 95.22

Tek p 764 733 772 7.87 7.71 100 9594 101.01 103.09 101.01

Piskiirterek 788 740 754 7.88 7.62 100 93.89 95.74 100.05 96.68
dondurma Cift P/GS 576 589 583 581 590 100 102.14 101.20 100.74 102.37

6.13 6.27 594 6.9 6.26 100 102.27 96.87 100.98 102.16
732 741 725 7.06 6.76 100 101.23 99.04 96.45 92.35
747 713 7.10 7.07 6.62 100 9545 95.05 94.65 88.62

Serbest hiicreler

Cizelge 4.20. Piiskiirterek kurutma ve piiskiirterek dondurma yontemi ile iiretilen tek ve ¢ift kath
mikrokapsiillerin S. boulardii sayisinin ve canliliginin in vitro mide sistemi direncine
ait varyans analiz sonuclari

VK S. boulardii sayisi Canhihik

SD KO F Degeri SD KO F Degeri
Yontem 1 1.37 38.90** 1 1.11 0.16
Kaplama 1 30.15 854.52** 1 33.70 4.93*
Materyal 1 0.05 1.53* 1 72.42 10.59**
Siire 4 0.09 0.61 3 14.75 2.16*
Hata 32 25

* p<0.05, ** p<0.01
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Cizelge 4.21. Piiskiirterek kurutma ve piiskiirterek dondurma yontemi ile iiretilen tek ve ¢ift kath
mikrokapsiillerin S. boulardii sayisinin (log kob/g) ve canliliginin (%) in vitro mide
sistemi direncine ait Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglari

Yontem n S. boulardii sayist n Canlilik
Piiskiirterek Kurutma 20 6.46° + 0.19 16 97.51% + 0.53
Piiskiirterek Dondurma 20 6.83* + 0.21 16 97.89% + 1.03

Kaplama
Tek 20 7.51* + 0.06 16 98.72% + 0.71
Cift 20 5.78° + 0.07 16 96.67" + 1.36

Materyal
GS 10 7.36° + 0.07 8 97.03" + 0.80
GS/P 10 5.55¢ + 0.06 8 97.99" + 0.71
P 10 7.66* + 0.04 8 100.42* + 0.92
P/GS 10 6.00° + 0.06 8 95.35" + 1.36
Serbest hiicreler 7.12 + 0.26 95.35 + 3.86

Siire (dk.)

0 8 6.72* + 0.36

60 8 6.65* + 0.31 8 99.35% + 0.89
90 8 6.59 + 0.34 8 97.77" + 1.13
120 8 6.64* + 0.36 8 97.65" + 0.73
180 8 6.60* + 0.35 8 96.02° + 1.54

4.4.2. L. acidophilus sayisi ve canlilig

Plskiirterek kurutma ve dondurma yontemi ile firetilen tek ve cift kath
mikrokapsiillerin L. acidophilus sayisinin ve canliligini in vitro mide sistemi direncine ait
I. ve Il. tekerriir verileri Cizelge 4.22°de, bu verilere ait varyans analiz sonuglar1 Cizelge
4.23’te ve Onemli bulunan varyasyon kaynaklari ortalamalarina ait Duncan Coklu
Karsilastirma Testi sonuglar1 Cizelge 4.24°te verilmistir.

Varyans analiz sonuglarma gore in vitro mide sistemi testinde, kaplama ¢esidi,
tastyict materyal ¢esidi ve siire mikrokapsiillerin L. acidophilus sayis1 ve canliligi tizerine
onemli (p<0.01) bir etkisinin oldugu ancak mikroenkapsiilasyon yonteminin 6nemli
(p>0.05) bir etkisinin olmadig tespit edilmistir.

Duncan Coklu Karsilagtirma Testi sonuglarina gore in vitro mide sistemi testinde;
tek katli mikrokapsiillerin L. acidophilus sayisi, ¢ift katli mikrokapsiillere gére daha
yiiksek seviyede tespit edilmistir. Ancak ¢ift katli mikrokapsiillerin diisiik pH degerinde
ve pepsin enzimi varliginda tek katli mikrokapsiillere oranla L. acidophilus hiicrelerini
daha iyi korudugu tespit edilmistir.

Materyal bazinda incelendiginde ise en yiiksek L. acidophilus sayisini, 6.30 log
kob/g seviyesi ile P mikrokapsiiliiniin sagladigi belirlenmistir. Bu sonucun nedeni ise
mide sartlarinda hidrofobik fazin daha fazla koruyucu etki gostermesinden kaynaklandigi
diistiniilmektedir. L. acidophilus canlilik oranlari g6z oniine alindiginda ¢ift katli GS/P ve
P/GS mikrokapsiillerinin sirasiyla %89.25ve 9%86.24 canlilik sagladigi belirlenmistir.
Ayrica L. acidophilus sayisiin test siiresi boyunca azalarak sirasiyla 6.37 degerinden
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5.08 log kob/g degerine ve canliligimin ise %91.23 seviyesinden %79.93 seviyesine
diistiigi goriilmiistiir. Benzer sonuglar llha vd (2015) tarafindan L. paracasei hiicrelerinin
puskiirterek kurutma yontemi ile mikroenkapsiilasyonu ¢alismasinda da elde edilmistir.
Yapilan baska bir ¢alismada ise PASP kullanilarak L. reuteri mikroenkapsiile edilmis ve
mide sistemi sartlarinda mikrokapsiillerin canliligr test edilmistir. Mide ¢dzeltisinde
inkiibasyon sirasinda ilk 30 dk hiicrelerin yaklasik %85’inin kaybedildigi ve bu siireden
sonra seviyenin neredeyse ayni kaldigi tespit edilmistir (Jantzen vd 2013).

Mikroenkapsiile edilmemis serbest L. acidophilus hiicreleri ile yapilan mide
sistemi testinde ise 3 h siire sonunda L. acidophilus sayisinin yaklasik olarak 1.34 log
kob/g degerine diistiigli ve canliliginin ise %17 seviyesinde oldugu tespit edilmistir.
Avyrica ilerleyen test siirelerinde ise L. acidophilus hiicrelerinin tamaminin canliligini
kaybettigi gozlenmistir.

Serbest L. acidophilus hiicreleri 60. dk’dan sonra hi¢bir canlilik géstermez iken
mikrokapsiil 6rneklerinin L. acidophilus sayisi ise 3 h test siiresi sonunda 5.08 log kob/g
seviyesinde tespit edilmistir. Bu sonuglardan anlasilacagi lizere mikroenkapsiilasyon
islemi L. acidophilus hiicrelerinin mide sartlarinin yiiksek asitlik varligina dayanimini
arttirmigtir. Ayrica, en yiiksek koruyucu etki P hidrofobik mikrokapsiil materyalinde 6.30
log kob/g seviyesinde tespit edilmistir. Kaplama tiirii bazinda bakildiginda ise ¢ift katl
mikrokapsiil 6rnekleri tek katli mikrokapsiil 6rnekleri ile kiyaslandiginda in vitro mide
ortaminda daha yiiksek koruma saglamistir. P mikrokapsiiliiniin bu koruyucu etkisi
partikiil boyutunun biiyiik olmasindan da kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistiir. Yapilan bir
caligmada partikiill boyutunun biiyiimesi, ile Lactobacillus ssp’nin simiile mide
sisteminde canliliginin artmasina neden oldugu bildirilmistir (Chandramouli vd 2004).
Benzer sonuglar bu g¢alismada tespit edildigi gibi diger baska ¢alismalarda da tespit
edilmistir. Yapilan bir piiskiirterek dondurma ¢alismasinda 210 dk sonunda serbest hiicre
tespit edilemezken mikroenkapsiile L. acidophilus hiicrelerinin %60’ simiile mide
ortaminda canli kaldigi bildirilmistir (Okuro vd 2013b). Yapilan bir bagka caligmada
piskiirterek dondurma yontemiyle iiretilen mikrokapsiillerin L. acidophilus sayisinin 5
saatlik simiile mide-bagirsak sindirim ortaminda serbest hiicrelerin tespit edilememesine
karsin mikroenkapsiile formlarinin ise %91.8’inin canli kaldig: bildirilmistir (Pedroso vd
2012).

Mide, yiiksek asit igerigi nedeniyle en fazla hiicre kaybedilen sindirim organidir.
Mide igeriginin pH degeri genellikle 1-2.5 arasinda bulunmakta ve yeme zamani, diyet
ve yas gibi faktorlerden etkilenmektedir. Mide ortaminin asitliginin yaninda bir baska
onemli etken ise beslenmeyle alinan proteinleri yikan pepsin enzimini igermesidir. Pepsin
enzimi, diisik pH degerinde 6ncli zimojen ve pepsinojenden, otokatalitik hidrolizle
tiretilmektedir. Sindirim insan biinyesine bagli olarak degismekle birlikte 6-32 h arasinda
tamamlanmaktadir (Cook vd 2012). Agizdan alinan probiyotik bakteriler bu siire
icerisinde yiiksek asitlik ve enzimler arasindan gegerek asil etki gosterdikleri bolge olan
kolona ge¢melidirler. Tiim bunlar g6z dniine alindiginda probiyotik mikroorganizmalarin
pH degeri 2 olan mide sisteminden gegebilmeleri i¢in mikroenkapsiile edilmeleri oldukca
onemlidir (Huq vd 2013).
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Cizelge 4.22. Piiskiirterek kurutma ve piiskiirterek dondurma yontemi ile iiretilen tek ve ¢ift kath
mikrokapsiillerin L. acidophilus sayisinin (log kob/g) ve canliliginin (%) in vitro
mide sistemi direncine ait 1. ve II. tekerriir verileri

L. acidophilus sayisi Canlilik

Yontem KaplamaMateryal Ornekleme Zamam (dk.) Ornekleme Zamam (dk.)
0. 60. 90. 120. 180. 0. 60. 90. 120. 180.
Tek Gs 7.04 6.44 538 428 574 100 9141 76.41 67.13 81.49
Piiskiirterek 7.08 6.20 558 470 578 100 87.59 78.78 66.34 81.58
kurutma Cift GS/P 545 452 502 520 524 100 82.86 92.15 95.38 96.17
542 491 494 499 400 100 90.63 91.05 92.02 73.78
751 6.77 588 589 581 100 90.13 7830 7845 77.31

Tek P

Piiskiirterek 736 6.70 6.04 518 587 100 91.01 82.02 70.27 79.76
dondurma Cift P/GS 521 539 465 4.42 408 100 103.44 89.23 84.79 78.22
583 541 5.08 484 415 100 92.81 87.16 83.14 71.15
.. 481 2.01 100 41.79
Serbest hiicreler 460 204 te te te 100 4435 te te te

te: Tespit edilemedi

Cizelge 4.23. Piiskiirterek kurutma ve piiskiirterek dondurma yontemi ile iiretilen tek ve ¢ift kath
mikrokapsiillerin L. acidophilus sayisinin ve canliliginin in vitro mide sistemi
direncine ait varyans analiz sonuglari

Varyasyon L. acidophilus Canhihik

Kaynag SD KO F Degeri SD KO F Degeri
Yontem 1 0.35 1.93 1 1.79 0.04
Kaplama 1 13.14 72.86** 1 496.12 10.20**
Materyal 1 0.62 3.45* 1 51.56 1.06*
Siire 4 2.58 14.30** 3 233.26 4.79%*
Hata 32 25

Cizelge 4.24. Piiskiirterek kurutma ve piiskiirterek dondurma yontemi ile iiretilen tek ve ¢ift kath
mikrokapsiillerin L. acidophilus sayisinin (log kob/g) ve canliliginin (%) in vitro
mide sistemi direncine ait Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglari

Kaplama n L. acidophilus sayisi n Canhihk
Tek 20 6.08* + 0.18 16 79.87° + 1.93
Cift 20 493" + 0.11 16 87.75* + 2.12

Materyal
GS 10 5.87° + 0.26 8 78.84" + 3.13
GS/P 10 4.97° + 0.24 8 89.25* + 2.63
P 10 6.30* + 0.14 8 80.91° + 2.42
P/GS 10 491° + 0.18 8 86.24" + 3.41
Serbest hiicreler 1.34 + 2.07 17.22 + 23.61

Siire (dk.)

0. 8 6.37* + 0.34

60. 8 5.79° + 0.30 8 91.23* + 2.06
90. 8 5.32° + 0.17 8 84.39" + 2.21
120. 8 4.99° + 0.16 8 79.69° + 3.92
180. 8 5.08° + 0.34 8 79.93" + 2.65
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4.4.3. B. bifidum sayis1 ve canlihigi

Pliskiirterek kurutma ve dondurma yontemi ile iretilen tek ve ¢ift kath
mikrokapsiillerin B. bifidum sayisinin ve canliliginin in vitro mide sistemi direncine ait I.
ve Il. tekerriir verileri Cizelge 4.25°te, bu verilere ait varyans analiz sonuglar1 Cizelge
4.26’da ve Onemli bulunan varyasyon kaynaklari ortalamalarma ait Duncan Coklu
Karsilastirma Testi sonuglart Cizelge 4.27°de verilmistir.

Varyans analiz sonuglarina gore in vitro mide sistemi testinde; kaplama ¢esidi,
tasiyic1 materyal ve siire mikrokapsiillerin B. bifidum sayis1 ve canlilig1 {izerine 6nemli
(p<0.01; p<0.05) bir etkisinin oldugu ancak mikroenkapsiilasyon yonteminin 6nemli
(p>0.05) bir etkisinin olmadig1 tespit edilmistir.

Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuclarina gore tek katli mikrokapsiillerin B.
bifidum sayis1 ve canlilig ¢ift katli mikrokapsiillere gore daha yiiksek seviyede tespit
edilmistir. L. acidophilus hiicrelerinin canlilik sonuglari ile kiyaslandiginda, ¢ift katl
kaplama teknigi B. bifidum hiicrelerinin mide ortam sartlarinda dayanimini arttirmamastir.
Materyal bazinda bakildiginda ise en yiiksek B. bifidum sayisi 6.07 log kob/g degeri ile P
mikrokapsiiliinde elde edilirken, mide sartlarinda GS mikrokapsiiliiniin ise B. bifidum
hiicrelerini daha iyi korudugu belirlenmistir. Ayrica B. bifidum sayisinin in vitro test
sliresi boyunca azalarak sirastyla 5.53 degerinden 4.95 log kob/g degerine ve canliliginin
ise %96.67 seviyesinden %89.63 seviyesine diistiigii tespit edilmistir. Bu canlilik oranlari
B. bifidum igin oldukga iyidir. Ciinkii Bifidobacterium cinsi bakterilerin mide ortaminda
yiiksek asitlik direncinin genellikle diisiikk oldugu bildirilmektedir (De Castro-Cislaghi vd
2012). Bu nedenle Bifidobacterium’larin probiyotik etkisinin siirdiiriilebilmesi igin
mutlaka mikroenkapsiile formlar1 kullanilmalidir. Oyle ki konuyla ilgili yapilan bir
calismada pH 2 seviyesinde bekletilen mikroenkapsiile ve serbest Bifidobacterium
hiicrelerinden 3 h sonunda serbest formlarinda meydana gelen azalisin enkapsiile
formlarla kiyaslandiginda iki kat daha fazla oldugu tespit edilmistir (De Castro-Cislaghi
vd 2012). Benzer sonuglar piiskiirterek dondurma yontemi ile mikroenkapsiile edilmis B.
lactis hiicrelerinde de goriilmiis olup simiile sindirim ortaminda 5 h siire sonunda serbest
hiicrelerin iki kat daha fazla azaldig1 ve mikroenkapsiile hiicrelerin yaklasik %90’ mnin
canliligini korudugu bildirilmistir (Pedroso vd 2012). Lian vd (2003) tarafindan yiirtitiilen
bir denemede ise mikroenkapsiile edilen B. longum ve B. infantis hiicrelerinin mide
sisteminde 4 h sonunda canliliklarinin %81-95 ve %65-92 oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.25. Piiskiirterek kurutma ve piiskiirterek dondurma yontemi ile iiretilen tek ve ¢ift kath
mikrokapsiillerin B. bifidum sayisinin (log kob/g) ve canliliginin (%) in vitro mide
sistemi direncine ait I. ve II. tekerriir verileri

B. bifidum sayisi Canlilik

Yontem Kaplama Materyal ~ Ornekleme Zamani (dk.) Ornekleme Zamam (dk.)
0. 60. 90. 120. 180. 0. 60. 90. 120. 180.
Tek Gs 6.08 6.00 596 547 537 100 98.71 97.94 89.96 88.39
Piiskiirterek 6.08 6.01 590 534 539 100 98.94 97.10 87.82 88.65
kurutma Cift GS/P 487 543 430 511 497 100 89.71 78.98 93.94 91.42
5.02 448 436 397 425 100 89.24 86.98 79.19 84.62
Tek 6.76 6.61 6.65 570 546 100 97.85 98.36 84.26 80.72
Piiskiirterek 6.20 565 6.25 560 585 100 91.20 100.91 90.38 94.49
dondurma Cift P/GS 450 411 406 3.03 475 100 91.32 90.18 71.12 77.65
473 447 417 320 350 100 94.61 88.24 64.10 100.53
Serbest hiicreler 7.47 552 530 248 te 100 73.91 70.97 33.17 te
746 548 3.00 248 te 100 73.46 40.21 33.21 te

te: Tespit edilemedi

Cizelge 4.26. Piiskiirterek kurutma ve piiskiirterek dondurma yontemi ile iiretilen tek ve ¢ift kath
mikrokapsiillerin B. bifidum sayisinin ve canliliginin in vitro mide sistemi direncine
ait varyans analiz sonuglar1

VK B. bifidum sayisi Canhilik

SD KO F Degeri SD KO F Degeri
Yontem 1 0.23 1.56 1 20.59 0.42
Kaplama 1 24.07 159.12** 1 405.06 8.27**
Materyal 1 2.19 14.51** 1 1.53 0.03*
Siire 4 0.91 6.00** 3 204.64 4.18*
Hata 32 25

* p<0.05, ** p<0.01

Cizelge 4.27. Piiskiirterek kurutma ve piiskiirterek dondurma yontemi ile iiretilen tek ve cift katl
mikrokapsiillerin B. bifidum sayisi (log kob/g) ve canliliginin (%) in vitro mide
sistemi direncine ait Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglari

Kaplama n B. bifidum sayisi n Canhihk
Tek 20 5.91% + 0.10 16 92.85% + 1.50
Cift 20 4.37° + 0.14 16 85.74° + 2.35

Materyal
GS 10 5.76* + 0.10 8 93.44* + 1.81
GS/P 10 4.68° + 0.15 8 86.76™ + 1.94
P 10 6.07 + 0.15 8 92.27% + 2.50
P/GS 10 4.05° + 0.20 8 84.72" + 4.42
Serbest hiicreler 3.92 + 2.85 40.62 + 30.51

Siire
0. 8 5.53* + 0.30 -

60. 8 5.35% + 0.32 8 96.67% + 1.45
90. 8 5.21% + 0.38 8 93.48* + 2.65
120. 8 4.67° + 0.39 8 83.96" + 3.68
180. 8 4,94 + 0.27 8 89.63" + 2.61

52



BULGULAR VE TARTISMA Sultan ARSLAN TONTUL

In vitro mide sartlarinda, serbest B. bifidum hiicrelerinin sayisinda ciddi bir azalis
meydana gelerek 120 dk sonunda 7.47 log kob/g seviyesinden 2.48 log kob/g seviyesine
diistiigti belirlenmistir. 180 dk test siiresi sonunda ise hi¢bir B. bifidum canlilig1 tespit
edilememistir. Yapilan bir ¢alismada serbest B. bifidum hiicrelerinde pH 2.5 ortaminda 2
h sonunda hig canlilik tespit edilemezken enkapsiile hiicreler de ise yalnizca 2 logaritmik
birimlik bir azalig oldugu rapor edilmistir (Huq vd 2013).

Mikrokapsiil 6rneklerinin B. bifidum sayis1 ise 180 dK test siiresi sonunda 4.94 log
kob/g seviyesinde kalmig ve yaklasik %89 unun canliligin1 korudugu belirlenmistir. Bu
sonuglardan anlasilacagi lizere mikroenkapsiilasyon islemi B. bifidum hiicrelerinin mide
sartlarinin ekstrem kosullarina dayanimini 6nemli diizeyde arttirmistir. Mikroenkapsiile
B. bifidum hiicrelerinin L. acidophilus ile karsilastirildiginda, in vitro mide ortamina daha
dayanikli oldugu goriilmektedir. Bunun nedeninin ise probiyotik mikroorganizmalarin
asit ve safra tuzuna kars1 farkli direngler gostermesinden kaynaklandigi bilinmektedir (De
Castro-Cislaghi vd 2012). Konu ile ilgili daha dnce gergeklestirilen bir ¢alismada,
piiskiirterek dondurma yontemiyle iiretilen mikrokapsiillerden B. lactis hiicrelerin, L.
acidohilus hiicrelerine goére simiile sindirim ortamima daha dayanikli oldugu
belirlenmistir (Pedroso vd 2012).

4.4.4. Piiskiirterek kurutma ve dondurma yontemi ile iiretilen mikrokapsiillerin in
vitro mide sistemi testi sonucunda probiyotik mikroorganizma iceriginde
meydana gelen degisimler

In vitro mide testi sonuglarina gore mikroenkapsiile edilmis S. boulardii, L.
acidophilus ve B. bifidum mikroorganizmalarinin kaplama materyali bazinda ki sayis1 ve
canliligindaki degisime ait veriler Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’da verilmistir. Ayrica 3 saatlik
test stiresi boyunca hem mikrokapsiil halindeki hem de serbest formdaki probiyotik
mikroorganizmalarin zamana gore sayisi ve canliliklarinda ki degisime ait elde edilen
veriler Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’de verilmistir.
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m S, boulardii  w L. acidophilus m B. bifidum
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Sekil 4.5. Mikrokapsiillerin in vitro mide ortam testi sonucu probiyotik mikroorganizma sayilari

m S, boulardii = L. acidophilus = B. bifidum

100

S [2] 0]
o o o
1 1 1

Canlilik (%)

N
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GS GS/P P P/GS Serbest hiicreler

Sekil 4.6. Mikrokapsiillerin in vitro mide sistemi testi sonucu probiyotik mikroorganizma
canliliklar1
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Sekil 4.7. Mikroenkapsiile ve serbest probiyotik mikroorganizma hiicre sayisinin in vitro mide
sistemi testinde zamana bagli olarak degisimi
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Sekil 4.8. Mikroenkapsiile ve serbest probiyotik mikroorganizma hiicre canliliginin in vitro mide
sistemi testinde zamana bagli olarak degisimi

Yapilan in vitro mide sistemi testi verilerine gore mikrokapsiil 6rneklerinin S.
boulardii, L. acidophilus ve B. bifidum canliliklarinin 180 dK test siiresi boyunca yaklasik
%380’1n tistiinde korundugu belirlenmistir. Mikroenkapsiile edilmemis serbest formlar ile
yapilan denemelerde ise L. acidophilus ve B. bifidum hiicrelerinin test siiresi boyunca
canliliklarin1 koruyamadigi tespit edilmistir. Ayrica serbest S. boulardii hiicreleri ile
yapilan testte ise maya hiicrelerinin mide ortaminin ekstrem sartlarina oldukg¢a dayanikl
oldugu belirlenmistir. Yapilan literatiir g¢alismalarina goére mikroenkapsiilasyonun
koruyucu etkisinin spesifik oldugu ve her tiir ilizerinde aym etkiyi saglamadig
bildirilmektedir (Lahtinen vd 2007).
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4.5. Piiskiirterek Kurutma ve Dondurma Yontemi ile Uretilen Tek ve Cift Kath
Mikrokapsiillerin in vitro Bagirsak Sistemi Direnci

4.5.1. S. boulardii sayis1 ve canlilig

Puskiirterek kurutma ve dondurma yontemi ile iiretilen tek ve ¢ift kath
mikrokapsiillerin S. boulardii sayisinin ve canliligmin in vitro bagirsak sistemine
direncine ait 1. ve Il. tekerriir verileri Cizelge 4.28°de, bu verilere ait varyans analiz
sonuglart Cizelge 4.29°da ve 6nemli bulunan varyasyon kaynaklari ortalamalarina ait
Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglar1 Cizelge 4.30°da verilmistir.

Varyans analiz sonuglarina gore in vitro bagirsak sistemi testinde,
mikroenkapsiilasyon yontemi, kaplama gesidi ve materyallerin mikrokapsiillerin S.
boulardii sayis1 ve canliligi {izerine 6nemli (p<0.01; p<0.05) bir etkisinin oldugu ancak
test siiresinin yalnizca S. boulardii canlilig1 tizerinde 6nemli (p<0.05) bir etkisinin oldugu
belirlenmistir.

Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglarina gore piiskiirterek kurutma yontemi
ile tretilen mikrokapsiillerin S. boulardii sayis1 ve canliligi, piiskiirterek dondurma
yontemi ile liretilenlere gore daha yiiksektir.

Materyal bazinda incelendiginde ise en yiiksek S. boulardii sayisinin ve
canliligmin Arap zamki igeren formiilasyonda saglandigi ve palm yagi ile hazirlanan
formiilasyonlarin ise daha diisiik koruma sagladigi tespit edilmistir. Bu sonucun
nedeninin ise bagirsak sistemi simiilasyonunda kullanilan pankreatin enziminin ve safra
tuzlarinin hidrofobik materyalin daha hizli ¢6zlinmesine ve maya hiicreleri lizerinde daha
az koruyucu etki saglamasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Tek katli mikrokapsiillerin S. boulardii sayisi ¢ift katli mikrokapsiillere gore daha
yiikksek seviyede tespit edilmistir. Bu sonuglarin nedeni ise baslangigta tek kath
mikrokapsiillerin S. boulardii i¢eriginin ¢ift katli olanlara gore daha fazla olmasidir.

Ug saatlik test siiresi sonunda baslangicta bulunan S. boulardii hiicrelerinin
%90’1in canliligint korudugu ve siire sonunda S. boulardii sayisinin 6.18 log kob/g
seviyesinde kaldig1 belirlenmistir.

Mikroenkapsiile edilmemis serbest S. boulardii hiicreleri ile yapilan in vitro
bagirsak testinde ise 3 h siire sonunda S. boulardii hiicrelerinin yaklagik %85’inin
canliligin1 korudugu tespit edilmistir. Benzer sonuglar in vitro mide testinde de elde
edilmis olup bu durumun S. boulardii hiicrelerinin 6karyot yapida olmasindan ve sindirim
enzimleri ve safra tuzlarina bakterilere gore daha fazla direngli olmasindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir.
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Cizelge 4.28. Piiskiirterek kurutma ve piiskiirterek dondurma yontemi ile iiretilen tek ve ¢ift kath
mikrokapsiillerin S. boulardii (log kob/g) sayisinin ve canliliginin (%) in vitro
bagirsak sistem direncine ait I. ve II. tekerriir verileri

S. boulardii sayisi Canlilik
Yontem Kaplama Materyal Ornekleme Zamam (dk.) Ornekleme Zamam (dk.)

0. 60. 90. 120. 180. 0. 60. 90. 120. 180.
711 762 731 753 7.34 100 107.11 102.77 105.87 103.24

piiskirterck ¢ GS 758 767 742 746 7.36 100 10114 97.80 98.30 97.10
Kurutma cit Ggp 077 570 570 550 574 100 9877 9706 9522 9.8
574 571 571 571 567 100 99.43 100.07 99.43 98.89

o o 761 723 735 693 598 100 9498 9658 9102 7852

Piiskiirterek 760 710 7.33 660 646 100 93.36 9648 86.85 85.01
dondurma .o /oo 604 546 518 508 495 100 90.42 85,68 8407 6200

6.25 591 517 493 515 100 9443 82.65 78.82 82.28
8.15 8.05 756 7.24 7.03 100 98.81 92.82 88.94 86.34
856 815 791 756 730 100 95.21 92.43 88.31 85.33

Serbest hiicreler

Cizelge 4.29. Piiskiirterek kurutma ve piiskiirterek dondurma yontemi ile iiretilen tek ve ¢ift kath
mikrokapsiillerin S. boulardii sayisinin ve canliliginin in vitro bagirsak sistem
direncine ait varyans analiz sonuglari

VK S. boulardii sayisi Canhihik

SD KO F Degeri SD KO F Degeri
Yontem 1 1.22 8.88** 1 1231.69 80.51*
Kaplama 1 28.22 204.52** 1 142.09 9.26**
Materyal 1 0.05 0.39* 1 9.53 0.62*
Siire 4 0.13 0.91 3 67.30 4.40*
Hata 32 25

* p<0.05, ** p<0.01
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Cizelge 4.30. Piiskiirterek kurutma ve piiskiirterek dondurma yontemi ile iiretilen tek ve ¢ift katl
mikrokapsiillerin S. boulardii (log kob/g) sayisinin ve canliliginin (%) in vitro
bagirsak sistem direncine ait Duncan Coklu Karsilagtirma Testi sonuglari

Yontem n S. boulardii sayisi n Canhihik
Piiskiirterek Kurutma 20 6.56% + 0.20 16 100.10* + 0.81
Piiskiirterek Dondurma 20 6.21° + 0.21 16 87.70° + 1.56

Kaplama
Tek 20 7.23% + 0.10 16 96.01* + 1.94
Cift 20 5.55" + 0.08 16 91.79° + 1.97

Materyal
GS 10 7.44% + 0.05 8 101. 66* + 1.33
GS/P 10 5.69° + 0.03 8 98.54* + 0.57
P 10 7.02° + 0.17 8 90.35" + 2.27
P/GS 10 5.41° + 0.15 8 85.04° + 1.79
Serbest hiicreler 7.75 + 0.49 91.02 + 4.62

Siire (dk.)

0. 8 6.43% + 041 - - |
60. 8 6.46% +0.37 8 97.45* + 1.86
90. 8 6.39% + 0.37 8 94.89% 1 2.47
120. 8 6.50% + 0.30 8 92.45" + 3.16
180. 8 6.18% + 0.27 8 90.81° + 3.46

4.5.2. L. acidophilus sayisi ve canlilig

Plskiirterek kurutma ve dondurma yontemi ile firetilen tek ve cift kath
mikrokapsiillerin L. acidophilus sayisinin ve canliliginin in vitro bagirsak sistem
direncine ait I. ve Il. tekerriir verileri Cizelge 4.31°de, bu verilere ait varyans analiz
sonuglart Cizelge 4.32’de ve 6nemli bulunan varyasyon kaynaklari ortalamalarina ait
Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglar1 Cizelge 4.33’de verilmistir.

Varyans analiz sonuglarna gbére in vitro mide sistemi testinde,
mikroenkapsiilasyon yontemi, kaplama ¢esidi, tasiyict materyal ve siire mikrokapsiillerin
L. acidophilus sayist iizerine 6nemli (p<0.01; p<0.05) bir etkisinin oldugu tespit
edilmistir. Ayrica mikroenkapsiilasyon yoOntemi, tasiyict materyal ve siirenin L.
acidophilus’un canliligr tizerine onemli (p<0.01) bir etkide bulunurken, kaplama
¢esidinin ise dnemli (p>0.05) bir etkisinin olmadigi tespit edilmistir.

Duncan Coklu Karsilagtirma Testi sonuglarina gore piiskiirterek kurutma yontemi
ile tretilen mikrokapsiillerin L. acidophilus sayis1 ve canliligi, piiskiirterek dondurma
yontemi ile tiretilen mikrokapsiillere oranla daha yiiksektir. Tek katli mikrokapsiillerin L.
acidophilus sayisi ¢ift katli mikrokapsiillere gore daha yiiksek seviyede tespit edilirken,
canlilik degerinde ise bir fark gdzlenmemistir. Materyal bazinda bakildiginda GS
mikrokapsiiliniin 7.11 log kob/g degeri ile yiiksek canlilik saglamistir. L. acidophilus
sayist ve canliligl test siiresi boyunca azalarak sirasiyla 5.00 log kob/g ve %84.08
seviyesine diismiistiir.
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Serbest L. acidophilus hiicrelerinin ayn1 in vitro bagirsak ortami sartlarda
inkiibasyonu sonuncunda ikinci saatten sonra canli hiicre sayisi tespit edilememistir.
Mikroenkaspiile edilen 6rneklerde ise 3 h sonunda tiim tasiyict madde %75 degerinin
tizerinde canlilik saglanmstir.

Probiyotik mikroorganizmalarin  sindirim  sisteminden gec¢isi  sirasinda
canliliklarmin kaybedilmesinde yiiksek asitlik kadar safra tuzlarmin varligi da etkili
olmaktadir. Bir ¢alismada serbest L. paracasei sayisinin safra tuzu miktarmin iki katina
cikarilmasiyla yaklasik 2 logaritmik birim azaldigi tespit edilmistir (Ilha vd 2015). Safra
tuzunun bu oOldiriicii etkisi antimikrobiyal aktivitesi ve deterjan &zelliginden ileri
gelmekte olup bu etki ile bakterilerin hiicre membrani ¢oziinmekte ve canliliklari
kaybolmaktadir (Okuro vd 2013b).

Cizelge 4.31. Piiskiirterek kurutma ve puskiirterek dondurma yoéntemi ile iiretilen tek ve ¢ift kath
mikrokapsiillerin L. acidophilus sayisinin (log kob/g) ve canliliginin (%) in vitro
bagirsak sistemi direncine ait 1. ve II. tekerriir verileri

L. acidophilus sayis1 Canhihk

Yontem Kaplama Materyal Ornekleme Zamam (dk.) Ornekleme Zamam (dk.)

0. 60. 90. 120. 180. 0. 60. 90. 120. 180.
769 752 766 7.69 6.03 100 97.78 99.57 99.57 78.40

priskiirterck i GS 736 7.6 703 702 598 100 97.29 9559 9559 81.30
wrutma T 485 456 474 470 430 100 0404 0784 96.08 8877
430 461 370 490 457 100 107.25 86.00 114.00 106.35

o L 76269 764 702 618 100 9135 1001 9209 8102

piiskiirterek 746 6.75 7.65 675 567 100 0047 1025 90.55 76.04
dondurma T 7430 300 278 437 385 100 6075 6459 10150 8494

482 3.00 2.81 400 3.65 100 62.25 58.36 83.00 75.80
449 3.08 248 2.00 Te 100 68.60 55.23 44.54 Te
493 3.40 330 2.00 Te 100 68.97 66.94 40.57 Te

Serbest hiicreler

Te: Tespit edilemedi

Cizelge 4.32. Piiskiirterek kurutma ve piiskiirterek dondurma yontemi ile iiretilen tek ve ¢ift kath
mikrokapsiillerin L. acidophilus sayisinin ve canliliginin in vitro bagirsak sistem
direncine ait varyans analiz sonuglari

VK L. acidophilus sayisi Canhiik

SD KO F Degeri SD KO F Degeri
Yontem 1 2.64 9.97** 1 1406.54 14.29**
Kaplama 1 87.70 330.47** 1 191.05 1.94
Materyal 1 1.37 5.17* 1 902.36 9.17**
Siire 4 1.25 4.72%* 3 223.00 2.27*
Hata 32 25
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Cizelge 4.33. Piiskiirterek kurutma ve piiskiirterek dondurma yontemi ile iiretilen tek ve ¢ift kath
mikrokapsiillerin L. acidophilus sayisinin (log kob/g) ve canliliginin (%) in vitro
bagirsak sistem direncine ait Duncan Coklu Karsilagtirma Testi sonuglari

Yontem n L. acidophilus sayisi n Canliik
Piiskiirterek Kurutma 20 5.82% + 0.32 16 96.04* + 2.39
Piiskiirterek Dondurma 20 5.30° + 0.41 16 82.78" + 2.14

Kaplama
Tek 20 7.04* + 0.14 16 91.85* + 1.93
Cift 20 4.08° + 0.16 16 86.96* + 2.12

Materyal
GS 10 7.11* + 0.20 8 93.17* + 3.13
GS/P 10 452° + 0.11 8 98.90* + 2.63
P 10 6.97* + 0.21 8 90.53* + 2.42
P/GS 10 3.64° + 0.23 8 75.02° + 3.41
Serbest hiicreler 257 + 1.74 43.11 + 28.68

Siire (dk.)

0. 8 6.05* + 0.57 - -

60. 8 5.44 + 0.66 8 88.77% + 2.06
90. 8 5.50°¢ + 0.79 8 88.09% + 2.21
120. 8 5.81° + 0.51 8 96.69* + 3.92
180. 8 5.00° + 0.38 8 84.08° + 2.65

4.5.3. B. bifidum sayis1 ve canlihigi

Plskiirterek kurutma ve dondurma yontemi ile firetilen tek ve cift kath
mikrokapsiillerin B. bifidum sayisinin ve canliliginin in vitro bagirsak sistem direncine
ait 1. ve Il. tekerriir verileri Cizelge 4.34°de, bu verilere ait varyans analiz sonuglari
Cizelge 4.35’de ve 6nemli bulunan varyasyon kaynaklari ortalamalarina ait Duncan
Coklu Karsilastirma Testi sonuglart Cizelge 4.36°da verilmistir.

Varyans analiz sonuglarina gére in vitro bagirsak sistemi testinde; kaplama gesidi,
tasiyict materyal ve test siiresinin mikrokapsiillerin B. bifidum sayisi ve canliligi izerine
onemli (p<0.01) bir etkisinin oldugu tespit edilmistir. Ayrica mikroenkapsiilasyon
yonteminin B. bifidum canliligi tizerine 6nemli (p<0.01) bir etkisi oldugu ancak B.
bifidum sayis1 tizerine 6nemli (p>0.05) bir etkisinin olmadigi tespit edilmistir.

Duncan Coklu Karsilagtirma Testine gore piiskiirterek kurutma yontemi ile
tiretilen mikrokapsiillerde bulunan B. bifidum canliligi, piskiirterek dondurma yontemi
ile tretilen mikrokapsiillerle yaklagik aymidir. Materyal bazinda bakildiginda ise P
mikrokapsiilii 6.78 log kob/g degeri ile en yiiksek korumay1 saglamigtir. L. acidophilus
ve S. boulardii sayilari ile kiyaslandiginda GS mikrokapsiilii ise P mikrokapsiiliine oranla
daha diisiik B. bifidum sayis1 saglamistir. Ancak her ne kadar istatistiksel olarak bir fark
bulunmamis olsa da GS mikrokapsiiliiniin in vitro bagirsak ortaminda baslangig B.
bifidum sayisinin = %89’unu  koruyabildigi  goriilmektedir. Hidrofobik tasiyici
materyallerde ise bu oran %85 ve %64 (P ve P/GS) seviyesinde tespit edilmistir. Bunun
nedeni ise daha oncede bahsedildigi iizere lipit fazin pankreatin ve safra tuzu varliginda
daha dayaniksiz olmasidir.
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[lerleyen in vitro bagirsak testi siiresi ile birlikte beklenildigi gibi B. bifidum saysi
azalarak 5.64 log kob/g degerinden 4.22 log kob/g degerine diismiistiir. Piiskiirterek
kurutma sisteminde PASP ile mikroenkapsiile edilen B. bacterium hiicrelerinin %0.5
safra tuz varliginda 6 h sonunda 1.71 log azaldig1 belirlenmistir (De Castro-Cislaghi vd
2012). Mikroenkapsiile edilmemis serbest formdaki B. bifidum hiicreleri ile yapilan testte
ise li¢ saatlik siire boyunca canli hiicre sayisinin 5.54 log kob/g degerinde oldugu
belirlenmistir.

Cizelge 4.34. Piiskiirterek kurutma ve piiskiirterek dondurma yontemi ile iiretilen tek ve ¢ift katl
mikrokapsiillerin B. bifidum sayis1 (log kob/g) ve canliliginin (%) in vitro bagirsak
sistem direncine ait I. ve II. tekerriir verileri

B. bifidum sayis1 Canhhk

Yontem Kaplama Materyal  Ornekleme Zamam (dk.) Ornekleme Zamam (dk.)
0. 60. 90. 120. 180. 0. 60. 90. 120. 180.
Tek GS 6.67 6.28 6.01 588 5.48 100 94.08 90.12 88.03 82.07
Piskiirterek 6.70 6.13 6.12 6.00 6.02 100 91.60 91.40 89.60 89.92
kurutma Cift GS/P 4,04 3.85 3,53 351 340 100 95.14 87.38 86.90 84.08
424 3.70 3.40 3.74 3.45 100 87.18 80.08 88.06 81.42
776 754 691 6.81 5.30 100 97.20 89.09 87.79 68.31
Piskiirterek 761 7.01 6.74 6.77 5.34 100 92.04 88.46 88.87 70.16
dondurma Cift P/GS 400 3.08 2.70 230 2.30 100 76.98 67.47 5753 57.53
411 2.78 2.85 2.48 2.48 100 67.53 69.16 60.21 60.21
6.01 5.86 577 572 432 100 97.48 95.97 95.27 71.76
6.05 594 584 571 422 100 98.14 96.50 94.49 69.85

Serbest hiicreler

Cizelge 4.35. Piiskiirterek kurutma ve piiskiirterek dondurma yontemi ile tiretilen tek ve ¢ift kath
mikrokapsiillerin B. bifidum sayisi ve canliliginin in vitro bagirsak sistemine
direncine ait varyans analiz sonuglar1

VK B. bifidum sayisi Canliik
SD KO F Degeri SD KO F Degeri

Yontem 1 0.04 0.36 1 1358.77 60.38**
Kaplama 1 99.67 886.20** 1 1150.56 51.12**
Materyal 1 5.10 45.33** 1 601.35 26.72**
Siire 4 2.18 19.35** 3 250.92 11.15**
Hata 32 25
**p<0.01
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Cizelge 4.36. Piiskiirterek kurutma ve piiskiirterek dondurma yontemi ile iiretilen tek ve ¢ift kath
mikrokapsiillerin B. bifidum (log kob/g) say1st ve canliliginin (%) in vitro bagirsak
sistemine direncine ait Duncan Coklu Karsilagtirma Testi sonuglar

Yontem n B. bifidum sayisi n Canlilik
Piskiirterek Kurutma 20 4.91* + 0.29 16 87.94* + 1.08
Piiskiirterek Dondurma 20 4.84% + 0.47 16 74.91° + 3.41

Kaplama
Tek 20 6.45* + 0.16 16 87.42% + 1.95
Cift 20 3.30" + 0.14 16 75.43" + 3.14

Materyal
GS 10 6.13" + 0.11 8 89.60* + 1.25
GS/P 10 3.69° + 0.09 8 86.28° + 1.64
P 10 6.78% + 0.27 8 85.24°* + 3.66
P/GS 10 291 + 0.21 8 64.58" + 2.43

Siire (dk.)

0. 8 5.64% + 0.60 -

60. 8 5.05" + 0.67 8 87.72% + 3.64
90. 8 4,78 + 0.64 8 82.89" + 3.40
120. 8 4.69° + 0.67 8 80.87" + 4.82
180. 8 4.22¢ + 0.52 8 74.21° + 4.19

4.5.4. Piiskiirterek kurutma ve dondurma yoéntemi ile iiretilen mikrokapsiillerin in
vitro bagirsak sistemi testi sonucunda probiyotik mikroorganizma iceriginde
meydana gelen degisimler

In vitro bagirsak testi sonuglarina gére mikroenkapsiile edilmis S. boulardii, L.
acidophilus ve B. bifidum mikroorganizmalarinin kaplama materyali bazinda ki sayisi ve
canliligindaki degisime ait veriler Sekil 4.9 ve Sekil 4.10°da verilmistir. Ayrica 3 saatlik
test siiresi boyunca hem mikrokapsiil halindeki hem de serbest formdaki probiyotik
mikroorganizmalarin zamana gore sayisi ve canliliklarinda ki degisime ait elde edilen
bulgular Sekil 4.11 ve Sekil 4.12°de verilmistir.

Yapilan in vitro bagirsak sistemi testi verilerine gore mikrokapsiil 6rneklerinin S.
boulardii ve L. acidophilus sayilart GS mikrokapsiilinde daha yiiksek olarak tespit
edilirken, B. bifidum sayis1 ise P mikrokapsiiliinde daha yiiksek seviyede belirlenmistir.
Hidrofobik kaplama materyali mide sisteminde daha iyi koruma saglarken bagirsak
ortaminda ise hidrofilik kaplama materyalinin daha yliksek koruma sagladig:
belirlenmistir. Bu sonucun nedeni ise palm yagi kullanilarak tiretilen mikrokapsiillerin
deney sartlarinda kullanilan lipazlarca pargalanmasi ve ¢ekirdekte bulunan probiyotik
mikroorganizma hiicrelerinin ortamin ekstrem sartlarina daha fazla maruz kalmasindan
kaynaklandig1 diigiiniilmektedir.

Tiim bunlara ek olarak serbest formdaki S. boulardii ve B. bifidum hiicreleri in
vitro bagirsak ortami sartlarinda kismen canliligini koruyabilmis ancak L. acidophilus
hiicreleri ise 180 dK test siiresi sonuna kadar canliliklarini koruyamamustir.
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m S, boulardii L. acidophilus mB. bifidum

Log kob/g

o P, N W b~ OO N
1

GS GS/P P/GS Serbest hiicreler

Sekil 4.9. Mikrokapsiillerin in vitro bagirsak sistemi testi sonucu probiyotik mikroorganizma
sayilari

m S, boulardii = L. acidophilus = B. bifidum

100 -

80 A

60 -

40 -

Canlilik (%)

20 A

GS GS/P

P/GS Serbest hiicreler

Sekil 4.10. Mikrokapsiillerin in vitro bagirsak sistemi testi sonucu probiyotik mikroorganizma
canliliklar1
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Sekil 4.11. Mikroenkapsiile ve serbest probiyotik mikroorganizma hiicre sayisinin in vitro
bagirsak sistemi testinde zamana bagli olarak degisimi
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Sekil 4.12. Mikroenkapsiile ve serbest probiyotik mikroorganizma hiicre canliliginin in vitro
bagirsak sistemi testinde zamana bagli olarak degisimi

4.6. Piiskiirterek Kurutma ve Dondurma Yontemi ile Uretilen Tek ve Cift Kath
Mikrokapsiillerin Isil Stabilizasyonu

4.6.1. S. boulardii sayis1 ve canlilig
Puiskiirterek kurutma ve dondurma yontemi ile iretilen tek ve ¢ift kath

mikrokapsiillerin S. boulardii igeriginin 1s1l stabilizasyonuna ait 1. ve Il. tekerriir verileri
Cizelge 4.37°de, bu verilere ait varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.38’de ve Onemli
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bulunan varyasyon kaynaklari ortalamalarina ait Duncan Coklu Karsilastirma Testi
sonuclar1 Cizelge 4.39’da verilmistir.

Varyans analiz sonuglarina gore 1sil stabilizasyon testinde; kaplama ¢esidi,
tasiyic1 materyal ¢esidi ve inkiibasyon sicakliginin mikrokapsiillerin S. boulardii sayis1
ve canlilig iizerine oOnemli (p<0.01; p<0.05) bir etkisinin oldugu ancak
mikroenkapsiilasyon yonteminin énemli (p>0.05) bir etkisinin olmadig: tespit edilmistir.

Duncan Coklu Karsilagtirma Testi sonuglarina gore tek katli mikrokapsiillerin S.
boulardii sayis1 ve canlilig: ¢ift katl mikrokapsiillere gore daha yiiksek seviyede tespit
edilmistir. Bu durumun nedeni ise tek ve ¢ift katli mikrokapstillerin baslangicindaki hiicre
yogunlugu farkidir. Ayrica tahmin edildigi iizere artan sicakliklarda S. boulardii sayis1 ve
canliliginda azalis meydana getirmistir.

Mikroenkapsiilasyon yontemi, mikrokapsiillerin 1s1l stabilizasyonu iizerine etkili
olmamistir. Her iki yontemde artan inkiibasyon sicakliklarinda ortalama olarak yaklasik
%64 oraninda S. boulardii hiicreleri canli kalabilmistir.

Mikroenkaspiile edilmemis serbest S. boulardii hiicreleri ile yapilan 1sil
stabilizasyon testi sonucunda 50°C’deki bekletme sonucunda hiicre sayist ve canliligi
sirastyla 6.05 log kob/g ve %72.8 olarak tespit edilmistir. Ancak artan inkiibasyon
sicakliklarinda S. boulardii canlilig1 tespit edilememistir.
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Cizelge 4.37.Piiskiirterek kurutma ve piiskiirterek dondurma yontemi ile iiretilen tek ve ¢ift kath
mikrokapsiillerin S. boulardii sayisinin (log kob/g) ve canliliginin (%) 1s1l
stabilizasyonuna ait I. ve II. tekerriir verileri

S. boulardii sayisi Canhihk

Yontem Kaplama  Ornek  Inkiibasyon sicakhg (°C) inkiibasyon sicakhgi (°C)
50 60 70 80 50 60 70 80

Tek GS 775 758 3.84 3.96 98.76 96.57 48.89 50.47

Piiskiirterek 771 7.62 386 3.92 96.68 95.56 48.41 49.09
kurutma Cift Gs/p 489 495 354 te 78.68 79.68 57.00 te
529 495 385 te 84.72 79.36 61.69 te

Tek p 785 7.82 369 3.66 95.03 94.75 4475 44.37

Piiskiirterek 8.01 7.64 3.48 3.62 98.29 93.76 42.68 44.41

dondurma Cift P/GS 559 554 313 256 87.27 86.54 48.86 40.03
551 536 3.20 te 89.14 86.81 51.77 te
Serbest hiicreler 5.81 te te te 69.91 te te te
6.29 te te te 75.69 te te te

te: Tespit edilemedi.

Cizelge 4.38. Piiskiirterek kurutma ve piiskiirterek dondurma yontemi ile iiretilen tek ve cift katl
mikrokapsiillerin S. boulardii sayisinin ve canliliginin 1s1l stabilizasyonuna ait
varyans analiz sonuglari

VK S. boulardii Canhihik

SD KO F Degeri SD KO F Degeri
Yontem 1 0.27 0.46 1 16.39 0.12
Kaplama 1 35.38 60.13** 1 1390.22 10.27**
Materyal 1 0.47 0.80* 1 178.98 1.32*
Sicaklik 3 37.23 63.26** 3 7468.56 55.15**
Hata 25 25

* p<0.05, ** p<0.01

Cizelge 4.39. Piiskiirterek kurutma ve piiskiirterek dondurma yontemi ile iiretilen tek ve ¢ift kath
mikrokapsiillerin S. boulardii sayisinin (log kob/g) ve canliliginin (%) 1s1l
stabilizasyonuna ait Duncan Coklu Karsilagtirma Testi sonuglari

Kaplama n S. boulardii sayisi n Canhilik
Tek 16 5.75% + 0.52 16 71.40* + 6.42
Cift 16 3.64" + 0.51 16 58.22° + 8.19

Materyal
GS 8 578 + 0.71 8 73.05% + 9.02
GS/P 8 343" + 0.78 8 55.14° + 9.73
P 8 5.72% + 0.80 8 69.75% + 12.50
P/GS 8 3.86° + 0.71 8 61.30" + 11.33

inkiibasyon sicakhig (°C)

50 8 6.57* + 0.48 8 91.07% + 2.57
60 8 6.43* + 0.47 8 89.13% + 2.49
70 8 357 + 0.10 8 50.51° + 2.21
80 8 2.21° + 0.67 8 28.55° + 8.43
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4.6.2. L. acidophilus sayisi ve canlilig

Piiskiirterek kurutma ve dondurma yontemi ile iiretilen tek ve ¢ift kath
mikrokapsiillerin L. acidophilus sayisinin 1s1l stabilizasyonuna ait 1. ve 1l. tekerriir verileri
Cizelge 4.40’ta, bu verilere ait varyans analiz sonuglari Cizelge 4.41°de ve Onemli
bulunan varyasyon kaynaklari ortalamalarina ait Duncan Coklu Kargilagtirma Testi
sonuglar1 Cizelge 4.42°de verilmistir.

Varyans analiz sonuglarina gore 1sil stabilizasyon testinde; kaplama, tasiyici
materyal ¢esidi ve sicakligin mikrokapsiillerin L. acidophilus sayisi ve canlilig1 tizerine
onemli (p<0.01; p<0.05) bir etkisinin oldugu ancak mikroenkapsiilasyon yonteminin
onemli (p>0.05) bir etkisinin olmadig tespit edilmistir.

Duncan Coklu Karsilagtirma Testi sonuglarina gore L. acidophilus hiicreleri
tizerinde sicakliga kars1 en yiiksek korumayi ¢ift katli mikrokapsiiller saglamistir. Artan
test sicakliklarinda c¢ift katli mikrokapsiiller %72.65 oraninda canlilik saglarken tek katli
mikrokapsiiller ise %66.77 canlilik saglamistir. Diger taraftan ise tek kath
mikrokapsiillerin L. acidophilus sayisi ¢ift katli olanlara gére daha fazladir. Bunun nedeni
ise mikroenkapsiilasyon isleminin baslangicindaki hiicre yogunluklarinin farkl
olmasidir.

Cizelge 4.40. Piskiirterek kurutma ve piiskiirterek dondurma yontemi ile iiretilen tek ve ¢ift kath
mikrokapsiillerin L. acidophilus sayisinin (log kob/g) ve canliliginin (%) 1s1l
stabilizasyonuna ait . ve II. tekerriir verileri

L. acidophilus sayis1 Canhhk
Yontem Kaplama Materyal Inkiibasyon sicakhig (°C) Inkiibasyon sicaklig (°C)

50 60 70 80 50 60 70 80
Tek GsS 7.18 6.88 4.74 3.19 91.66 87.78 55.08 40.79
Piskiirterek 701 6.98 4.85 3.36 88.81 88.47 56.40 42.60
kurutma Cift GS/P 531 528 4.83 3.81 87.22 86.72 76.07 62.50
519 5.09 3.85 3.61 85.53 8391 56.46 59.54
Tek p 766 6.97 3.86 3.28 96.00 87.33 4092 41.08
Piiskiirterek 761 7.00 3.76 3.08 9256 85.18 36.26 37.47
dondurma Cift P/GS 583 541 3.68 3.08 96.56 89.75 56.56 51.04
574 527 3.48 2.85 92,27 8472 47.89 45.70

N te te te te te te te te

Serbest hilcreler te te te te te te te te
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Cizelge 4.41. Piiskiirterek kurutma ve piiskiirterek dondurma yontemi ile iiretilen tek ve ¢ift kath
mikrokapsiillerin L. acidophilus sayisinin ve canliliginin 1s1l stabilizasyonuna ait
varyans analiz sonuglari

VK L. acidophilus Canhihik

SD KO F Degeri SD KO F Degeri
Yontem 1 0.21 0.60 1 145.56 2.72
Kaplama 1 7.12 20.13** 1 276.42 5.17*
Materyal 1 0.01 0.04* 1 0.05 0.00*
Sicaklik 3 18.70 52.83** 3 4049.96 75.80**
Hata 25 25

* p<0.05, ** p<0.01

Cizelge 4.42. Piiskiirterek kurutma ve piiskiirterek dondurma yontemi ile iiretilen tek ve ¢ift kath
mikrokapsiillerin L. acidophilus sayisinin (log kob/g) ve canliliginin (%) 1s1l
stabilizasyonuna ait Duncan Coklu Karsilagtirma Testi sonuglari

Kaplama n L. acidophilus sayisi n Canliik
Tek 16 5.46% + 0.46 16 66.77° + 6.10
Cift 16 452° + 0.25 16 72.65% + 4.43

Materyal
GS 8 5.52% + 0.60 8 68.95" + 7.89
GS/P 8 4.62° + 0.26 8 74.74* + 4.66
P 8 5.40* + 0.73 8 64.60° + 9.78
P/GS 8 443" + 0.45 8 70.56" + 7.82

Inkiibasyon sicaklig (°C)

50 8 6.44* + 0.36 8 91.33% + 1.39
60 8 6.11* + 0.32 8 86.73% + 0.71
70 8 4.13° + 0.20 8 53.20" + 4.28
80 8 3.28° + 0.11 8 47.59" + 3.26

Materyal bazinda bakildiginda ise P mikrokapsiiliiniin sicaklik toleransinin
canlilik degerlerinin diger mikrokapsiil 6rneklerine oranla daha az oldugu goriilmektedir.
Cinkii  kullanilan hidrofobik materyalin erime noktas1 uygulanan inkiibasyon
sicakliklarindan daha diisiiktiir. Ayrica diger bir hidrofobik tastyic1 materyal ile tiretilen
P/GS mikrokapsiiliiniin kismen daha yiiksek canhilik saglamasinin ise ¢ekirdek
materyalin Arap zamki/B-siklodekstrin karigtimindan olusmasindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir.

Artan inkiibasyon sicakligi ile birlikte L. acidophilus sayisinin ve canliliginin da
azaldig1 goriilmektedir. Uygulanan en yiiksek sicaklikta (>70°C) mikrokapsiillerin L.
acidophilus igeriginin yaklasik olarak yarisinin kaybedildigi belirlenmistir. Yapilan bir
calismada mikroenkapsiile L. paracasei hiicrelerinin 65°C’de 30 dk bekletme siiresi
sonunda yaklasik 2.65 log azaldigi tespit edilmistir (Ilha vd 2015). Probiyotik
mikroorganizmalarin sicaklik toleransi tiirler arasinda oldukg¢a farklilik gostermektedir
(Rokka ve Rantamaki 2010). Yapilan bir bagka ¢alismada da hem mikroenkapsiile hem
de serbest L. reuteri hiicrelerinin 80°C’de 3 dk bekletme sonunda canliliklarini tamamen
kaybettigi bildirilmistir (Malmo vd 2013). Bu agidan bakildiginda 1s1l stabilizasyon testi
sonucunda 80°C’de 30 dk bekletme ile mikrokapsiil formundaki L. acidophilus hiicreleri
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yaklasik olarak yartya yakini canliliklarin1 korumaktadir. Elektro-piiskiirtme ve akiskan
yatak kurutucu kullanilarak ¢ok tabakali olarak mikroenkapsiile edilen L. acidophilus
hiicrelerinin 70°C’de yapilan 1s1l stabilizasyon testlerine gore, tasiyict materyalde
bulunan stearik asit oraninin artis1 ile canliliginda %80 degerinden %94 degerine ¢iktigi
bildirilmistir (Pitigrisorn vd 2017).

4.6.3. B. bifidum sayisi ve canlihig

Piiskiirterek kurutma ve dondurma yontemi ile iiretilen tek ve ¢ift kath
mikrokapsiillerin B. bifidum igeriginin 1s1l stabilizasyonuna ait I. ve Il. tekerriir verileri
Cizelge 4.43°de, bu verilere ait varyans analiz sonuglart Cizelge 4.44°de ve 6nemli
bulunan varyasyon kaynaklari ortalamalarina ait Duncan Coklu Karsilastirma Testi
sonuglar1 Cizelge 4.45’de verilmistir.

Varyans analiz sonuglarina gore 1sil stabilizasyon testinde; kaplama c¢esidi,
tastyict materyal ¢esidi ve sicakligin mikrokapsiillerin B. bifidum sayisi {izerine 6nemli
(p<0.01; p<0.05) bir etkisinin oldugu ancak mikroenkapsiilasyon yonteminin onemli
(p>0.05) bir etkisinin olmadig: tespit edilmistir. Ayrica mikroenkapsiilasyon yontemi,
tastyict materyal ¢esidi ve sicakligin B. bifidum canlilig1 tizerine 6nemli (p<0.01; p<0.05)
bir etkisinin oldugu ancak kaplama ¢esidinin 6nemli (p>0.05) bir etkisinin olmadigi tespit
edilmistir.

Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglarina gore piiskiirterek kurutma yontemi
ile tiretilen mikroenkapsiil 6rnekleri piiskiirterek dondurma yontemi ile liretilenlere gore
B. bifidum canliligin1 daha ¢ok desteklemistir.

Materyal bazinda bakildiginda ise en yiiksek canlilik, %79.22 degeri ile GS
mikroenkapsiiliinde elde edilmistir. En diigiikk canlilik orani ise daha onceki verilen L.
acidophilus hiicreleri ile benzer sekilde P mikrokapsiiliinde belirlenmistir. Bu durumun
nedeni ise mikrokapsiil iiretiminde kullanilan hidrofobik materyalin erime sicakliginin
uygulanan inkiibasyon sicakliklarinda daha diisiik olmasidir.

Artan inkiibasyon sicakligiyla birlikte mikrokapsiillerin igerdigi B. bifidum sayzst,

6.37 log kob/g degerinden 3.33 log kob/g degerine diismistiir. 80°C sicaklikta
inkiibasyon sonunda hiicrelerin yarisindan fazlasi kaybedilmistir.
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Cizelge 4.43. Piskiirterek kurutma ve dondurma yontemi ile iiretilen tek ve cift kath
mikrokapsiillerin B. bifidum sayisinin (log kob/g) ve canliiginin (%) 1sil
stabilizasyonuna ait . ve II. tekerriir verileri

B. bifidum sayisi Canhihk
Yontem Kaplama Materyal inkﬁbasyon sicakhigi (°C) inkﬁbasyon sicakhigi (°C)

50 60 70 80 50 60 70 80
Tek GS 8.03 7.59 442 3.79 106.13 100.39 58.42 50.07
Piiskiirterck 798 7.66 4.85 3.66 105.35 101.08 63.97 48.34
kurutma Cift GS/P 497 517 489 4.64 79.42 8269 78.15 74.20
446 5.03 474 3.38 73.07 8228 77.62 55.35
Tek p 7.64 7.11 505 343 93.12 86.71 6154 41.82
Piiskiirterek 7.78 7.03 475 274 93.66 8457 57.20 32.99
dondurma Cift P/GS 460 537 351 274 76.28 89.04 5821 45.42
548 520 322 2.30 9142 86.86 53.70 38.41

Serbest hiicreler 579 te te te 54.21 te te te

574  te te te 53.74 te te te

Cizelge 4.44. Piiskiirterek kurutma ve dondurma ydntemi ile tiretilen tek ve c¢ift kath
mikrokapsiillerin B. bifidum sayisinin ve canliliginin 1s1l stabilizasyonuna ait
varyans analiz sonuglari

VK B. bifidum sayisi Canhhk

SD KO F Degeri SD KO F Degeri
Yontem 1 1.67 2.67 1 662.30 6.68*
Kaplama 1 17.72 28.28** 1 58.43 0.59
Materyal 1 0.18 0.29* 1 10.93 0.11*
Sicaklik 3 17.44 27.84** 3 3311.68 33.39**
Hata 25 25

* p<0.05, ** p<0.01

Cizelge 4.45. Piskiirterek kurutma ve dondurma yontemi ile dretilen tek ve ¢ift kath
mikrokapsiillerin B. bifidum sayisinin (log kob/g) ve canliigmnin (%) 1sil
stabilizasyonuna ait Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglari

Yontem n B. bifidum sayis1 n Canliik
Piskiirterek Kurutma 16 5.33% + 0.39 16 77.28 + 4.74
Piiskiirterek Dondurma 16 4.87% + 0.45 16 68.18"> + 5.43

Kaplama
Tek 16 5.84% + 0.48 16 74.08* + 6.19
Cift 16 4.36" + 0.25 16 71.38* + 4.02

Materyal
GS 8 6.00* + 0.70 8 79.22% + 9.26
GS/P 8 4.66> + 0.20 8 75.35" + 3.10
P 8 5.69* + 0.70 8 68.95" + 8.43
P/GS 8 4.05° + 0.45 8 67.42° + 7.44

Inkiibasyon sicakliga (°C)

50 8 6.37* + 0.57 8 89.81% + 4.45
60 8 6.27* + 0.42 8 89.20% + 2.64
70 8 443" + 0.24 8 63.60° + 3.29
80 8 3.33" + 0.26 8 48.32° + 4.44
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4.6.4. Piiskiirterek kurutma ve dondurma yontemi ile iiretilen mikrokapsiillerin 1s1l
stabilizasyon testi sonucunda probiyotik mikroorganizma iceriginde
meydana gelen degisimler

Is1l stabilizasyon testi sonuglarina gore mikroenkapsiile edilmis S. boulardii, L.
acidophilus ve B. bifidum mikroorganizmalarinin kaplama materyali bazinda ki sayis1 ve
canliligindaki degisime ait veriler Sekil 4.13 ve Sekil 4.14°de verilmistir. Ayrica hem
mikrokapsiil halindeki hem de serbest formdaki probiyotik mikroorganizmalarin test
sicakligina gore sayist ve canliliklarinda ki degisime ait elde edilen bulgular Sekil 4.15
ve Sekil 4.16°da verilmistir.

m S. boulardii L. acidophilus mB. bifidum

5
4
3
2
1 4
0

GS/P P/GS

Log kob/g

Sekil 4.13. Mikrokapsiillerin 1s1l stabilizasyon testi sonucu probiyotik mikroorganizma sayilari

m S, boulardii L. acidophilus  mB. bifidum

GS/P P/GS

N (o)) (o]
o o o
1 1 1

Canlilik (%)

N
o
1

Sekil 4.14. Mikrokapsiillerin 1s1l stabilizasyon testi sonucu probiyotik mikroorganizma
canliliklar
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Sekil 4.15. Mikroenkapsiile ve serbest probiyotik mikroorganizma hiicre sayisimin 1sil
stabilizasyon testinde inkiibasyon sicakligina bagli olarak degisimi

—&—S. boulardii L. acidophilus
—A—B. bifidum =>=Serbest S. boulardii hiicreleri
Serbest L. acidophilus hiicreleri Serbest B. bifidum hiicreleri
100
‘7
g 80
2 0 N
E
20
0
50 60 70 80
Sicaklik °C

Sekil 4.16. Mikroenkapsiile ve serbest probiyotik mikroorganizma hiicre canliliginin 1sil
stabilizasyon testinde inkiibasyon sicakligina bagli olarak degisimi

Yapilan 1s1l stabilizasyon testi verilerine gore, GS mikrokapsiilii mikrokapstillerin
S. boulardii, L. acidophilus ve B. bifidum mikroorganizmalarina daha yiiksek seviyede
bir sicaklik toleransi kazandirmistir. Bu durumun inkiibasyon sicakliklarinda GS
mikrokapsiillerinin ~ erimeyerek  biitiinliiklerini  korumasindan  kaynaklandig:
degerlendirilmistir.

Serbest formdaki hiicreler ile yapilan 1sil stabilizasyon testi sonucunda S.
boulardii ve B. bifidum hiicreleri yalnizca 50°C’de 30 dk bekletme sonunda canlilik
gosterebilmis ve artan diger sicakliklarda ise higbir canli hiicre tespit edilememistir. Buna
ek olarak serbest formdaki L. acidophilus hiicreleri ise hicbir inkiibasyon sicakliginda
belirlenememistir. Uretilen tek ve ¢ift katl mikrokapsiillerin probiyotik mikroorganizma
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canliligi; 50, 60, 70 ve 80°C inkiibasyon sicakliginda 30 dk bekletme sonunda yaklasik
%350 oraninda korunabilmistir.

Bu sonuglardan anlasilacagi iizere uygulanan mikroenkapsiilasyon islemi,
mikroorganizmalarin diginda bir bariyer olusturarak yalnizca sindirim ortaminin ekstrem
kosullarinda degil ayrica dis ortamin sicakligina karsida da bir koruyucu gorevi
tistelenmektedir.

4.7. Piiskiirterek Kurutma ve Dondurma Yéntemi ile Uretilen Tek ve Cift Kath
Mikrokapsiillerin Depolama Stabilitesi

4.7.1. S. boulardii sayis1 ve canlihigi

Piiskiirterek kurutma ve dondurma yontemi ile iiretilen tek ve ¢ift kath
mikrokapsiillerin S. boulardii i¢eriginin +4°C’de yapilan depolama stabilitesine ait I. ve
Il. tekerriir verileri Cizelge 4.46’da bu verilere ait varyans analiz sonuglar1 Cizelge
4.47°de ve onemli bulunan varyasyon kaynaklari ortalamalarma ait Duncan Coklu
Karsilastirma Testi sonuglar1 Cizelge 4.48°de verilmistir.

Varyans analiz sonuclarina gore depolama stabilitesi testinde; kaplama cesidi,
tasiyicit materyal gesidi ve depolama siiresinin mikrokapsiillerin S. boulardii sayis1
tizerine Onemli (p<0.01; p<0.05) bir etkisinin oldugu ancak mikroenkapsiilasyon
yonteminin 6nemli (p>0.05) bir etkisinin olmadig1 tespit edilmistir. Ayrica kaplama ve
tastyict materyal ¢esidi S. boulardii canliligi tizerine 6nemli (p<0.01; p<0.05) bir etkisinin
oldugu ancak mikroenkapsiilasyon yonteminin ve siirenin ise 6nemli (p>0.05) bir
etkisinin olmadigi tespit edilmistir.

Duncan Coklu Karsilagtirma Testi’ne gore; tek kathh kaplama teknigi
mikrokapsiillerin S. boulardii sayis1 iizerine daha yiiksek koruyucu bir etkide
bulunmustur. 45 giinlikk depolama siiresi sonunda mikrokapsiillerin, 6.42 log kob/g canli
S. boulardii hiicresi igerdigi ve bu sayinin 0.6 logaritmik birim azaldig: tespit edilmistir.
Gallo vd (2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada S. boulardii ekstriizyon yontemi
kullanilarak mikroenkapsiile edilmis ve buzdolabi sicakliginda 77 giin boyunca
depolanmustir. Depolama sonunda mikrokapsiillerin S. boulardii baslangi¢ seviyesini
korudugu ve bu degerin 7.88 log kob/g oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.46. Piiskiirterek kurutma ve piiskiirterek dondurma yontemi ile iiretilen tek ve ¢ift kath
mikrokapsiillerin S. boulardii sayisinin (log kob/g) ve canliliginin (%) depolama
stabilitesine ait I. ve Il. tekerriir verileri

S. boulardii sayisi Canlilik
Yontem Kaplama Materyal Depolama siiresi (giin) Depolama siiresi (giin)
0. 10. 30. 45, 0. 10. 30. 45,

Tek GsS 784 744 750 7.41 100 94.86 95.67 9443
Piiskiirterek 8.08 7.48 7.02 7.59 100 9255 86.85 93.90
kurutma Cift GS/P 6.70 570 5.69 5.68 100 85.07 85.01 84.78
6.30 560 5.66 5.54 100 8891 89.80 87.97
Tek p 8.00 8.00 7.26 7.08 100 100.00 90.81 88.49
Piiskiirterek 8.04 810 7.56 7.89 100 100.69 94.03 98.12
dondurma Cift P/GS 6.85 6.31 5.09 5.04 100 9193 80.86 81.67
6.84 6.30 5091 5.15 100 92.05 93.73 80.01

Cizelge 4.47. Piiskiirterek kurutma ve piiskiirterek dondurma yontemi ile iiretilen tek ve cift katl
mikrokapsiillerin S. boulardii sayisinin ve canliliginin depolama stabilitesine ait
varyans analiz sonuglari

VK S. boulardii sayisi Canhihik

SD KO F Degeri SD KO F Degeri
Yontem 1 0.15 1.09 1 6.60 0.37
Kaplama 1 24.39 178.48** 1 327.15 18.45**
Materyal 1 0.03 0.19* 1 9.59 0.54*
Siire 3 3.60 8.79** 2 47.07 2.65
Hata 25 18

* p<0.05, ** p<0.01

Cizelge 4.48. Piiskiirterek kurutma ve piiskiirterek dondurma yontemi ile iiretilen tek ve cift katl
mikrokapsiillerin S. boulardii sayisinin (log kob/g) ve canliliginin (%) depolama
stabilitesine ait Duncan Coklu Karsilagtirma Testi sonuglari

Kaplama n S. boulardii sayist n Canlihik
Tek 16 7.64% + 0.09 12 94.20* + 1.21
Cift 16 5.90° + 0.15 12 86.82" + 1.33

Materyal
GS 8 7.55% + 0.11 6 93.04* + 1.31
GS/P 8 5.86° + 0.14 6 95.36* + 0.91
P 8 7.74* + 0.15 6 86.92" + 2.06
P/GS 8 5.94° + 0.27 6 86.71° + 2.64

Siire (Giin)

0. 8 7.17% + 031

10. 8 7.00° + 0.34 8 93.26° + 1.86
30. 8 6.46° + 0.34 8 89.60% + 1.79
45, 8 6.42° + 0.42 8 88.67* + 1.27
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4.7.2. L. acidophilus sayisi ve canlilhig

Pliskiirterek kurutma ve dondurma yontemi ile iretilen tek ve ¢ift kath
mikrokapsiillerin L. acidophilus sayisinin +4°C’de yapilan depolama stabilitesine ait I.
ve Il. tekerriir verileri Cizelge 4.49°da, bu verilere ait varyans analiz sonuglar1 Cizelge
4.50’de ve Onemli bulunan varyasyon kaynaklari ortalamalarmna ait Duncan Coklu
Karsilastirma Testi sonuglart Cizelge 4.51°de verilmistir.

Varyans analiz sonuglarina gore depolama stabilitesi testinde; kaplama cesidi,
tasiyici materyal ¢esidi ve depolama siiresinin mikrokapsiillerin L. acidophilus sayisi ve
canliligr iizerine Onemli (p<0.01) bir etkisinin oldugu ancak mikroenkapsiilasyon
yonteminin 6nemli (p>0.05) bir etkisinin olmadig: tespit edilmistir.

Duncan Coklu Karsilagtirma Testi’ne gore, tek katli mikrokapsiillerin L.
acidophilus sayis1 ve canliligi sirasiyla 6.60 log kob/g ve %85.44 olarak tespit edilirken
cift katli mikrokapsiillerin L. acidophilus sayisi ve canliligi ise sirasiyla 4.45 log kob/g
ve %69.27 olarak tespit edilmistir. Cift katli mikroenkapsiillerin nem seviyesinin tek katl
olanlara gore daha yiiksek olmasi1 da materyal etkilesimlerinden dolay1 kurutmanin etkin
yapilamadigini1 ve bu nedenle depolama sirasinda daha az stabil mikrokapsiillerin elde
edildigini gostermektedir.

L. acidophilus hiicrelerinin depolama stabilitesi degerleri kaplama materyal ¢esidi
bazinda incelendiginde, hidrofobik karakterdeki P mikrokapsiiliiniin diger materyaller ile
kiyaslandiginda daha yiiksek koruma sagladigi goriilmektedir. Hidrofobik kaplama
materyallerinin kullanimi, depolama sirasinda oksijen ve nem gecgirgenligini azalttigindan
cekirdek materyal iizerinde daha fazla koruyucu etkiye sahip oldugu degerlendirilmistir.
Ek olarak ise lipit faz1 igeriSinde tutuklanmis olan probiyotik hiicreler latent fazda
kaldigindan canlilik kaybinin az oldugu da rapor edilmektedir (Bampi vd 2016). Ayrica
iiretilen mikrokapsiillerin depolama stabilitesi agisindan nem igeriginin %35’in altinda
olmasi onerilmektedir (Peighambardoust vd 2011). P mikrokapsiiliiniin nem igeriginin bu
kritik degerin altinda olmasi1 da koruyucu etkisi ile iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir.

Depolama siiresi boyunca mikrokapsiil 6rneklerinin L. acidophilus sayisi 6.59 log
kob/g seviyesinden 4.70 log kob/g seviyesine diigmiistiir. Buzdolabi sartlarinda
depolanan mikrokapsiil 6rnekleri 45 giin sonunda bile baslangi¢ canliliklarinin %70’in1
korumakta olup bu deger oldukg¢a yiiksektir. Benzer sonuglar diger aragtirmacilar
tarafindan da rapor edilmistir. Piiskiirterek dondurma yontemi ile mikroenkapsiile edilen
L. acidophilius hiicrelerinin 120 giinliik depolama siiresi sonunda yalnizca 2 log azalis
gosterdigi  belirtilmistir (Bampi vd 2016). Yapilan bir piskiirterek dondurma
caligmasinda iiretilen mikrokapsiillerin, baslangic degeri 8.38 log kob/g olan L.
acidophilus hiicrelerin 7°C’de 30 giin depolanma sonunda 5.02 log kob/g ve 120 giinliik
depolama sonunda 3.08 log kob/g degerine diistiigli belirlenmistir (Okuro vd 2013b).
Diger bir ¢alismada ise enkapsiile L. acidophilus hiicrelerinin 7°C depolanmasinda 60.
giin sonunda 8.2 log kob/g degerinden 3.7 log kob/g degerine diistiigli bildirilmistir
(Pedroso vd 2013).
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Cizelge 4.49. Piiskiirterek kurutma ve piiskiirterek dondurma yontemi ile iiretilen tek ve ¢ift kath
mikrokapsiillerin L. acidophilus sayisinin (log kob/g) ve canliliginin (%) depolama
stabilitesine ait I. ve IL tekerriir verileri

L. acidophilus sayist Canlilik
Yontem Kaplama Materyal Depolama siiresi (giin) Depolama siiresi (giin)
0. 10. 30. 45, 0. 10. 30. 45,

Tek GsS 730 6.53 597 541 100 89.46 81.75 7417
Piiskiirterek 748 6.45 595 5.68 100 86.23 79.63 75.98
kurutma Cift GS/P 6.04 518 4.5 4.18 100 85.68 68.68 69.12
595 448 4.63 4.06 100 75.19 77.72 68.26
Tek p 757 751 592 5.73 100 99.22 78.21 75.72
Piiskiirterek 732 753 6.81 6.53 100 102.86 92.95 89.13
dondurma Cift P/GS 560 430 345 3.41 100 76.78 6153 60.84
548 4.00 3.66 2.60 100 73.03 66.87 4751

Cizelge 4.50. Piiskiirterek kurutma ve piiskiirterek dondurma yontemi ile iiretilen tek ve cift katl
mikrokapsiillerin L. acidophilus sayisinin ve canliliginin depolama stabilitesine ait
varyans analiz sonuglari

VK L. acidophilus sayisi Canhihik

SD KO F Degeri SD KO F Degeri
Yontem 1 0.13 1.03 1 217 0.08
Kaplama 1 37.24 300.11** 1 1569.78 55.68**
Materyal 1 3.33 26.82** 1 494.68 17.55**
Siire 3 5.54 44.68** 2 522.16 16.52**
Hata 25 18

* p<0.05, ** p<0.01

Cizelge 4.51. Piiskiirterek kurutma ve piiskiirterek dondurma yontemi ile iiretilen tek ve ¢ift kath
mikrokapsiillerin L. acidophilus sayisinin (log kob/g) ve canliliginin (%) depolama
stabilitesine ait Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglari

Kaplama n L. acidophilus sayisi n Canliik
Tek 16 6.60° + 0.19 12 85.44% + 2.74
Cift 16 445 + 0.24 12 69.27° + 2.83
Materyal
GS 8 6.35* + 0.26 6 81.20° + 2.40
GS/P 8 483 + 0.28 6 74.11° + 281
P 8 6.86° + 0.26 6 89.68° + 4.48
P/GS 8 4.06° + 0.37 6 64.43° + 4.24
Siire (Giin)
0. 8 6.59° + 0.32
10. 8 575 + 051 8 86.06° + 3.88
30. 8 507° + 044 8 75.92° + 3.50
45. 8 4,70 + 0.47 8 70.09° + 4.32
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4.7.3. B. bifidum sayis1 ve canlihigi

Pliskiirterek kurutma ve dondurma yontemi ile iretilen tek ve ¢ift kath
mikrokapsiillerin B. bifidum igeriginin +4°C’de yapilan depolama stabilitesine ait I. ve 1.
tekerriir verileri Cizelge 4.52°de, bu verilere ait varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.53’te
ve 6nemli bulunan varyasyon kaynaklari ortalamalarina ait Duncan Coklu Karsilagtirma
Testi sonuglar1 Cizelge 4.54°te verilmistir.

Varyans analiz sonuglarina gore depolama stabilitesi testinde; kaplama cesidi,
tasiyici materyal g¢esidi ve depolama siiresinin mikrokapsiillerin B. bifidum sayis1 ve
canlilig1 izerine dnemli (p<0.01; p<0.05) bir etkisinin oldugu ancak mikroenkapsiilasyon
yonteminin 6nemli (p>0.05) bir etkisinin olmadig: tespit edilmistir.

Duncan Coklu Karsilagtirma Testi’ne gore, tek katli mikrokapstillerin B. bifidum
sayist ve canliligr sirasiyla 5.49 log kob/g ve %71.23 olarak tespit edilirken ¢ift katl
mikrokapsiillerin B. bifidum sayis1 ve canlilig1 ise sirasiyla 4.31 log kob/g ve %59.16
olarak tespit edilmistir. Tek katli mikrokapsiillerin B. bifidum iizerinde daha fazla
koruyuculuga sahip olmasinin nedeni ise L. acidophilus hiicrelerinin depolama stabilitesi
testinde ortaya ¢ikan benzer nedenlerden kaynaklandigi diistiniilmektedir. Yine ayni
benzer nedenler nedeniyle P mikrokapsiilii de B. bifidum hiicreleri {izerinde daha fazla
koruyucu etki saglamistir. Lipit matriks hidrofobik 6zelliklerinden dolay1 hidrojen bagi
yapma kapasitesini diisiirebilmekte ve boylece kapsiil igerisindeki hiicrelerin H* iyonu ile
temasini keserek depolama stresine karsi koruyucu bir etki saglayabilmektedir.

Depolama siiresi boyunca mikrokapsiil orneklerinin B. bifidum sayis1 6.60 log
kob/g seviyesinden 4.10 log kob/g seviyesine diigmiistiir. Buzdolab1 sartlarinda
depolanan mikrokapsiil 6rnekleri 45 giin sonunda bile baslangi¢ canliliklarinin %61’°in1
korumakta oldugu belirlenmistir. Yapilan bir ¢aligmada piiskiirterek dondurma yontemi
ile mikroenkaspsiile edilen B. animalis hiicrelerinin 120 giinliik depolama siiresi boyunca
sayisinin 10.4 log kob/g’dan 5.8 log kob/g’a diistiigii bildirilmistir (Bampi vd 2016).

Cizelge 4.52. Piiskiirterek kurutma ve piiskiirterek dondurma yontemi ile iiretilen tek ve ¢ift kath
mikrokapsiillerin B. bifidum sayisinin (log kob/g) ve canliliginin (%) depolama
stabilitesine ait I. ve II. tekerriir verileri

B. bifidum sayis1 Canhhik
Yontem  Kaplama Materyal Depolama siiresi (giin) Depolama siiresi (giin)
0. 10. 30. 45, 0. 10. 30. 45,

Piiskiirterek Tek Gs 6.48 4.00 4.24 3.65 100 61.76 65.39 65.39
kurutma 7.08 4.47 5.05 551 100 63.14 7138 71.38
. 6.18 5.18 3.40 3.31 100 83.81 55.02 55.02
Cift GS/P 6.30 4.48 3.55 3.61 100 71.05 56.34 56.34
Piiskiirterek Tek P 7.65 6.25 4.92 4.47 100 8161 6434 64.34
dondurma 6.78 6.34 5.10 5.81 100 93,57 75.27 75.27
Cift PIGS 6.18 4.18 3.15 2.95 100 67.62 50.94 50.94

6.20 4.00 285 351 100 64.47 4586 45.86
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Cizelge 4.53. Piiskiirterek kurutma ve piiskiirterek dondurma yontemi ile iiretilen tek ve ¢ift kath
mikrokapsiillerin B. bifidum sayisinin ve canliliginin depolama stabilitesine ait
varyans analiz sonuglari

VK B. bifidum sayisi Canhihik

SD KO F Degeri SD KO F Degeri
Yontem 1 0.46 1.54 1 15.29 0.19
Kaplama 1 11.03 36.60** 1 868.81 10.52**
Materyal 1 3.03 10.04** 1 476.51 5.77*
Siire 3 34.41 38.04** 2 402.79 4.88*
Hata 25 18

* p<0.05, ** p<0.01

Cizelge 4.54. Puskiirterek kurutma ve pliskiirterek dondurma yontemi ile iiretilen tek ve ¢ift katl
mikrokapsiillerin B. bifidum sayisinin (log kob/g) ve canliliginin (%) depolama
stabilitesine ait Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglari

Kaplama n B. bifidum sayisi n Canlilik
Tek 16 5.49° + 0.30 12 71.23% + 3.37
Cift 16 431° + 0.32 12 59.16" + 3.12

Materyal
GS 8 5.06° + 0.43 6 65.97% + 3.09
GS/P 8 4,50 + 0.44 6 62.85° + 4.92
P 8 5.91% + 0.37 6 76.48% + 541
P/GS 8 4.12° + 0.48 6 55.54° + 3.66

Siire (Giin)

0. 8 6.60° + 0.19

10. 8 4.86° + 0.34 8 73.38% + 4.10
30. 8 4.03° + 0.32 8 60.57° + 3.61
45. 8 4.10° + 0.37 8 61.69° + 4.59

4.7.4. Piiskiirterek kurutma ve dondurma yontemi ile iiretilen mikrokapsiillerin
depolama stabilizasyonu

Depolama stabilitesi testi sonuglarina goére mikroenkapsiile edilmis S. boulardii,
L. acidophilus ve B. bifidum mikroorganizmalarinin kaplama materyali bazinda ki sayisi
ve canliligindaki degisime ait veriler Sekil 4.17 ve Sekil 4.18’de verilmistir. 45 giinlik
depolama siiresi boyunca mikroenkapsiile edilmis probiyotik mikroorganizmalarin sayisi
ve canlililarinda ki degisime ait elde edilen veriler ise Sekil 4.19 ve Sekil 4.20°de
verilmistir.
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Sekil 4.17. Mikrokapsiillerin depolama stabilite testi sonucu probiyotik mikroorganizma sayilari
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Sekil 4.18. Mikrokapsiillerin depolama stabilite testi sonucu probiyotik mikroorganizma
canliliklar
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Sekil 4.19. Mikroenkapsiile probiyotik mikroorganizma hiicre sayisinin depolama siiresine bagl
olarak degisimi
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Sekil 4.20. Mikroenkapsiile probiyotik mikroorganizma hiicre canliliginin depolama siiresine
bagl olarak degisimi

Buzdolab sartlarinda gergeklestirilen depolama stabilitesi testi sonuglarina gore
S. boulardii, L. acidophilus ve B. bifidum sayis1 ve canlilif1 en yiiksek olarak hidrofobik
karakterdeki P mikrokapsiiliinde saglanmistir. Hidrofobik kaplama materyallerinin
kullanim1 depolama sirasinda oksijen ve nem gegirgenligini azalttigindan cekirdek
materyal tizerinde daha fazla koruyucu etkiye sahip oldugu degerlendirilmistir. Buna ek
olarak tek katli mikrokapsiil 6rneklerinin ¢ift katli mikrokapsiillere oranda daha fazla
stabilite saglamasinin nedeninin ise mikroenkapsiilasyon asamasinda daha etkin bir
kaplama yapilmasindan kaynaklandig: diistintilmektedir.
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4.8. Piiskiirterek Kurutma ve Dondurma Yontemi ile Uretilen Tek ve Cift Kath
Mikrokapsiillerin Nem I¢erigi ve Su Aktivitesi

Piiskiirterek kurutma ve dondurma yontemi ile iiretilen tek ve ¢ift kath
mikrokapsiillerin su aktivitesi (aw) ve nem igerigine (%) ait |. ve Il. tekerriir verileri
Cizelge 4.55’te, bu verilere ait varyans analiz sonuglari Cizelge 4.56’da ve 6nemli
bulunan varyasyon kaynaklar1 ortalamalarina ait Duncan Coklu Karsilastirma Testi
sonuglar1 Cizelge 4.57°de verilmistir.

Varyans analiz sonuglarina gére mikroenkapsiilasyon yontemi, kaplama ¢esidi ve
tastyict materyal mikrokapsiillerin nem igerigi iizerine 6nemli (p<0.01; p<0.05) bir
etkisinin oldugu tespit edilmistir. Ayrica mikroenkapsiilasyon ydntemi ve tasiyici
materyal ¢esidi mikrokapsiillerin su aktivitesi degeri tizerine 6nemli (p<0.01) bir etkide
bulunurken, kaplama g¢esidinin 6nemli (p>0.05) bir etkisinin olmadig: tespit edilmistir.

Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglarina gore piiskiirterek kurutma yontemi
ile tiretilen mikrokapsiillerin nem igerigi piiskiirterek dondurma yontemi ile iiretilenlere
oranla daha yiiksek olarak tespit edilmistir. Bu sonucun nedeni ise kullanilan hidrofobik
materyalin su baglama yeteneginin diigiilk ancak Arap zamkinin ise yiiksek olmasindan
kaynaklandig: diisiintilmektedir. Tas1yic1 materyallerin hidrofilik ve hidrofobik karakterli
olmasi elde edilen mikrokapsiillerin su aktivitesi ve nem igerigini etkiledigi bildirilmistir
(Avila-Reyes vd 2014). Benzer olarak yapilan bir ¢alismada B. longum ve B. infantis
hiicreleri farkli tasiyicilar kullanilarak farkli sicakliklarda mikroenkapsiile edilmistir. Bu
calismada en yliksek nem degeri Arap zamki kullanilarak {iretilen mikrokapsiillerde elde
edilmis olup bu degerlerin %8.61-10.31 arasinda degistigi tespit edilmistir (Lian vd
2002). Bagka bir ¢aligmada ise piiskiirterek kurutma yontemi ile iiretilen Bifidobacterium
mikrokapsiillerinin nem igeriginin ve su aktivitesi degerinin %7.51 ve 0.35 oldugu
bildirilmistir (Chavez ve Ledeboer 2007).

Uretilen mikrokapsiillerde iyi bir depolama stabilitesi i¢in su aktivitesi degerinin
0.15-0.30 arasinda ve nem igeriginin ise %5’Pin altinda olmas1 gerektigi bildirilmistir
(Avila-Reyes vd 2014). Ancak bu degerlerin saglanmasi igin piiskiirterek kurutma
sirasinda uygulanan giris ve ¢ikis sicakliklarinin arttirilmasi gerekmektedir. Sicaklik artigi
ile birlikte ise probiyotik mikroorganizmalarin canlilik seviyesinde diigiis meydana
gelmektedir. Konuyla ilgili olarak yapilan bir ¢alismada ¢ikis sicakliginin 70°C’den
120°C’ye yiikselmesi ile mikrokapsiillerin nem degerinin %1-2 arasina diisiiriildiigii
ancak L. paracasei hiicrelerinin canlilik degerinde de ¢ok ciddi bir diisiis yasandig
bildirilmistir (Gardiner vd 2000).

Tek katli mikrokapsiillerin nem igerigi %6.51 seviyesinde tespit edilirken ¢ift katli
mikrokapsiillerin nem seviyesi ise %8.90 olarak tespit edilmistir.

Materyal bazinda bakildiginda ise GS/P mikrokapsiiliiniin nem seviyesi diger
mikrokapsiil 6rneklerine gore oldukcga yiiksektir. Daha 6ncede bahsedildigi lizere Arap
zamki ve PB-siklodekstrin kimyasal potansiyeli geregi su baglama ozelligi yiiksek
karbonhidratlardir. Bu nedenle nem seviyesi piskiirterek kurutma yontemiyle iiretilen
orneklerde daha yliksek olarak belirlenmistir. Ayrica GS/P 6rnegi, GS Ornegi ile
kiyaslandiginda daha diisik bir giris sicakliginda (80°C) kurutulmustur. Disiik
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sicakliklarda iiretilen mikrokapsiil 6rneklerinin evaporasyon oraninin daha diisiik olmasi
nedeniyle nem seviyesinin daha yiiksek oldugu degerlendirilmistir. Tiim bunlara ek
olarak ¢ift katli mikrokapsiil iiretiminde emiilsiyon igerisinde yer alan hidrofobik
mikrokapsiil fazi etkin bir kurutmanin gerceklestirilmesini engellemis olabilecegi
disiiniilmektedir.

Piiskiirterek kurutma yontemi ile iiretilen mikrokapstillerin su aktivitesi degeri
0.53, puskiirterek dondurma yontemi ile iiretilenlerin ise 0.83 olarak belirlenmistir.
Materyal bazinda incelendiginde ise GS mikrokapsiiliiniin su aktivitesi 0.40 ile en diisiik
degeri ve P mikrokapsiiliiniin su aktivitesi degeri ise 0.88 ile en yiiksek degeri almistir.
Hidrofobik kaplama materyalinde daha yiiksek su aktivitesi elde edilmesinin nedeni ise
hidrofobik fazin su baglama 6zelliginin diistik olmas1 nedeniyle serbest suyu daha kolay
ortama verebilmesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Boylece mikrokapsiilde
bulunan su kolayca ortama gecebilmekte ve buhar basincini arttirabilmektedir.

Cizelge 4.55. Piskiirterek kurutma ve piiskiirterek dondurma yontemi ile iiretilen tek ve ¢ift katl
mikrokapsiillerin nem igerigi (%) ve su aktivitesi (aw) ait L. ve II. tekerriir verileri

Yontem Kaplama Materyal Nem icerigi Su aktivitesi
Piiskiirterek Tek & ggg 8;12
b 03¢
Piiskiirterek ek b 3?21 888
i 02

Cizelge 4.56. Piiskiirterek kurutma ve piiskiirterek dondurma yontemi ile iiretilen tek ve cift katl
mikrokapsiillerin nem igerigi (%) ve su aktivitesi (aw) ait varyans analiz sonuglari

VK Nem icerigi Su aktivitesi

SD KO F Degeri SD KO F Degeri
Yontem 1 86.87 76.39** 1 0.18 43.15**
Kaplama 1 11.39 10.02* 1 0.01 2.92
Materyal 1 13.77 12.11* 1 0.06 13.87**
Hata 4 4
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Cizelge 4.57. Piiskiirterek kurutma ve piiskiirterek dondurma yontemi ile iiretilen tek ve ¢ift kath
mikrokapsiillerin nem igerigi (%) ve su aktivitesine (aw) ait Duncan Coklu
Karsilastirma Testi sonuglari

Yontem Nem icerigi Su aktivitesi
Piiskiirterek Kurutma 11.00* + 1.57 0.53" + 0.08
Piiskiirterek Dondurma 4.41° + 0.13 0.83* + 0.03

Kaplama
Tek 6.51° + 1.15 0.64* + 0.14
Cift 8.90° + 2.73 0.72% + 0.05

Materyal
GS 8.50° + 0.16 0.40° + 0.02
GS/P 13.51% + 147 0.65° + 0.08
P 453° + 0.21 0.88% + 0.02
P/GS 4.30° + 0.17 0.79" + 0.03

4.9. Piiskiirterek Kurutma ve Dondurma Yontemi ile Uretilen Tek ve Cift Kath
Mikrokapsiillerin Mikroenkapsiilasyon Verimi ve Yigin Yogunlugu

Puskiirterek kurutma ve dondurma yontemi ile {lretilen tek ve ¢ift kath
mikrokapsiillerin mikroenkapsiilasyon verimi (%) ve yigin yogunluguna (g/mL) ait I. ve
Il. tekerriir verileri Cizelge 4.58’de ve bu verilere ait varyans analiz sonuglar1 Cizelge
4.59’da verilmistir.

Varyans analiz sonuglarina gére mikroenkapsiilasyon yontemi, kaplama cesidi ve
tastyict materyalin mikrokapsiillerin mikroenkapsiilasyon verimi (%) ve y1gin yogunlugu
(9/mL) iizerine dnemli (p>0.05) bir etkisinin olmadigi tespit edilmistir.

Mikrokapsiillerin verimi ve yigin yogunlugu degerleri arasinda istatistiksel bir
fark tespit edilmemis olmakla birlikte bu degerler ortalama olarak sirasiyla %48 ve 0.44
(g/mL) olarak tespit edilmistir. Ayrica piiskiirterek dondurma yontemi ile iiretilen tek
katli mikrokapsiillerin verimi digerlerine oranla nispeten daha yiiksektir. Piiskiirterek
dondurma islemi sirasinda sicaklik uygulanmamasi elde edilen iirliniin verimini
arttirmaktadir. Okuro vd (2013a) piiskiirterek dondurma yontemi ile {iretilen
mikrokapstillerin veriminin %81-96 arasinda oldugunu tespit etmistir. Baska bir
calismada ise puskiirterek dondurma yontemi ile {iretilen mikrokapsiillerin yi1gin
yogunlugunun 0.78 g/mL oldugu belirlenmistir (Sillick ve Gregson 2012).
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Cizelge 4.58. Piiskiirterek kurutma ve dondurma yontemi ile iiretilen tek ve cift kath
mikrokapsiillerin mikroenkapsiilasyon verimi (%) ve y1gmn yogunluguna (g/mL) ait
L. ve II. tekerriir verileri

Yontem Kaplama Materyal Mikroe\l;grz}i;r)siﬁlasyon Yog;%lll:lgu
Piiskiirterek Tek GS gggg 83%
2o 03
Piiskiirterek Tek P ggg; 823
i o

Cizelge 4.59. Piskiirterek kurutma ve dondurma yontemi ile iiretilen tek ve cift kath
mikrokapsiillerin mikroenkapsiilasyon verimi ve y1gin yogunluguna ait varyans
analiz sonuglar1

VK Mikroenkapsiilasyon Verimi Yi18in Yogunlugu

SD KO F Degeri SD KO F Degeri
Yontem 1 401.15 3.25 1 0.004 2.47
Kaplama 1 191.79 1.56 1 0.002 1.44
Materyal 1 274.60 2.23 1 0.003 1.92
Hata 4 4

4.10. Piiskiirterek Kurutma ve Dondurma Yontemi ile Uretilen Tek ve Cift Kath
Mikrokapsiillerin Partikiil Boyutu Degerleri

Puskiirterek kurutma ve dondurma yontemi ile iretilen tek ve ¢ift kath
mikrokapsiillerin hacim ve yilizey agirlikli partikiil boyutu degerlerine (um) ait I. ve Il
tekerriir verileri Cizelge 4.60°da, bu verilere ait varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.61°de
ve 6nemli bulunan varyasyon kaynaklari ortalamalarina ait Duncan Coklu Karsilagtirma
Testi sonuglar1 Cizelge 4.62°de verilmistir.

Varyans analiz sonuglarmma gore mikroenkapsiilasyon yontemi ve tasiyici
materyalin, mikrokapsiillerin hacim ve yilizey agirlikli partikiil boyutu degerleri iizerine
onemli (p<0.01; p<0.05) bir etkisinin oldugu ancak kaplama ¢esidinin 6nemli (p>0.05)
bir etkisinin olmadig tespit edilmistir.

Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonucglarina gore piiskiirterek dondurma yontemi
ile tiretilen mikrokapsiillerin hacim ve yiizey agirlikli partikiil boyutu degerleri (um)
puskiirterek kurutma yontemi ile iiretilenlere gore olduke¢a yliksektir. Piiskiirterek
kurutma yontemi ile iiretilen mikrokapsiillerin hacim ve yiizey agirlikli ortalama degerleri
sirastyla 24.06 ve 4.88 um olarak tespit edilmistir. Piiskiirterek dondurma yontemi ile
tiretilen mikrokapstillerin hacim ve yiizey agirlikli ortalama degerleri ise sirasiyla 612.54
ve 244.55 pum olarak belirlenmistir. Piiskiirterek dondurma yontemi ile iiretilen
mikrokapsiillerin hacim agirlikli partikiil boyutu degerleri Pedroso vd (2013) tarafindan
rapor edilenlerden oldukg¢a biiyiiktiir. Baska bir ¢alismada ise piiskiirterek dondurma
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yontemi ile iretilen mikrokapsiillerin ortalama biyiikligli 58-278 pm arasinda
degismektedir (Okuro 2013a). Literatiir ile karsilastirildiginda ortaya ¢ikan bu farkliligin
nedeni ise piiskiirterek kurutma isleminde daha homojen bir {iretim yapilabilmesi ancak
puskiirterek dondurma yonteminde ise kurutma isleminin daha ¢ok kurutma ¢emberinde
gerceklesmesi ve iirlin toplama siklonuna iletilememesidir.

Piiskiirterek kurutma yontemi ile iretilen tek ve cift katli mikrokapsiillerin
partikiil boyutu degeri ise literatiir ile uyumlu sekilde tespit edilmistir. Yapilan bir
calismada Arap zamki ve B-siklodekstrin kullanilarak piiskiirterek kurutma sisteminde L.
acidophilus hiicreleri mikroenkapsiile edilmistir. Uretilen mikrokapsiillerin partikiil
boyutunun 2.88-120.23 um arasinda degistigi bildirilmistir (Zhao vd 2008).

Cizelge 4.60. Piiskiirterek kurutma ve piiskiirterek dondurma yontemi ile iiretilen tek ve ¢ift kath
mikrokapsiillerin hacim ve yiizey agirlikli partikiil boyutu degerlerine (um) ait L.
ve IL. tekerriir verileri

Piiskiirterek b G3 199.1350 ggg
& oo
Piiskiirterek Teg P gjggj igggg
= o

Cizelge 4.61. Piiskiirterek kurutma ve piiskiirterek dondurma yontemi ile iiretilen tek ve ¢ift kath
mikrokapsiillerin hacim ve yiizey agirlikli partikiil boyutu degerlerine (um) ait
varyans analiz sonuglari

VK Hacim Agirhikh Partikiil Boyutu Yiizey Agirhikh Partikiil Boyutu

SD KO F Degeri SD KO F Degeri
Yontem 1 692629 373.22** 1 114878 53.11**
Kaplama 1 12461 6.71 1 16092 7.44
Materyal 1 5054 2.72* 1 15174 7.02*
Hata 4 4

* p<0.05, ** p<0.01
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Cizelge 4.62. Piiskiirterek kurutma ve piiskiirterek dondurma yontemi ile iiretilen tek ve ¢ift kath
mikrokapsiillerin hacim ve ylizey agirlikli partikiil boyutu degerlerine (um) ait
Duncan Coklu Karsilagtirma Testi sonuglari

Yontem Hacim Agirhikh Yiizey Agirhkh
Piiskiirterek Kurutma 24.06" + 8.32 4.88° + 0.75
Piiskiirterek Dondurma 612.54% + 44.82 244.55* + 57.67

Kaplama
Tek 278.8% + 155.37 79.87* + 45.6
Cift 357.7* + 186.06 169.6* + 97.3

Materyal
GS 9.73° + 0.58 3.59¢ + 0.11
GS/P 38.39° + 2.00 6.18° + 0.16
P 547.9° + 1.99 156.1° + 29.5
P/GS 677.1*> + 60.68 332.9* + 58.8

Probiyotik mikroorganizma hiicrelerinin boyutu goz oniine alindiginda tiretilecek
mikrokapsiillerin 350 um’den kiigiik olmasinin yeterli oldugu (Robitaille vd 2000) ancak
son lirlinde zay1f ¢oziiniirlik 6zelliginden dolay: tercih edilmedigi bildirilmektedir (Zhao
vd 2008). Ancak biiyiikk ¢apli partikiillerin, ¢ekirdek materyali koruma oraninin daha
yiiksek oldugu bilinmektedir (Zhao vd 2008). Hidrofobik kaplama materyali ile liretilen
mikrokapsiilin in vitro sindirim sisteminde daha yiiksek koruma saglamasinin
nedenlerinden biriside diger mikrokapsiillere kiyaslandiginda daha yiiksek partikiil
boyutu degerlerine sahip olmasindan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

4.11. Piiskiirterek Kurutma ve Dondurma Yontemi ile Uretilen Tek ve Cift Kath
Mikrokapsiillerin Termal Ozellikleri

Piiskiirterek kurutma ve dondurma yontemi ile iiretilen tek ve ¢ift kaplamali
mikrokapsiillerin termal 6zellikleri Cizelge 4.63’te ve Sekil 4.21°de verilmigstir. GS
mikrokapsiilin erime sicakligi 174.34°C olarak tespit edilmistir. Bu formiilasyon
kullanilarak tiretilen ¢ift kaplamali GS/P mikrokapsiiliiniin erime sicakligi ise yapida
hidrofobik faz bulunmasi nedeni ile diiserek 130.64°C olarak 6l¢iilmiistir.

Beklenildigi tizere hidrofobik kaplama materyalleri kullanilarak {iretilen tek ve
cift kaplamali mikrokapsiillerin erime sicakliklar1 diger mikrokapsiil 6rneklerine gore
olduk¢a diisiik diizeyde kalmistir. Tasiyict materyali hidrojenize palm yagi olan tek
kaplamal1 mikrokapsiil 6rneginin (P) erime sicaklig1 38.43°C olarak tespit edilirken, bu
tastyict materyal kullanilarak tiretilen ¢ift kaplamali mikrokapsiiliiniin erime sicakligi ise
bir miktar artarak 40.12°C olarak tespit edilmistir. Bunun nedeni ise mikrokapsiil
formiilasyonuna giren Arap zamkinin erime sicakligini yiikseltmesinden kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Yapilan bir piiskiirterek dondurma g¢alismasinda, mikrokapsiillerin
erime sicakligi ise ortalama 47.5°C olarak tespit edilmistir (Okuro 2013b). Tiim bunlara
ek olarak ise tiim mikrokapsiillerin endotermik erime sicakligina sahip oldugu tespit
edilmistir.
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Cizelge 4.63. Mikrokapsiillerin termal &zellikleri

Materyal Baslangi¢ sicakhigi (°C)  Erime sicakhigi (°C)  Bitis sicakhigi (°C) AH (J/g)

GS 169.67 174.23 190.46 515.22
GS/P 117.46 130.48 160.95 476.01
P 21.16 38.46 45.97 427.04
P/GS 20.03 40.03 51.20 523.96

GS
/ \3&3
PGS /
a)
.\ /
i ﬁ((_//—/—'\_\__
Y e —— —

55555

Sekil 4.21. Mikrokapsiillerin DSC grafigi

4.12. Piiskiirterek Kurutma ve Dondurma Yoéntemi ile Uretilen Tek ve Cift Kath
Mikrokapsiillerin Morfolojik Ozellikleri

Piiskiirterek kurutma ve dondurma yontemleriyle iiretilen tek ve ¢ift kath
mikrokapstillerin mikroskop ve SEM (Taramal1 Elektron Mikroskobu) goriintiileri Sekil
4.22 ve Sekil 4.23’te verilmistir.

Mikrokapsiillerin mikroskop goriintiileri incelendiginde, piiskiirterek dondurma
yontemi kullanilarak tiretilen orneklerin daha biiylik ve sekilsiz bir goriiniime sahip
oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte piiskiirterek kurutma yontemi ile {iretilen
mikrokapstillerin daha kiiclik ve kiiresel bir goriinlime sahip oldugu gozlenmektedir.

Mikrokapsiillerin SEM goriintiileri incelendiginde ise, piskiirterek kurutma
yontemi ile iiretilen 6rneklerin yuvarlak mikrokapsiil formunda ve piiskiirterek dondurma
yontemi ile dretilenlerin ise standart bir sekilde olmadigi goriilmistiir. Hidrofobik
kaplama materyali ile iiretilen P ve P/GS mikrokapsiilleri tam olarak birbirinden
ayrilamamis olup homojen bir goriiniim saglayamamistir. Bu sonucun nedeni ise
puskiirterek dondurma yonteminde hidrofobik materyalin donmasi kendi halinde
gerceklesmekte ve 1s1  transferi yavas olmaktadir. Bu nedenle hizli bir
mikroenkapsiilasyon islemi gergeklesmemekte ve arzu edilen oval mikrokapsiil sekli
saglanamamaktadir. Ayrica yontem sirasinda hidrofobik materyalin donmasi igin
aspirasyon hizi diisiik olarak tutuldugundan ornekler toplama kabindan ¢ok kurutma
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cemberinde asili kalmaktadir. Buda tam olarak homojen sekillerin elde edilmemesinin bir
basgka nedeni olarak degerlendirilmektedir.

Piiskiirterek kurutma yontemi ile liretilen mikrokapsiil 6rnekleri yuvarlak bir sekle
ve piirlizsiiz bir yiizeye sahiptir. Ancak mikrokapsiillerde yer yer i¢ biikey c¢oklintiiler
meydana gelmistir. Ilha vd (2015) mikrokapsiillerde meydana gelen bu ¢okiintiilerin
tastyict materyalin kuruma karakteristiginden kaynaklandigini bildirmistir. Ayrica bu
sekillerin olusmasinda ise yontem sirasinda kullanilan kurutma sicakligi da neden
olabilmektedir. Yiiksek kurutma sicakliklari, hizli kabuk olusumuna neden olmakta ve
suyun yiizeye diflizyonunu sinirlanmaktadir. Bu nedenle kapsiil i¢erisinde potansiyel bir
basing olusmakta ve bu basing partikiil yiizeyinde catlaklara neden olmaktadir (Zhao vd
2008).

Pedroso vd (2012) L. acidophilus ve B. bifidum hiicrelerini piiskiirterek dondurma
sisteminde mikroenkapsiile etmis ve elde ettigi kapsiillerin yuvarlak formda oldugunu
ancak duvarlarinin sekilsiz ve diizensiz oldugunu goézlenmistir. Bunun nedeninin ise
tastyicinin diisiik erime noktasina sahip olmasindan kaynaklanabilecegi bildirilmistir.
Ayrica piiskiirterek dondurma sonucu elde edilen partikiillerin mikroenkapsiilasyon
sirasinda evaporasyon olusmadigindan matriks tipinde oldugu da bildirilmistir (Pedroso
vd 2013).
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P PGS

Sekil 4.22. Tek ve ¢ift katli mikroenkapsiillerin stereo mikroskop goriintiisii (XX100)
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10
EHT=15000  ZmeMag= 300KX om0 | BNT=500K  Zeebg= 2OKX |y

P PGS

EHT=1500KV  ZomeMag= S0XKX )t EHT=1500K  ZoeNag= 5.00KX

GS GSP
Sekil 4.23. Tek ve ¢ift katli mikroenkapsiillerin SEM goriintiisii
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4.13. Tek ve Cift Kath Probiyotik Mikrokapsiilleri Iceren Kek Orneklerinin
Mikrobiyolojik Ozellikleri

4.13.1. Sade kek orneklerinin pisme oncesi ve sonrasi mikrobiyolojik 6zellikleri

Tek ve c¢ift katli probiyotik mikrokapsiiller kullanilarak {iiretilen sade kek
orneklerinin pisirme oncesi ve sonrasindaki S. boulardii, L. acidophilus ve B. bifidum
sayilarina ait veriler Cizelge 4.64’te verilmistir.

Sade kek orneklerinde, kek miksine pisirmeden once ilave edilen mikrokapsiil
orneklerinden yalnizca P/GS ¢ift kathh mikrokapsiil 6rneginde ortalama 2.92 log kob/g
seviyesinde S. boulardii sayist ve %67 canlilik tespit edilmis olup diger orneklerde
canlilik tespit edilememistir. Ayrica serbest hiicreler ile iiretilen sade kek drneklerinde S.
boulardii canlilig1 tespit edilmemistir. Pisirme sirasinda kek merkez sicakligi yaklagik
103£2°C olarak dl¢iilmiistiir. Bu sicaklikta ¢ift katli mikrokapsiil 6rneginin S. boulardii
canliligin1 koruyabilmesi yapisindaki hidrofobik ve hidrofilik materyallerin birbiriyle ve
kek ortamindaki bilesenlerle etkilesiminden kaynaklandigi diistiniilmektedir.
Mikrokapsiiliin dis katmanini olusturan hidrofobik materyal erime halindeyken 1s1
absorbe etmekte ve bu nedenle mikrokapsiiliin merkezine daha az seviyede 1s1 transferi
gerceklestigi diisiiniilmektedir. Bu c¢alismanin hem serbest hem de mikroenkapsiile
formda probiyotik mikroorganizmalarin kek gibi firin iriinlerinin hamurunda ilk kez
kullanilmast ve basarili sonuglar alinmasi yoniiyle ayrica Onemli oldugu
diistiniilmektedir.

Kek miksine pisirmeden 6nce ilave edilen mikrokapsiil 6rneklerinin hepsinde L.
acidophilus canliligi tespit edilmistir. En yiiksek hiicre sayisi ve canliligi ortalama olarak
2.91 log kob/g ve %70 ile ¢ift katlhi P/GS mikrokapsiiliinii i¢ceren sade kek orneklerinde
elde edilmistir. Elde edilen bu sonuglar S. boulardii sayiminda elde edilen sonuglar ile
olduk¢a benzer olup ¢ift kathh hidrofobik mikrokapsiil 6rneginin kek fazi igerisinde
yiiksek sicaklikta hiicre canliligini korumakta etkili oldugu bulgusunu gii¢lendirmistir.
Hidrofobik karakterdeki bilesenlerin sicakliga karsi bir koruma sagladigi bilinmektedir.
Ozellikle denatiirasyon sicakhigi yiiksek proteinlerin hidrofobik karakterdeki amino
asitleri daha fazla i¢erdigi bilinmektedir. Ekstriizyon yontemi ile mikroenkapsiile edilen
L. rhamnosus hiicreleri biskiivi iiretiminde denenmistir. Pisirme sirasinda biskiivilerin i¢
sicaklig1 92°C olarak dl¢iilmiistiir. Hamura 107 kob/g seviyesinde ilave edilen hiicrelerin
pisirildikten sonraki 24 saatlik siirede 10° kob/g seviyesine diistiigii ve 3 haftalik
depolama siiresi sonunda ise 102 kob/g seviyesinin altma indigi belirtilmistir (Reid vd
2007). Yapilan bir ¢alismada mikroenkapsiile L. reuteri hiicreleri ¢ikolatali kek
tiretiminde hamura ilave edilmis ve 180°C’de 10 dakika pisirilmistir. Pisirme sonunda iki
farkli yontemle mikroenkapsiile edilen hiicrelerin %7 ve %10 oraninda canli kaldig:
bildirilmistir (Malmo vd 2013). Seyedain-Ardabili vd (2016) emiilsiyon yontemi ile
mikroenkapsiile ettigi L. acidophilus ve L. casei hiicrelerini hamburger ve tava ekmegi
tiretiminde kullanmigtir. Ekmeklerin 180°C’de pisirilmesinden sonra baslangi¢ seviyesi
11 log kob/g olan L. acidophilus ve L. casei hiicrelerinin hamburger ve tava ekmeginde
3.2 ve 5.4 log kob/g ve 0.83 ve 1.55 log kob/g’a diistiigii belirlenmistir. Rajam vd (2014)
dondurarak kurutma yontemi ile mikroenkapsiile ettigi L. plantarum hiicrelerini eriste
tiretiminde kullanmustir. Eristelerin 28°C ve 55°C’de kurutulmasindan sonra %80.29 ve
%64.74 canlilik saglanmasina ragmen 3.5 dakikalik pisirme sonunda hi¢ canlilik
kalmadigi tespit edilmistir.
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B. bifidum canliligi, sade kek orneklerinde tespit edilememistir. B. bifidum
hiicreleri L. acidophilus ve S. boulardii hiicreleri ile karsilastirildiginda sicaklik
hassasiyeti olduk¢a yiiksektir. Ayrica serbest hiicreler ile iiretilen sade kek 6rneklerinde
de B. bifidum canlilig1 tespit edilmemistir. Yapilan bir calismada ekmek icerisine 10°
kob/g seviyesinde B. lactis kiiltiirii ilave edilmis ve ekmek 6rnekleri 165, 185 ve 205°C
de 12 dakika pisirilmistir. Pigirmenin baglamasindan sonraki ilk 3 dakika i¢erinde canlilik
seviyesinde ¢ok hizli bir diisiis yasandigi 12 dakika sonunda ise ¢ok limitli bir sayida
canli hiicre kaldig1 bildirilmistir (Zhang vd 2014).

4.13.2. S. boulardii I¢erigi ve canhlig

Tek ve ¢ift kath probiyotik mikrokapsiilleri igeren keklerin depolama sirasinda S.
boulardii sayis1 ve canlilik degisimine ait I. ve Il. tekerriir verileri Cizelge 4.65’te, bu
verilere ait varyans analiz sonuglari Cizelge 4.66’da ve onemli bulunan varyasyon
kaynaklar1 ortalamalarina ait Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglari Cizelge 4.67°de
verilmistir. Ayrica kek orneklerinin S. boulardii sayisinin depolama siiresi boyunca
degisimi Sekil 4.24°te verilmistir.

Varyans analiz sonuglarina gore ¢ikolata kremas1 dolgulu, marmelat dolgulu ve
cikolata kaplamali kek 6rneklerin S. boulardii sayisi {izerine tasiyicit materyal ¢esidinin
ve depolama siiresinin 6nemli (p<0.01) bir etkisinin oldugu tespit edilmistir.

Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglarina gore ¢ikolata kremasi dolgulu kek
orneklerinde en yiiksek S. boulardii sayisi sirasiyla P ve GS drneklerinde tespit edilmis
olup bu degerler 5.5 ve 5.3 log kob/g seviyesindedir. GS/P ve P/GS ¢ift katli mikrokapsiil
orneklerini igeren kek 6rneklerinde ise S. boulardii canliliginin depolama siiresi boyunca
korunamadig tespit edilmistir. Serbest S. boulardii hiicrelerini igeren gikolata kremasi
dolgulu kek 6rneklerinde ise hiicrelerin depolama boyunca canliliklarini korudugu tespit
edilmistir. Mikrokapsiillerde yapilan in vitro sindirim testlerinde serbest S. boulardii
hiicrelerinin olduk¢a dayanikli oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglardan kek dolgusunda,
S. boulardii hiicrelerinin mikroenkapsiile edilmeden serbest formuyla da kullanilabilecegi
anlasilmaktadir.

Duncan Coklu Karsilagtirma Testi sonuglarina gére marmelat dolgulu kek
orneklerinde en yiiksek S. boulardii sayisi 6.14 log kob/g ile GS materyalinde elde
edilmistir. Bu seviye, iriiniin probiyotik olarak kabul edilebilmesi i¢in gerekli olan
limitler icerisinde olmasina ragmen depolama siiresi boyunca korunamamistir. Her ne
kadar GS mikrokapsiilii daha yiiksek S. boulardii canlilig1 saglasa da P mikrokapsiilii
hiicreler {izerinde daha iyi koruyucu etki goOstermistir. Depolama boyunca GS
mikrokapsiilii igeren orneklerde canliligin yaklagik %57°si korunur iken bu oran P
mikrokapsiilii igeren Orneklerde %91 diizeyinde tespit edilmistir. Bu sonuglardan
anlasilacagi lizere marmelat dolgulu kek 6rneklerinde hidrofobik kaplama materyalinin
depolama sirasinda hiicrelerin canliligini daha iyi destekledigi anlasilmaktadir. GS/P ve
PG/S ¢ift katli mikrokapsiil Orneklerini iceren kek orneklerinde ise S. boulardii
canliliginin depolamanin 60. giiniinden sonra tespit edilemedigi belirlenmistir. Serbest S.
boulardii hiicrelerini iceren marmelat dolgulu kek drneklerinde ise hiicrelerin depolama
boyunca canliliklarini korudugu tespit edilmistir.
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Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglarina gore cikolata kaplamali kek
orneklerinde en yiiksek S. boulardii sayisi sirasiyla GS ve P orneklerinde tespit edilmis
olup bu degerler 5.6 ve 5.9 log kob/g seviyesindedir. GS/P ve P/GS ¢ift katli mikrokapsiil
orneklerini igeren kek orneklerinde ise S. boulardii hiicrelerinin canliligini depolamanin
60. giinlinden sonra koruyamadig1 tespit edilmistir.

Cizelge 4.65. Tek ve gift katli probiyotik mikrokapsiiller igeren kek orneklerinin depolama
stirecinde S. boulardii sayisina (log kob/g) ait 1. ve II. tekerriir verileri

Kek Depolama Siiresi (giin)
tipi Materyal 0 30 60 20
te te te te
GS te te te te
te te te te
GS/P te te te te
3 p te te te te
3 te te te te
2.90 te te te
PIGS 2.95 te te te
Serbest hiicre Ig :2 :g :Z
S Gs 5.08 5.12 5.00 4.22
3 5.45 4.93 4.90 3.36
° 2.70 2.56 te te
o GSP 2.78 2.48 te te
g b 5.48 5.16 5.15 4.66
2 5.58 5.29 5.03 4.23
< 3.62 te te te
%‘ PGS 3.54 te te te
= ) 4.90 4.81 471 4.07
< Serhest hricre 5.04 4.98 4.65 4.07
Gs 6.16 4.30 3.58 2.60
6.12 3.95 3.91 2.70
= 2.70 2.60 te te
>
= GS/P 2.78 2.48 te te
Q b 5.04 5.06 4.99 4.42
5 5.30 5.07 4.35 4.60
£ 3.62 2.00 te te
5 P/GS
< 3.54 2.60 te te
. 5.30 4.97 4.72 3.90
Serbest hiicre 4.95 4.66 454 421
Gs 5.88 5.09 4.97 3.11
_ 5.87 5.06 5.08 3.30
= 3.30 2.30 te te
g GS/P 2.30 2.30 te te
5 b 5.61 5.02 3.85 3.46
s 5.53 5.03 4.05 3.65
S 3.68 3.20 te te
2 PIGS 351 3.04 te te
~ i 4.95 4.39 4.28 3.52
Serbest hiicre 526 430 418 352
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Cizelge 4.66. Tek ve cift katli probiyotik mikrokapsiiller iceren kek orneklerinin depolama
stirecinde S. boulardii sayisina (log kob/g) ait varyans analiz sonuglari

VK 0. giin 30. giin 60. giin 90. giin
SD KO F KO F KO F KO F
Krema Materyal 3 359 182** 12.10 1648** 16.81 5705** 11.43 99**
Dolgulu Hata 4 0.02 0.03 0.003 0.46
Marmelat Materyal 3 4.70 467** 3.47 55** 12.08 189** 9.70 1857**
Dolgulu Hata 4 0.01 0.06 0.06 0.005
Cikolata Materyal 3 4.49 34** 3.89 1171** 13.80 2063** 7.67 858**
Kaplamah Hata 4 0.13 0.003 0.006 0.008

* p<0.05, ** p<0.01
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4.13.3. L. acidophilus Icerigi

Tek ve ¢ift kath probiyotik mikrokapstilleri i¢eren keklerin depolama sirasinda L.
acidophilus sayisi degisimine ait 1. ve Il. tekerriir verileri Cizelge 4.68’de, bu verilere ait
varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.69’da ve 6nemli bulunan varyasyon kaynaklari
ortalamalarina ait Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglar1 Cizelge 4.70°te verilmistir.
Ayrica kek 6rneklerinin L. acidophilus sayisinin depolama siiresi boyunca degisimi Sekil
4.25’te verilmistir.

Varyans analiz sonuglarina gore ¢ikolata kremas1 dolgulu, marmelat dolgulu ve
cikolata kaplamali kek 6rneklerinde, tasiyici materyal ¢esidinin ve depolama stiresinin L.
acidophilus sayis1 tizerine 6nemli (p<0.01; p<0.05) bir etkisinin oldugu tespit edilmistir.

Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglarina gore ¢ikolata kremasi dolgulu,
marmelat dolgulu ve ¢ikolata kaplamali kek orneklerinde en yiiksek L. acidophilus
saysisi, GS mikrokapsiilii iceren 6rneklerde tespit edilmis olup bu degerler sirasi ile 6.54,
6.03 ve 6.96 log kob/g seviyesindedir. Bu seviye {iriiniin probiyotik olarak kabul
edilebilmesi i¢in gerekli olan limitler icerisinde olmasina ragmen depolama siiresi
boyunca korunamamistir. Depolama baslangicindan sonuna kadar, GS ve P
mikrokapsiillerini iceren kek o6rneklerinde bulunan L. acidophilus canliligi yaklagik
olarak %50 oraninda azalmistir. P/GS ve GS/P ¢ift katli mikrokapsiillerini igeren kek
orneklerinde ise depolamanin 60. giiniinden sonra L. acidophilus canliligi tespit
edilememistir. Bu sonug¢lardan anlasilacag lizere cift katli olarak kaplama teknigi, gida
faz1 icerisinde L. acidophilus hiicrelerinin korunmasina ilaveten bir fayda
saglamamaktadir. Depolama siiresince mikroorganizma miktarinin azalmasi iirlinlerin
vakum altinda paketlenmemesinden kaynaklanmis olabilir (Reid vd 2007).

Serbest L. acidophilus hiicreleri ile yiiriitiilen kek galigmalarinda yiiksek asitlik
nedeniyle marmelat dolgusu igeren 6rneklerde depolamanin 30. giiniinden sonra canlilik
tespit edilemezken, ¢ikolata kremasi dolgulu ve ¢ikolata kaplamali kek orneklerinde L.
acidophilus sayisi yaklasik 2.00 log kob/g seviyesinde kalmistir.

Piiskiirterek dondurma yontemi ile iretilen L. acidophilus mikrokapsiillerinin
tahil bari tiretiminde kullanildigi bir ¢aligmada 120 giinliikk depolama siiresi sonunda
hiicre sayisinin 10.5 log kob/g degerinden 3.10 log kob/g degerine diistiigli tespit
edilmistir (Bampi vd 2016). Mikroenkapsiile ve serbest L. acidophilus hiicreleri ile
“mousse” iiretimi yapilmis ve 20 giinliik depolama sonunda aljinat kullanilarak
mikroenkapsiile edilen L. acidophilus hiicrelerinin 2 log ve serbest hiicrelerin ise 3 log
azaldig1 tespit edilmistir (De Castro-Cislaghi vd 2012). Zanjani vd (2012) L. casei
hiicrelerini ekstriizyon ile mikroenkapsiile ettikten sonra kek kremas: igerisine koyarak
tiretilen kekler depolanmustir. +4°C de 4 haftalik depolama siiresi sonunda kek igerisinde
serbest L. casei sayisinin 10! kob/g seviyesinden 10* kob/g seviyesine ve
mikroenkapsiile hiicrelerin ise107-10% kob/g seviyesine diistiigii bildirilmistir.
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Cizelge 4.68. Tek ve gift katli probiyotik mikrokapsiiller iceren kek Orneklerinin depolama
stiresince L. acidophilus sayisina (log kob/g) ait I. ve II. tekerriir verileri

Kek Depolama Siiresi (giin)
tipi  Materyal 0 30 60 90
2.28 te te te
GS 2.75 te te te
1.70 te te te
GS/P 2.11 te te te
L p 2.11 te te te
B 2.76 te te te
3.11 te te te
PIGS 2.72 te te te
. te te te te
Serbest Hiicre te te te te
5 GS 6.36 5.78 3.87 3.48
3 6.71 5.78 4.26 3.78
S 3.85 2.69 2.00 0.00
oGSk 492 3.06 1.78 0.00
g 5 5.83 5.14 4.48 3.67
g 6.03 5.27 4.30 3.65
= PIGS 451 2.94 1.95 0.00
< 491 2.65 2.05 0.00
= . 5.85 3.14 2.75 2.38
O Serbest Hiicre 5.61 3.05 273 2.36
GS 5.84 4.94 3.97 3.44
_ 6.21 4.17 3.53 3.46
= 3.98 2.74 1.79 0.00
< S/ 4.81 2.82 1.48 0.00
o o 6.02 4.64 4.15 3.18
= 6.04 4.90 4.58 2.90
£ 4.36 2.60 1.75 0.00
s PIGS 5.00 2.56 1.90 0.00
Serbest 5.19 3.61 2.51 0.00
4.77 3.38 2.49 0.00
Gs 7.04 4.08 4.08 2.81
B 6.87 3.67 4.00 3.41
= 4.07 3.32 0.00 0.00
£
< GS/P 4.81 3.11 0.00 0.00
S o 6.13 5.44 4.03 3.63
5 6.03 5.34 3.98 3.54
= 5.00 2.92 0.00 0.00
o
= PIGS 4.68 2.87 0.00 0.00
Serbest 4.77 3.30 2.26 2.07
4.75 3.97 2.11 2.26
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Cizelge 4.69. Tek ve gift katli probiyotik mikrokapsiiller igeren kek Orneklerinin depolama
stiresince L. acidophilus sayisina (log kob/g) ait varyans analiz sonuglari

VK 0. giin 30. giin 60. giin 90. giin
SD KO F KO F KO F KO F
Krema Materyal 3 150 9.76* 2.65 31.70** 351 115** 8.86 779**
Dolgulu Hata 4 0.15 0.08 0.03 0.01
Marmelat Materyal 3 4.70 467**  3.47 55** 3.75 60.34**  7.07 754**
Dolgulu  Hata 4 0.01 0.06 0.06 0.009
Cikolata Materyal 3 2.66 30.87** 2.46 87.52** 10.78 9696**  7.55 167**
Kaplamah Hata 4 0.09 0.03 0.001 0.04

* p<0.05, ** p<0.01

Yapilan ilgili ¢alismada ise sade kek 6rneklerinde pisirmeden sonra GS, GS/P, P
ve P/GS mikrokapsiillerinde L. acidophilus canliligi sirasiyla ortalama olarak 42, 46, 39
ve 70% olarak hesaplanmistir. Yapilan bir ¢alismada ekmek igerisine B. lactis kiiltiirii
ilave edilmis ve pisirmeden sonra merkez, orta ve kabuk olmak {izere ii¢ farkli noktadan
ornek alinmistir. Mikrobiyolojik sonuglara gore en yiiksek korumanin merkez noktasinda
saglandig1 bildirilmistir (Zhang vd 2014). Sade kek orneklerinde tiim orneklerde L.
acidophilus canliligmna rastlanmasi, mikrokapsiillerin merkeze yerlestirilmesinden
kaynaklanmis olabilir.
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4.13.4. B. bifidum Icerigi

Tek ve ¢ift katli probiyotik mikrokapsiilleri igeren keklerin depolama sirasinda B.
bifidum sayisina ait I. ve Il. tekerriir verileri Cizelge 4.71°de, bu verilere ait varyans analiz
sonuglar1 Cizelge 4.72°de ve onemli bulunan varyasyon kaynaklari ortalamalarina ait
Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglari Cizelge 4.73’te verilmistir. Ayrica kek
orneklerinin B. bifidum sayisinin depolama siiresi boyunca degisimi Sekil 4.25’te
verilmistir.

Varyans analiz sonuglarina gore ¢ikolata kremas1 dolgulu, marmelat dolgulu ve
cikolata kaplamali kek 6rneklerinde, tastyict materyal ¢esidinin ve depolama siiresinin B.
bifidum sayis1 tizerine 6nemli (p<0.01; p<0.05) bir etkisinin oldugu tespit edilmistir.

Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglarina gére ¢ikolata kremasi dolgulu kek
orneklerinde en yiiksek B. bifidum sayisi sirasiyla P ve GS orneklerinde tespit edilmis
olup bu degerler 6.09 ve 5.70 log kob/g seviyesindedir. GS mikrokapsiiliiniin B. bifidum
seviyesi 30. giinde diisiis gostermistir. Her ne kadar en yiiksek B. bifidum sayis1 tek katli
mikrokapsiillerde gozlense de ¢ift katl P/GS mikrokapsiilii B. bifidum tizerinde oldukga
koruyucu bir etki gostermis olup depolama baslangicindan sonuna kadar B. bifidum
canlilig1 ortalama olarak %68 oraninda tespit edilmistir. Uretim baslangicinda GS ve P
mikrokapsiillerini i¢ceren kek o6rneklerinde istenilen probiyotik seviyesi saglanmis olsa da
bu deger depolama siiresi boyunca korunamamustir. Serbest hiicre formlar ile iiretilen
keklerde ise B. bifidum sayis1 yaklasik 3 log kob/g oraninda azalmistir. Bu azalisin nedeni
ise mikrokapsiillerin su aktivitesinin yiiksek olmasindan kaynaklanabilecegi
distiniilmektedir.

Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglarina gore marmelat dolgulu kek
orneklerinde en yiiksek B. bifidum sayisi sirasiyla P ve GS orneklerinde tespit edilmis
olup bu degerler 6.15 ve 5.95 log kob/g seviyesindedir. Uretim baslangicinda GS ve P
mikrokapsiillerini igeren kek drneklerinde istenilen probiyotik seviyesi saglanmis olsa da
bu deger depolama siiresi boyunca korunamamistir. 90 giinliik depolama sonunda
yalnizca P mikrokapsiillerini igeren kek 6rneklerinde B. bifidum canliligi gézlenmistir.
Serbest hiicre formlari ile tiretilen keklerde ise B. bifidum sayisi marmelat dolgusunun
asidik ortamu nedeniyle hizla azalmis olup 30. gilinden sonra tespit edilememistir.
Piiskiirterek dondurma yontemi ile iretilen B. animalis mikrokapsiillerin tahil bari
tiretiminde kullanildig1 bir ¢aligmada ise 120 giinlilk depolama siiresi sonunda hiicre
sayisinin 10.3 log kob/g degerinden 5.2 log kob/g degerine diistiigii belirlenmistir (Bampi
vd 2016).
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Cizelge 4.71. Tek ve gift katli probiyotik mikrokapsiiller iceren kek orneklerinin depolama
stiresince B. bifidum sayisina (log kob/g) ait 1. ve II. tekerriir verileri

Kek Depolama Siiresi (giin)
tipi  Materyal 0 30 60 90
te te te te
GS te te te te
te te te te
GS/P te te te te
R p te te te te
3 te te te te
te te te te
PIGS te te te te
. te te te te
Serbest Hiicre te te te te
= GS 5.53 0.00 0.00 0.00
3 5.86 0.00 0.00 0.00
S 3.31 2.36 2.40 0.00
oGSk 3.62 2.60 2.30 0.00
g 5 6.17 4.40 4.26 2.52
S 6.01 453 4.48 2.28
- PIGS 3.45 2.49 2.40 2.47
;’: 3.75 2.78 2.45 2.12
= . 5.41 3.18 2.81 0.00
G- Serbest Hiicre 5.76 2.90 2.70 0.00
GS 5.85 2.70 0.00 0.00
_ 6.05 2.78 0.00 0.00
= 3.49 2.61 2.62 0.00
< S/ 3.59 2.03 1.76 0.00
Q 5 5.99 3.30 3.08 2.11
k= 6.31 3.41 3.18 2.32
£ 3.11 2.34 2.31 0.00
s PIGS 3.28 2.40 2.21 0.00
Serbest 3.60 0.00 0.00 0.00
3.78 0.00 0.00 0.00
Gs 6.08 3.48 0.00 0.00
B 6.30 3.86 0.00 0.00
S 3.73 2.48 0.00 0.00
£
k) GS/P 3.20 2.30 0.00 0.00
S o 6.52 4.84 4.53 4.12
5 6.29 4.77 4.40 3.92
= 4.50 3.40 0.00 0.00
o
= PIGS 4.12 3.38 0.00 0.00
Serbest 5.60 2.33 0.00 0.00
5.26 2.06 0.00 0.00
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Cizelge 4.72. Tek ve gift katli probiyotik mikrokapsiiller iceren kek orneklerinin depolama
stirecinde B. bifidum sayisina (log kob/g) ait varyans analiz sonuglari

VK 0. giin 30. giin 60. giin 90. giin
SD KO F KO F KO F KO F
Krema Materyal 3 3.77 94.10** 6.72 339** 6.39 840** 3.68 163**
Dolgulu  Hata 4 0.04 0.02 0.007 0.02
Marmelat Materyal 3 4.85 214** 045 10.17* 356 37.47** 7.07 754**
Dolgulu  Hata 4 0.02 0.04 0.09 0.06
Cikolata Materyal 3 4.12 62.67** 197 86.69** 997 4718** 8.09 1667**
Kaplamah Hata 4 0.06 0.02 0.002 0.004

* p<0.05, ** p<0.01

Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglarina gore cikolata kaplamali kek
orneklerinde en yiiksek B. bifidum sayisi sirasiyla P ve GS orneklerinde tespit edilmis
olup bu degerler 6.41 ve 6.19 log kob/g seviyesindedir. Uretim baslangicinda GS ve P
mikrokapsiillerini i¢ceren kek drneklerinde istenilen probiyotik seviyesi saglanmistir. 90
giinlik depolama sonunda diger mikrokapsiil Ornekleriyle karsilastirildiginda P
mikrokapsiillerini igeren kek 6rneklerinde oldukga yiiksek seviyede B. bifidum canliligt
gbzlenmistir. Depolama baslangicindan sonuna kadar P mikrokapsiiliinii iceren ¢ikolata
kaplamali kek 6rneklerinde ortalama olarak yaklasik %69 oraninda koruma saglanmaistir.
Serbest hiicre formlari ile iiretilen keklerde ise B. bifidum sayis1 60. giinden sonra tespit
edilememistir.

Uretilen cikolata kremas1 dolgulu, marmelat dolgulu ve ¢ikolata kaplamali kek
orneklerinin 90 giinlilk depolama siirecinde S. boulardii, L. acidophilus ve B. bifidum
degisimindeki verilere ait grafikler sirasiyla Sekil 4.24, 4.25 ve 4.26’da verilmistir.

Uretilen ¢ikolata kremasi dolgulu, marmelat dolgulu ve ¢ikolata kaplamali kek
orneklerinde probiyotik iirlin tanimi i¢in gerekli olan 6 log kob/g degeri saglanabilmistir.
Probiyotik gidalarin faydali etkilerinin goriilebilmesi i¢in tiiketilmesi gereken doz miktari
105-107 kob/g olarak kabul edilmektedir (Champagne vd 2005, Heidebach vd 2012).
Ancak bu deger 90 giinliik depolama siiresi boyunca korunamamaistir. Her ne kadar bazi
kek orneklerinde GS mikrokapsiilii probiyotik S. boulardii, L. acidophilus ve B. bifidum
sayisint yiiksek tutsa da genel anlamda depolama siiresi boyunca bakildiginda P
mikrokapsiiliiniin probiyotik mikroorganizmalara daha yiiksek stabilite kazandirdigi
belirlenmistir. Bu sonucun elde edilmesinin temel nedeni ise kullanilan hidrofobik
karakterli tastyic1 materyaldir.

Sade kek ornekleri ile yapilan denemelerde ise en yiiksek S. boulardii ve L.
acidophilus canliliginin ¢ift katli P/GS mikrokapsiiliinde saglandigi ancak B. bifidum
hiicrelerinin pisirme sicakliginda hi¢bir mikrokapsiilde canli kalmadig tespit edilmistir.
Bu nedenle 1sil islem goéren gidalarin probiyotik olarak gelistirilebilmesinde mutlaka
hidrofobik ve hidrofilik karakterli tagiyict materyallerin birlikte kullaniminin 6nemli
oldugu distliniilmektedir.
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m(.glin =30.giin ®60. glin WI0. giin

7 -
2 67
g 51
o 4 4
o
= 3
2 4
1 4
O T T T T T
GS |GS/P| P |P/GS GS |GS/P| P |PIGS| GS |GS/P| P |PIGS| GS |GS/P| P |P/GS
Sade Krema Dolgulu Marmelat Dolgulu | Cikolata Kaplamal

Sekil 4.24. Kek 6rneklerinin S. boulardii sayisinin depolama siiresi boyunca degisimi
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Sekil 4.25. Kek 6rneklerinin L. acidophilus sayisinin depolama siiresi boyunca degisimi
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Sekil 4.26. Kek 6rneklerinin B. bifidum sayisinin depolama siiresi boyunca degisimi
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4.13.5. Depolama sirasinda sade, ¢ikolata kremasi dolgulu, marmelat dolgulu ve
cikolata kaplamah kek oOrneklerinin probiyotik mikroorganizma sayisi
degisimi

Sade kek Ornekleri ile yapilan tiretimlerde pisirme sonunda S. boulardii ve L.
acidophilus hiicrelerin en yiiksek korumanin P/GS ¢ift katli mikrokapsiiliinde saglandigi
ve bu degerlerin sirasiyla %67.4 ve %70.7 oldugu tespit edilmistir. Ancak B. bifidum
hiicrelerinin ise higbir mikrokapsiilde pisirme sirasinda canliligini koruyamadigi
belirlenmistir.

Uretilen cikolata kremas: dolgulu, marmelat dolgulu ve ¢ikolata kaplamali kek
orneklerinde probiyotik iiriin tanimi i¢in gerekli olan 6 log kob/g degeri saglanabilmistir.
Ancak bu deger 90 giinliik depolama siiresi boyunca korunamamistir. Depolama siiresi
boyunca hidrofobik 6zellikte olan P mikrokapsiiliiniin, probiyotik S. boulardii, L.
acidophilus ve B. bifidum canliligin1 daha iyi korudugu belirlenmistir. Ayrica gikolata
kremast dolgulu kek orneklerinin probiyotik mikroorganizma canliligini daha fazla
destekledigi tespit edilmistir.

4.14. Kek Orneklerinin pH ve Titrasyon Asitligi Degerleri

Tek ve c¢ift katli probiyotik mikrokapsiilleri iceren kek oOrneklerinin pH ve
titrasyon asitligi degerlerine ait I. ve Il. tekerriir verileri Cizelge 4.74’te, bu verilere ait
varyans analiz sonuglari Cizelge 4.75’te ve Onemli bulunan varyasyon kaynaklar
ortalamalarina ait Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglar1 Cizelge 4.76’da
verilmistir.

Varyans analiz sonuglarina gore; orneklerin pH degeri ilizerine kek tipi ve
depolama siiresinin 6nemli (p<0.01) bir etkisinin oldugu tespit edilmistir. Ayrica titrasyon
asitligi degeri lizerine depolama siiresinin 6nemli (p<0.01) bir etkisi gozlenirken kek
tipinin 6nemli (p>0.05) bir etkisinin olmadigi tespit edilmistir.

Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglarina gore en diisiik pH degeri 6.76 ile
marmelat dolgulu érneklerde elde edilmistir. Ornekler arasindaki bu farklilik iiretimde
kullanilan marmeladin kendi asit iceriginden kaynaklandigi belirlenmistir. Kek
orneklerinin pH degeri ise depolama siiresi boyunca azalarak 6.97 degerinden 6.90
degerine diismiistiir. Ekstriizyon yontemi ile dretilen L. rhamnosus mikrokapsiilleri
biskiivi tiretiminde kullanilmistir. Biskiivilerin pH degerinin 7.6 ile 8.2 arasinda degistigi
bildirilmistir (Reid vd 2007). Yapilan bir ¢aligmada enkapsiile L. casei formu ilave edilen
cikolata kremasi dolgulu keklerin 4 haftalik depolama siiresi boyunca pH degerinde

herhangi bir degisim goriilmedigi bildirilmistir (Zanjani vd 2012).

Kek orneklerinin titrasyon asitligi degerlerinde istatistiksel olarak herhangi bir
farklilik olusmamakla birlikte bu deger ortalama olarak %0.42 degerindedir. Orneklerin
titrasyon asitligi degeri depolama siiresi boyunca azalarak 0.59 degerinden 0.36 degerine
diigmiistiir. Titrasyon asitliginde meydana gelen bu azalis depolama siiresi boyunca kek
orneklerinde bayatlamadan dolayr bazik karakterli bilesikler olugmasindan
kaynaklanabilmektedir. Ayrica yine orneklerde belirgin olmayan kiif gelisimleri de
titrasyon asitligi degerinin azalmasina neden olabilir.
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Cizelge 4.74. Kek 6rneklerinin pH ve titrasyon asitligi (%) degerine ait I. ve IL. tekerriir verileri

Kek pH Titrasyon asitligi
tigi Ornekleme Zamam (Giin) Ornekleme Zamam (Giin)
0. 30. 60. 90. 0. 30. 60. 90.

Sade 7.08 7.38 7.04 7.00 0.59 0.36 0.35 0.30

7.02 7.40 6.87 7.07 0.51 0.34 0.40 0.28
Krema 7.05 7.29 6.83 6.85 0.60 0.20 0.43 0.36
Dolgulu 6.97 7.03 6.92 7.03 0.56 0.36 0.33 0.30
Krema 6.79 6.97 6.48 6.69 0.63 0.30 0.50 0.47
Dolgulu 6.83 6.93 6.66 6.76 0.59 0.38 0.43 0.36
Cikolata 7.02 7.08 6.78 6.83 0.68 0.29 0.49 0.44
Kaplamah 7.00 7.01 6.83 6.93 0.56 0.45 0.42 0.34

Cizelge 4.75. Kek 6rneklerinin pH ve titrasyon asitligi (%) degerine ait varyans analiz sonuglari

VK pH Titrasyon asitligi

SD KO F SD KO F
Kek tipi 3 0.16 25.06** 3 0.01 2.87
Depolama 3 0.16 24.41** 2 0.11 26.24**
Hata 16 0.006 18

* p<0.05, ** p<0.01

Cizelge 4.76. Kek oOrneklerinin pH ve titrasyon asitligi (%) degerine ait Duncan Coklu
Karsilastirma Testi sonuglari

Kek tipi pH Titrasyon asitligi
Sade 7.11* + 0.07 0.39° + 0.04
Krema Dolgulu 7.00° + 0.05 0.39% + 0.05
Marmelat Dolgulu 6.76° + 0.06 0.46* + 0.04
Cikolata Kaplamal 6.94* + 0.04 0.46* + 0.04
Depolama (giin)

0. 6.97° + 0.04 0.59* + 0.02
30. 7.14* + 0.07 0.34° + 0.03
60. 6.80° + 0.06 0.42°> + 0.02
90. 6.90° + 0.05 0.36° + 0.02

4.15. Kek Orneklerinin Tekstiirel Ozellikleri

Kek orneklerinin tekstiirel 6zelliklerine ait I. ve Il. tekerriir verileri Cizelge
4.77°de, bu verilere ait varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.78’de ve 6nemli bulunan
varyasyon kaynaklari ortalamalarina ait Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglari
Cizelge 4.79°da verilmistir.

Varyans analiz sonuglarina gore, kek tipinin sertlik, i¢ yapiskanlik, ¢ignenebilirlik
ve elastikiyet 6zellikleri tizerine 6nemli bir (p<0.01; p<0.05) bir etkisinin oldugu ancak
esneklik ve sakizimsilik degerleri tizerine 6nemli (p>0.05) bir etkisinin olmadig1 tespit
edilmistir. Ayrica depolama siiresinin, kek drneklerinin tim tekstiirel 6zellikleri {izerine
onemli (p<0.01; p<0.05) bir etkisinin oldugu belirlenmistir.
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Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglarina gore en yiiksek sertlik, sakizimsilik
ve c¢ignenebilirlik degeri depolamanin son giiniinde tespit edilmistir. Sertlik degeri,
ornegin TPA cihaz plakalari arasinda sikistirilmasi sirasinda ilk sikistirma aninda 6l¢iilen
maksimum kuvvet olarak tanimlanmaktadir. Depolama siiresi boyunca kek érneklerinin
sertlik degeri yaklasik 2 kat artmistir. Bu sonucun elde edilmesindeki en biiyiik etken
retrogradasyon nedeniyle kekin bayatlamasidir. Kek orneklerinin sertlik degerinde
meydana gelen bu artig ile orantili olarak esneklik, i¢ yapiskanlik ve elastikiyet
degerlerinde diisiis meydana gelmistir.

Kek orneklerinin ¢ignenebilirlik 6zelligi izerinde kek tipi etkili olmus ve ¢ikolata
kaplamal1 keklerin 1243 ile en diisiik ¢ignenebilirlik degerine sahip oldugu tespit
edilmistir. Cignenebilirlik degeri ise 90 giinliik depolama siiresi boyunca artarak 1577
degerine ulagsmistir. Cignenebilirlik kat1 bir gidanin yutmaya hazir hale gelmesi i¢in
gerekli enerji olarak tanimlanmaktadir. Kek orneklerinin depolama siiresi boyunca
meydana gelen bayatlama nedeniyle formiilasyonlarinda fiziksel degisimler meydana
gelmigtir. Sertlik degeri de bu fiziksel degisimlerden birisi olup artis1 ile birlikte ¢igneme
icin daha yiiksek kuvvet gerektirmektedir. Bu nedenle kek oOrneklerinin ¢ignenme
ozellikleri giderek azalmistir.
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4.16. Kek Orneklerinin Duyusal Ozellikleri

Kek orneklerinin duyusal ozelliklerine ait I. ve Il. tekerriir verileri Cizelge
4.80°de, bu verilere ait varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.81’de ve 6nemli bulunan
varyasyon kaynaklari ortalamalarina ait Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglari
Cizelge 4.82°de verilmistir.

Varyans analiz sonuclarina gore drneklerin goriiniim ve tekstiir 6zellikleri iizerine
depolama siiresinin 6nemli (p<0.01; p<0.05) bir etkisinin oldugu, koku 6zellikleri iizerine
kek tipinin 6nemli (p<0.05) bir etkisinin oldugu ve son olarak genel begeni 6zellikleri
tizerine ise hem kek tipinin hem de depolama siiresinin onemli bir etkisinin oldugu
belirlenmistir.

Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglarina gore en yiliksek koku degerine sade
kek 6rneginin ve en yliksek genel begeni degerine ise ¢ikolata kaplamali kek 6rneginin
sahip oldugu tespit edilmistir. Kek drneklerinin gériiniim, tekstiir, koku ve genel begeni
kriterleri 90 giinliik depolama siiresi boyunca azalmistir. Tiim bunlara ilaveten ise ti¢ aylik
depolama siiresi sonunda genel begeni degerinin 3.87 olarak belirlenmesi kek
orneklerinin halihazirda tiiketilebilir nitelikte oldugunu géstermektedir.
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5. SONUC

Doktora tez ¢alismasinda piskiirterek kurutma ve dondurma yontemleri ile S.
boulardii, L. acidophilus ve B. bifidum probiyotik mikroorganizmalarinin mikrokapsiile
edilmesi ve elde edilen bu mikrokapsiillerin; sade, ¢ikolata kremasi dolgulu, marmelat
dolgulu ve ¢ikolata kaplamali kek tiretimlerinde kullanilarak probiyotik ozellikte kek
iiretimi amaglanmigtir. Bu amagla calismanin ilk basamagi olarak piiskiirterek kurutma
ve dondurma yonteminde kullanilacak tasiyict materyaller ve mikrokapsiil iretim
parametreleri belirlenmistir. Belirlenen bu formiilasyon ve parametrelerde tek ve ¢ift kath
probiyotik mikroorganizma igeren mikrokapsiillerin tiretimi gergeklestirilmistir. Son
asamada ise tretilen mikrokapsiiller; sade, ¢ikolata kremas1 dolgulu, marmelat dolgulu
ve ¢ikolata kaplamali olmak iizere dort farkl kek iiretiminde kullanilmistir.

Uretilen mikrokapsiil érneklerinde S. boulardii, L. acidophilus ve B. bifidum
sayimi ve canliligi, in vitro mide sistemi testi, in vitro bagirsak sistemi testi, 1sil
stabilizasyon testi, depolama stabilizasyon testi, su aktivitesi ve nem, verim ve yigin
yogunlugu, partikiil boyutu, DSC ve mikroskobik goriintilleme analizi yapilmustir.
Uretilen kek ornekleri 90 giin boyunca +4°C’de depolama uygulanarak kalite
parametreleri takip edilmistir. Mikrokapsiil ilave edilerek iiretilen kek orneklerinde 0.,
30., 60. ve 90. depolama giiniinde S. boulardii, L. acidophilus ve B. bifidum sayimmi
yapilmistir. Mikrokapsiil ilave edilmeden iiretilen kek 6rneklerinde ise ayn1 depolama
stirelerinde pH ve titrasyon asitligi, tekstiir ve duyusal analizler ger¢eklestirilmistir.

Uretilen mikrokapsiil rneklerinin analiz sonuglarina gore:

e Isil stabilizasyon testi sonucunda mikrokapsiillerin S. boulardii ve B.
bifidum sayis1 {izerine; farkli tasiyict formiilasyonunun, kurutma
sicakliklarmin ve test inkiibasyon sicakliklarinin énemli (p<0.01) bir
etkisinin oldugu tespit edilmistir. Ayrica mikrokapsiillerin L. acidophilus
sayist lzerine; farkli tasiyici formiilasyonunun ve test inkiibasyon
sicakliklarimin 6nemli (p<0.01) bir etkisinin oldugu ancak kurutma
sicakliginin ise onemli (p>0.05) bir etkisinin olmadig: tespit edilmistir.

Isil  stabilizasyon testi sonucunda Arap zamki/B-siklodekstrin
formiilasyonu ve 120°C piskiirterek kurutma sicakligi  diger
formiilasyonlara ve kurutma sicakliklarina gore S. boulardii ve B. bifidum
hiicrelerinin yiiksek sicakliga kars1 daha ¢ok korunmasini saglamistir. L.
acidophilus hiicrelerinin sicaklik toleransinda ise kurutma sicakligr ile bir
fark olugsmamakla birlikte maltodekstrin/B-siklodekstrin formiilasyonu
daha iyi sonuglar verdigi belirlenmistir.

e Piiskiirterek kurutma ve dondurma yontemleri ile tiretilen tek ve ¢ift kath
mikrokapsiillerin S. boulardii ve L. acidophilus sayisi tizerine kaplama ve
tagiyict materyal c¢esidinin 6nemli (p<0.01; p<0.05) bir etkisinin oldugu
ancak mikroenkapsiilasyon yonteminin onemli (p>0.05) bir etkisinin
olmadig tespit edilmistir. Ayrica her {i¢ faktdriin ise mikrokapsiillerin B.
bifidum igerigi tizerine 6nemli (p<0.01; p<0.05) bir etkisinin oldugu tespit
edilmistir.
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Mikroenkapsiilasyon isleminden sonra mikrokapsiillerin S. boulardii, L.
acidophilus ve B. bifidum sayilar1 ve canliliklar1 incelendiginde,
hidrofobik kaplama materyali kullanilarak piiskiirterek dondurma yontemi
ile tiretilen mikrokapsiillerin probiyotik mikroorganizma sayisinin daha
fazla oldugu belirlenmistir.

In vitro mide sistemi testi sonuglarina gére mikroenkapsiilasyon yontemi,
kaplama cesidi, tasiyict materyal c¢esidi ve silire mikrokapsiillerin L.
acidophilus ve B. bifidum sayis1 ve canliligi iizerine 6nemli (p<0.01;
p<0.05) bir etkisinin oldugu ancak mikroenkapsiilasyon yoOnteminin
onemli (p>0.05) bir etkisinin olmadig: tespit edilmistir. Ayrica kaplama
ve tasiyict materyal ¢esidinin mikrokapsiillerin S. boulardii sayis1 ve
canlilig1 tizerine dnemli (p<0.01; p<0.05) bir etkisinin oldugu ancak test
sliresinin say1 lizerine dnemli (p<0.05) bir etkisinin oldugu ve canlilik
tizerine ise onemli (p>0.05) bir etkisinin olmadig1 belirlenmistir.

Yapilan in vitro mide sistemi testi verilerine gore mikrokapsiil
orneklerinin S. boulardii, L. acidophilus ve B. bifidum probiyotik
mikroorganizmalarin canliliklariin 180 dakikalik test siiresi boyunca
yaklagik %80’in istiinde korundugu belirlenmistir. Mikroenkapsiile
edilmemis serbest formlar ile yapilan denemelerde ise L. acidophilus ve
B. bifidum hiicrelerinin test siiresi boyunca canliliklarin1 koruyamadigi
tespit edilmistir. Ayrica serbest S. boulardii hiicreleri ile yapilan testte ise
maya hiicrelerinin mide ortaminin ekstrem sartlarina oldukca dayanikli
oldugu belirlenmistir.

In vitro bagirsak sistemi testi sonuglarina gore, mikroenkapsiilasyon
yontemi ve kaplama ¢esidi mikrokapsiillerin S. boulardii sayis1 {izerine
onemli (p<0.01) bir etkisinin oldugu ancak tasityic1 materyal ve test
stiresinin onemli (p>0.05) bir etkisinin olmadig1 tespit edilmistir. Ayrica
mikroenkapsiilasyon yonteminin, kaplama gesidinin, tasiyict materyalin
ve test siiresinin S. boulardii canlilig1 iizerine 6nemli (p<0.01; p<0.05) bir
etkisinin oldugu belirlenmistir.

Varyans analiz sonuglarina gore in vitro bagirsak sistemi testinde,
mikroenkapsiilasyon yontemi, kaplama cesidi, tasiyict materyal ve siire
mikrokapsiillerin L. acidophilus ve B. bifidum sayisi {izerine onemli
(p<0.01; p<0.05) bir etkisinin oldugu tespit edilmistir. Ayrica
mikroenkapsiilasyon = yontemi, tasiyict materyal ve siirenin L.
acidophilus’un canliligi iizerine 6nemli (p<0.01) bir etkide bulunurken,
kaplama ¢esidinin ise 6nemli (p>0.05) bir etkisinin olmadig1 tespit
edilmistir. Bunlara ilaveten mikroenkapsiilasyon yonteminin B. bifidum
canlilig1 tizerine onemli (p<0.01) bir etkisi oldugu tespit edilirken B.
bifidum sayist lizerine 6nemli (p>0.05) bir etkisinin olmadigi tespit
edilmistir.

Yapilan in vitro bagirsak sistemi testi verilerine gore mikrokapsiil
orneklerinin S. boulardii ve L. acidophilus sayilart GS mikrokapsiiliinde
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daha yiiksek olarak tespit edilirken, B. bifidum sayis1 ise P
mikrokapsiilinde daha yiiksek seviyede belirlenmistir. Hidrofobik
kaplama materyali mide sisteminde daha iyi koruma saglarken bagirsak
ortaminda ise hidrofilik kaplama materyalinin daha yiiksek koruma
sagladig1 belirlenmistir. Tiim bunlara ek olarak serbest formdaki S.
boulardii ve B. bifidum hiicreleri in vitro bagirsak ortami sartlarinda
kismen canliligin1 koruyabilmis ancak L. acidophilus hiicreleri ise test
stiresi boyunca canliliklarini siirdiirememistir.

Isil stabilizasyon testinde, kaplama ¢esidi, tastyict materyal cesidi ve
inkiibasyon sicakligimin mikrokapsiillerin S. boulardii, L. acidophilus ve
B. bifidum sayis1 iizerine 6nemli (p<0.01; p<0.05) bir etkisinin oldugu
ancak mikroenkapsiilasyon yonteminin 6nemli (p>0.05) bir etkisinin
olmadig tespit edilmistir.

Yapilan 1s1l stabilizasyon testi verilerine gore; GS mikrokapsiilii, S.
boulardii, L. acidophilus ve B. bifidum hiicrelerine daha yiiksek seviyede
bir sicaklik toleransi kazandirmistir. Bu sonucun nedeni ise kullanilan
hidrofobik kaplama materyalinin (hidrojenize palm yagi) erime
sicakliginin secilen inkiibasyon sicakliklarindan diisiik olmasi nedeniyle
mikrokapsiil formunu koruyamamasi olarak degerlendirilmistir.

Serbest formdaki hiicreler ile yapilan 1s1l stabilizasyon testi sonucunda S.
boulardii ve B. bifidum hiicreleri yalnizca 50°C’de 30 dk bekletme
sonunda canlilik gosterebilmis ve artan diger sicakliklarda ise higbir
canlilik tespit edilememistir. Buna ek olarak serbest formdaki L.
acidophilus  hiicreleri ~ ise  higbir  inkiibasyon  sicakliginda
belirlenememistir. Uretilen tek ve cift katli mikrokapsiillerin probiyotik
mikroorganizma canliligs; 50, 60, 70 ve 80°C inkiibasyon sicakliginda 30
dk bekletme sonunda yaklasik %50 oraninda korunabilmistir.

Depolama stabilitesi testine gore kaplama ¢esidi, tasiyict materyal cesidi
ve depolama siiresinin mikrokapsiillerin S. boulardii, L. acidophilus ve B.
bifidum sayis1 lizerine 6nemli (p<0.01; p<0.05) bir etkisinin oldugu ancak
mikroenkapsiilasyon yonteminin dnemli (p>0.05) bir etkisinin olmadigi
tespit edilmistir.

Buzdolab1 sartlarinda gergeklestirilen depolama  stabilitesi testi
sonuglarma gore S. boulardii, L. acidophilus ve B. bifidum sayis1 ve
canlilig1 en yiiksek olarak hidrofobik karakterdeki P mikrokapsiiliinde
saglanmistir. Hidrofobik kaplama materyallerinin kullanimi sonucu
depolama sirasinda oksijen ve nem gegirgenliginin azaltilmasi nedeniyle
cekirdek materyalinin daha iyi korudugu degerlendirilmistir.

Mikroenkapsiillerin nem igerigi iizerine, kaplama c¢esidi ve tasiyici

materyal ¢esidinin 6nemli (p<0.01; p<0.05) bir etkisinin oldugu ancak su
aktivitesi tizerinde 6nemli (p>0.05) bir etkisinin olmadigi tespit edilmistir.
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Mikrokapsiillerin nem igeriginin %4.30-13.51 arasinda degistigi ve en
diisiik nem igerigi degerlerinin piiskiirterek dondurma yontemi ile iiretilen
hidrofobik karakterli mikrokapsiillerde elde edildigi belirlenmistir. Ayrica
GS mikrokapsiiliiniin su aktivitesi degeri 0.40 ve P mikrokapsiiliiniin su
aktivitesi degeri ise 0.88 olarak Ol¢iilmiis olup tim mikrokapsiil
orneklerinde ortalama su aktivitesi degeri 0.68 olarak tespit edilmistir.

Mikrokapsiil 6rneklerinin mikroenkapsiilasyon verimi ve yigin yogunlugu
iizerine mikroenkapsiilasyon yontemi, kaplama c¢esidi ve tastyici
materyalin mikrokapsiillerin 6nemli (p>0.05) bir etkisinin olmadig1 tespit
edilmistir. Mikrokapsiillerin ortalama mikroenkapsiilasyon verimi ve
yigin yogunlugu sirasiyla %48 ve 0.44 g/mL olarak tespit edilmistir.

Mikrokapsiillerin hacim ve yilizey agirlikli partikiill boyutu degerleri
tizerine mikroenkapsiilasyon yonteminin énemli (p<0.01) bir etkisinin
oldugu ancak kaplama cesidi ve tasiyict materyalin 6nemli (p>0.05) bir
etkisinin olmadig1 tespit edilmistir.

Piiskiirterek kurutma yontemi ile iretilen mikrokapsiillerin hacim ve
yiizey agirlikli ortalama degerleri 24.06 ve 4.88 um olarak tespit
edilmistir. Piskiirterek dondurma yoéntemi ile {iretilen mikrokapsiillerin
hacim ve yiizey agirlikli ortalama degerleri ise 612.54 ve 244.55 um olarak
belirlenmistir.

Mikrokapsiillerin yapilan DSC analizine gére Arap zamki igeren
orneklerin erime noktasinin oldukc¢a yiiksek oldugu belirlenmistir. Buna
gore P, P/GS, GS ve GS/P mikrokapsiil 6rneklerinin erime noktalar
sirastyla 38.43, 40.12, 174.34 ve 130.64°C olarak belirlenmistir.

Mikrokapsiillerin SEM goriintiileme analizlerine gore ise piiskiirterek
kurutma yontemi ile iretilenlerin piiskiirterek dondurma yontemi ile
iretilenlere kiyasla daha cok kiiresel formda oldugu ancak bu kapstillerde
de yer yer ¢okiintiiler meydana geldigi goriilmiistiir.

Sade kek ornekleri ile yapilan denemelerde ise S. boulardii ve L.
acidophilus hiicrelerin en yiiksek P/GS g¢ift katli mikrokapsiilde saglandigi
ancak B. bifidum hiicrelerinin hi¢bir mikrokapsiilde pisirme sicakliginda
canli kalmadig: tespit edilmistir.

Uretilen mikrokapsiillerde yapilan kek denemelerinde gikolata kremasi
dolgulu, marmelat dolgulu ve cikolata kaplamali kek Orneklerin S.
boulardii, L. acidophilus ve B. bifidum sayis1 {izerine tasiyici materyal
¢esidinin 6nemli (p<0.01; p<0.05) bir etkisinin oldugu tespit edilmistir.

Uretilen gikolata kremasi dolgulu, marmelat dolgulu ve ¢ikolata kaplamali
kek orneklerinde probiyotik iiriin tanimi icin gerekli olan 6 log kob/g
degeri saglanabilmistir. Ancak bu deger 90 giinliik depolama siiresi
boyunca korunamamustir. Her ne kadar bazi kek oOrneklerinde GS
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mikrokapsiilii probiyotik S. boulardii, L. acidophilus ve B. bifidum sayisini
yiiksek tutsa da genel anlamda depolama siiresi boyunca bakildiginda P
mikrokapsiilii daha yiiksek stabilite kazandirmistir. Bu sonucun elde
edilmesinde materyalin hidrofobik karakterli olmasindan kaynaklandigi
distinilmiistiir.

e Kek drneklerinin pH degeri lizerine kek tipi ve depolama siiresinin 6nemli
(p<0.01) bir etkisinin oldugu tespit edilmistir. Ayrica titrasyon asitligi
degeri lizerine depolama siiresinin énemli (p<<0.01) bir etkisi gdzlenirken
kek tipinin 6nemli (p>0.05) bir etkisinin olmadig tespit edilmistir.

En diisiik pH degeri 6.76 degeri ile marmelat dolgulu 6rneklerde elde
edilmistir. Kek oOrneklerinin pH degeri ise depolama siiresi boyunca
azalarak 6.97 degerinden 6.90 degerine diismiistiir. Kek orneklerinin
ortalama titrasyon asitligi ise %0.42 olarak belirlenmis olup bu deger
depolama siiresi boyunca azalarak 0.59 degerinden 0.36 degerine
diismiistiir.

e Kek oOrneklerinin sertlik, esneklik ve i¢c yapiskanlik degerleri iizerine
depolama siiresinin 6nemli (p<0.01) bir etkisinin oldugu ancak kek tipinin
onemli (p>0.05) bir etkisinin olmadigi tespit edilmistir. Ayrica kek
orneklerinin ¢ignenebilirlik 6zelligi tizerine ise hem depolama siiresinin
hem de kek tipinin 6nemli (p<0.01; p<0.05) bir etkisinin oldugu
belirlenmistir.

Depolama siiresi boyunca kek orneklerinin sertlik degerlerinin yaklasik iki
kat arttig1 ve esneklik degerlerinin ise 0.92 degerinden 0.83 degerine
distiigii belirlenmistir. En yliksek ¢ignenebilirlik degerine sade kek
orneginin sahip oldugu ve bu degerin depolama siiresi boyunca arttig1
belirlenmistir.

e Yapilan duyusal analiz sonucunda kek Orneklerinin goriiniim ve tekstiir
Ozellikleri iizerine depolama siiresinin onemli (p<0.01; p<0.05) bir
etkisinin oldugu, koku 6zellikleri iizerine kek tipinin dnemli (p<0.05) bir
etkisinin oldugu ve son olarak genel begeni 6zellikleri {izerine ise hem kek
tipinin hem de depolama siiresinin énemli (p<0.01;p<0.05) bir etkisinin
oldugu belirlenmistir.

Kek ornekleri arasinda en yiiksek genel begeni orani ¢ikolata kaplamali
kek orneklerinde elde edilmistir. Depolama siiresi sonunda tiim kek
orneklerinin 5 puanlik hedonik skalaya gore 3.75 degerinin iistiinde puan
aldig1 ve bu degerin 90 giin sonunda 3.87 oldugu belirlenmistir.

Tim bu sonuglar birlikte degerlendirildiginde ise; puskirterek kurutma ve
dondurma yontemleri kullanilarak S. boulardii, L. acidophilus ve B. bifidum probiyotik
hiicrelerini iceren mikrokapsiil iiretimi gerceklestirilmistir. Uretilen mikrokapsiillerden
hidrofobik kaplama materyali kullanilarak piiskiirterek dondurma sisteminde tiretilen P
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mikrokapstliiniin diger mikrokapsiil ornekleri ile kiyaslandiginda yiiksek canlilik ve
ekstrem sartlara karsi yiiksek koruma sagladig: belirlenmistir.

Bu tez galigmasi ile dis katmani piiskiirterek dondurma ve i¢ katmani pliskiirterek
kurutma yontemi ile tiretilmis olan ¢ift katli probiyotik mikrokapsiil 6rneginin (P/GS),
pisirme sirasinda merkez sicakligi 102°C olan kek orneklerinde S. boulardii ve L.
acidophilus sayilarm 10° log kob/g seviyesinde korudugu belirlenmistir. Ancak B.
bifidum hiicreleri ise keklerin pisirilmesi sirasinda inaktivasyona ugramis ve hicbir
mikrokapsiil 6rneginde canlilik tespit edilememistir. Bu sonuglara gore; probiyotik
firincilik drtinlerinin iiretilmesinde pisirme toleransi dikkate alindiginda S. boulardii ve
L. acidophilus probiyotik mikroorganizmalarinin kullanilmasinin uygun oldugu
anlagilmistir. Ayrica piiskiirterek dondurma yontemi ile iretilen ve pisirilmis kek
orneklerine uygulanan P mikrokapsiilii depolama sirasinda ¢ikolata kremasi dolgulu ve
marmelat dolgulu kek &rneklerinde daha yiiksek probiyotik mikroorganizma korumasi
sagladigi belirlenmistir. Kek tipleri degerlendirildiginde ise ¢ikolata kremasi dolgulu kek
orneklerinin daha yiiksek probiyotik mikroorganizma canliligi sagladig tespit edilmistir.

Sonug olarak; i¢ katmani Arap zamki/siklodekstrin karisimi ile piiskiirterek
kurutma ve dis katmani ise hidrojenize palm yagi ile piiskiirterek dondurma yontemi ile
tiretilen ¢ift katli mikrokapsiiliin (P/GS) kek miksine ilave edildikten ve kek pisirme
isleminden sonra 10° log kob/g canl1 probiyotik mikroorganizma sagladig, S. boulardii
ve L. acidophilus mikroorganizmalarinin 1sil tabilizasyonu yiiksek mikrokapsiil tiretmek
icin uygun probiyotik mikroorganizmalar oldugu ve pisirme sonucu keklere probiyotik
ozellik kazandirmak i¢in ise hidrojenize palm yag: kullanilarak piiskiirterek dondurma
yontemi 1ile iiretilen mikrokapsiillerin (P) c¢ikolata dolgulu kek Orneklerine
uygulanmasinin en uygun yontem oldugu belirlenmistir.
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