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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

BAZI LAKTIK ASIT BAKTERILERININ
KECIBOYNUZU UNU ILE ENKAPSULASYONU

Elif TULEK

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali

Damsman: Prof. Dr. Saliha SAHIN

Probiyotik bakterilerin konak¢1 sagligi iizerine faydali etkiler gosterebilmeleri ig¢in gida
iiretimi, depolanmasi ve tiiketimi sonrasi gastrointestinal sindirim sisteminde canliliklarini
yiiksek oranda koruyabilmeleri gerekmektedir. Bunun ig¢in de probiyotik bakterilerin
ozellikle prebiyotik 6zellikteki maddelerle enkapsiile edilmesi 6nemlidir. Bu calismada
oncelikle ke¢iboynuzu ununun (Ceratonia siliqua L.) fenolik bilesik igerigi, antioksidan
ozelligi ve fizikokimyasal igerigi (toplam seker, toplam yag, toplam protein, toplam diyet
lif, kuru madde, nem, titre edilebilir asitlik ve kiil) belirlenerck kaplama materyali olarak
kullanilabilirligi arastirilmistir. Kegiboynuzu ununun yiiksek fenolik bilesik igeriginin yani
sira %35,3+1,35 diyet lifi icerigi ile fonksiyonel bir kaplama materyali olarak secilmesinin
uygun oldugu ortaya koyulmustur. Lacticaseibacillus rhamnosus ve Lacticaseibacillus
paracasei probiyotik bakterileri potansiyel olarak prebiyotik 6zellikteki kegiboynuzu unu ile
emiilsiyon yontemi kullanilarak enkapsiile edilmistir. Her iki bakteri i¢in enkapsiilasyon
kosullar1 Box-Behnken Dizayn ile kemometrik olarak optimize edilmistir. L. rhamnosus ve
L. paracasei kapsiillerinin enkapsiilasyon verimleri sirasiyla %79,51+0,36 ve %74,98+0,20
olarak belirlenmistir. Hazirlanan probiyotik bakteri kapsiillerinin yap1 karakterizasyonlar
FTIR ve SEM analizleri ile gerceklestirilmistir. Serbest ve enkapsiile edilmis probiyotik
bakterilerin, +24°C, +4°C ve -24°C’de 28 giinliik depolama siirecindeki canliliklar
incelenmis ve kapsiillerin bakteri canliliklarinin +4°C ve -24°C’de 6nemli 6l¢iide korundugu
tespit edilmistir. In vitro gastrointestinal sindirim siirecinde ise kapsiillerin serbest probiyotik
bakterilere gore sindirim kosullarina karsi daha dayanikli oldugu gézlemlenmistir. Sonug
olarak kec¢iboynuzu unu-probiyotik bakteri kapsiillerinin fonksiyonel gida iriinlerinde
kullanim1 saglanarak hem insan sagligina hem de gida endiistrisine katki saglanabilecegi
Oongoriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: L. rhamnosus, L. paracasei, Ceratonia siliqua L., enkapsiilasyon,
optimizasyon

2025, x + 109 sayfa.



ABSTRACT

MSc Thesis

ENCAPSULATION OF SOME LACTIC ACID BACTERIA
WITH CAROB FLOUR

Elif TULEK

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Saliha SAHIN

For probiotic bacteria to exert beneficial effects on host health, they must be able to maintain
high levels of viability in the gastrointestinal digestive system after food production, storage,
and consumption. For this purpose, it is important to encapsulate probiotic bacteria,
especially with prebiotic substances. In this study, the phenolic compound content,
antioxidant properties, and physicochemical content (total sugars, total fat, total protein, total
dietary fiber, dry matter, moisture, titratable acidity, and ash) of carob flour (Ceratonia
siliqua L.) were determined, and its usability as a coating material was investigated. It was
found that carob flour, with its high phenolic compounds and dietary fiber content of
35.3+1.35%, is suitable to be selected as a functional coating material. The probiotic bacteria
Lacticaseibacillus rhamnosus and Lacticaseibacillus paracasei were encapsulated by the
emulsion method with carob flour, potentially prebiotic. The encapsulation conditions for
both bacteria were chemometrically optimized using the Box-Behnken Design. The
encapsulation efficiencies of L. rhamnosus and L. paracasei capsules were determined to be
79.5140.36% and 74.98+0.20%, respectively. The structural characterization of the prepared
probiotic bacterial capsules was carried out using FTIR and SEM analyses. The viability of
free and encapsulated probiotic bacteria was analyzed at +24°C, +4°C, and -24°C during 28
days of storage, and it was found that the bacterial viability of the capsules was significantly
preserved at +4°C and -24°C. In vitro gastrointestinal digestion showed that the capsules
were more resistant to digestive conditions than free probiotic bacteria. As a result, it is
predicted that carob flour-probiotic bacteria capsules can be used in functional food products
and contribute to both human health and the food industry.

Key words: L. rhamnosus, L. paracasei, Ceratonia siliqua L, encapsulation, optimization

2025, x + 109 pages.
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Elif TULEK
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler Ag¢iklama

A Absorbans

B Beta

dk Dakika

rpm Dakikadaki devir sayisi
cm? Dalga sayis1

T Gegirgenlik

g Gram

viv Hacim/hacim

kg Kilogram

kcal Kilokalori

kob Koloni olusturan birim
R? Korelasyon katsayisi
wiv Kiitle/hacim

L Litre

log Logaritma

m Metre

ng Mikrogram

uL Mikrolitre

pum Mikrometre

mbar Milibar

mg Miligram

mL Mililitre

mm Milimetre

mM Milimolar

mAU Milli absorbans birimi
ppm Milyonda bir kisim
M Molarite

nm Nanometre

N Normalite

sa Saat

S Saniye

°C Santigrat derece

cm Santimetre

% Yiizde

Kisaltmalar Aciklama

ABTS 2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit)
API Apigenin

AH Asidik hidroliz

BBD Box-Behnken Dizayn
C Coziici

Vi
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FTIR
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HYP
CE
KBU
KBU-LPC
KBU-LR
QE

QU
LPC
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LABIP
LAB
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SIF
SGF
SA
SEM
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te

LOD
TCA
TE
UV-GB
ISAPP
ANOVA
RSM

HPLC-DAD

De Man Rogosa ve Sharpe

Diinya Saglik Orgiitii

Epigallokatesin gallat

Epikatesin gallat

Fourier Doniistimlii Kizilotesi Spektroskopisi
Gallik asit

Gallik asit esdegeri

Gida ve Tarim Orgiitii

Hiperozid

Katesin esdegeri

Keciboynuzu unu

Ke¢iboynuzu unu-L. paracasei
Kegiboynuzu unu-L. rhamnosus
Kuersetin esdegeri

Kuersitrin

L. paracasei

L. rhamnosus

Laktik Asit Bakteri Endiistriyel Platformu
Laktik asit bakterileri

Neohesperidin

Simiile bagirsak sivisi

Simiile mide s1vis1

Siringik asit

Taramali elektron mikroskobu

Tayin siniri

Tespit edilemedi

Tespit sinir1

trans-sinnamik asit

Troloks esdegeri

Ultraviyole/Goriiniir bolge

Uluslararas1 Probiyotik ve Prebiyotik Bilimsel Dernegi
Varyans analizi

Yanit ylizey yontemi

Yiiksek performansl s1vi kromatografisi-diod serili dedektor
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1. GIRIS

Probiyotikler “yeterli miktarda alindiginda konakgi sagligi tizerine olumlu etkiler
saglayan canli mikroorganizmalar” olarak tanimlanmaktadir (Markowiak ve Slizewska,
2017; Bilginer ve Cetin, 2019). Gida fermentasyonunda yaygin olarak kullanilan ve
fermentasyon siirecleri sayesinde lriinlerin duyusal ozelliklerini ve kalitesini artiran
Bifidobacterium ve Lactobacillus tiirleri saglik tizerinde cesitli etkilerle 6nemli bir rol
oynayan ve yaygin olarak kullanilan probiyotik mikroorganizmalardir (Ayivi ve digerleri,
2020; Zheng ve digerleri, 2020; Latif ve digerleri, 2023). Alerjik hastaliklar, kanser,
hiperkolesterolemi, laktoz intoleransi, inflamatuar bagirsak hastaliklari, ishal ve huzursuz
bagirsak sendromu gibi saglik sorunlarinin 6nlenmesi ve yonetimindeki faydalari
sayesinde, tiiketicilerin probiyotik igeren {iriinlere olan ilgisi artmistir (Grom ve digerleri,

2020).

Enkapsiilasyon, kati, sivi veya gaz haldeki gida bilesenleri, enzim, hiicre ve diger
mikroorganizmalarin protein, karbohidrat veya lipit esashi bir kaplama materyaliyle
kaplanmas1 ya da kaplama materyalinin igine hapsedilmesi prensibine dayali bir
yontemdir (Gokmen ve digerleri, 2012; Serna-Cock ve Vallejo-Castillo, 2013; Chawda
ve digerleri, 2017; Roshanzamir ve digerleri, 2017). Bu yontem oksijen, yiiksek sicaklik,
diisiik pH, sindirim enzimleri ve safra tuzlari gibi olumsuz faktorler nedeniyle probiyotik
bakterilerin isleme ve depolama gibi siireglerde dayanikli hale gelmesini saglamak ve
gastrointestinal sistemden gegerken canliliklarini korumak amaciyla son yillarda yaygin

olarak kullanilmaktadir (Luo ve digerleri, 2022).

Prebiyotikler, “konagin bagirsak mikrobiyotasindaki mikroorganizmalarin segici olarak
kullandigi ve saglik {izerinde olumlu etkileri bulunan substratlar” olarak
tanimlanmaktadir. Karbohidratlar en c¢ok bilinen prebiyotikler olmasina ragmen,
literatiirde mineraller, polifenoller ve yag asitleri gibi karbohidrat olmayan bilesenlerin
prebiyotik potansiyeline dair umut verici sonuglar igeren ¢alismalar bulmak miimkiindiir
(Ferreira ve digerleri, 2023). Prebiyotikler sindirilmeksizin kalin bagirsaga ulasarak,
probiyotiklerin gelisimini ve aktivitelerini destekler. Probiyotik ve prebiyotiklerin birlikte

kullanildig1 sinerjik etkilesim, sinbiyotik olarak adlandirilir. Sinbiyotikler, iiriin



stabilitesini artirmada avantaj saglayarak sindirim sistemini daha saglikli hale getirir.
Sinbiyotiklerin alim, ¢ig sebzeler, meyveler, fermente gidalar veya siit {iriinleri gibi dogal
kaynaklardan saglanabilecegi gibi, farmasoétik tiriinler ve fonksiyonel gidalardan da temin

edilebilir (Pandey ve digerleri, 2015; Markowiak ve Slizewska, 2017).

Keg¢iboynuzu (Ceratonia siliqua L.), Leguminoseae (Fabaceae) familyasinin bir {iyesi
olup, Akdeniz ve Ege bolgesinde yaygin olarak yetistirilen bir bitkidir (Petkova ve
digerleri, 2017; Pazir ve Alper, 2018). Ke¢iboynuzu meyvesi yiiksek seker, diyet lif,
fenolik bilesik ve mineral igerigi nedeniyle saglik agisindan ¢ok degerli bir besin
kaynagidir. Keg¢iboynuzu ununun gidalarda dogal bir tatlandirict olarak kullanilmasinin
yani sira, yilksek miktarda ¢oziinmeyen diyet lif icerigi ve antioksidan aktivitesi ile
potansiyel prebiyotik 6zelliklere sahip oldugu bilinmektedir (Fadel ve digerleri, 2006;
Durazzo ve digerleri, 2014; El Batal ve digerleri 2016; Petkova ve digerleri, 2017; Arab
ve digerleri, 2022; Ziar ve digerleri, 2022).

Bu calismada fonksiyonel gidalarda kullanilabilecek olan probiyotik bakteri kapsiillerinin
elde edilmesi amacglanmistir. Bunun igin probiyotik bakteriler potansiyel olarak
prebiyotik 6zellige sahip olan kec¢iboynuzu unu ile enkapsiile edilerek depolama sartlar
ve sindirim siireclerinde bakteri canliliklarinin arttirilmasi hedeflenmistir. Bu dogrultuda
keciboynuzu ununun fenolik bilesik icerigi ve antioksidan ozellikleri belirlenerek
fizikokimyasal Ozellikler1 degerlendirilmis ve enkapsiilasyonun keg¢iboynuzunun
fizikokimyasal ozellikleri {izerine etkisi incelenmistir. Elde edilen probiyotik bakteri
kapsiillerinin depolama ve in vitro gastrointestinal sindirimde canliliklar1 incelenerek

serbest probiyotik bakterilere gore iistiinliikleri ortaya koyulmustur.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Probiyotikler

3

Probiyotik terimi Yunanca kokenlidir ve “yasam icin” anlamina gelir. Probiyotikler,
Diinya Saglik Orgiitii (WHO), Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) ve Uluslararas1 Probiyotik
ve Prebiyotik Bilimsel Dernegi (ISAPP) tarafindan, “yeterli miktarda alindiginda,
konak¢inin sagligi tizerinde olumlu etkiler yaratan canli mikroorganizmalar” olarak
tanimlanmaktadir (Markowiak ve Slizewska, 2017; Bilginer ve Cetin, 2019). Probiyotik
bir mikroorganizmanin tanimlanmasi igin gerekli kriterler, Laktik Asit Bakteri
Endiistriyel Platformu (LABIP) tarafindan belirlenmistir (Uymaz, 2010). Probiyotik

potansiyeli tastyan mikroorganizmalar;

e Patojenik ozellik tagimamalidir.

e Bagirsak epitel hiicrelerine baglanabilme yetenegine sahip olmalidir.

e Mide asidi ve safra tuzlarina karsi dayaniklilik gostererek gastrointestinal
sistemde varligini siirdiirebilmelidir.

e Antimikrobiyal bilesikler treterek zararli mikroorganizmalarin gelisimini
engelleyebilmelidir.

e Bagisiklik sistemini uyarici etkiler gosterebilmelidir.

e Kolesterol azaltimi, laktaz aktivitesini artirma veya vitamin Uretimi gibi faydal
metabolik islevler gerceklestirebilmelidir.

e Uretim ve depolama gibi teknolojik siireglerde dayanikliligin1 koruyabilmelidir.

Probiyotikler, alerjik hastaliklar, kanser, hiperkolesterolemi, laktoz intoleransi,
inflamatuar bagirsak hastaliklari, ishal ve huzursuz bagirsak sendromu gibi ¢esitli saglik
sorunlarinin 6nlenmesi ve tedavisinde dnemli bir rol oynamaktadir. Artan farkindalik ve
bilimsel kanitlar, tiiketicilerin probiyotik iceren liriinlere olan ilgisini artirmistir. Yogurt,
siit tozu, fermente tatlilar, peynir, dondurma, tahillar ve meyve sular1 gibi bir¢ok gida
probiyotiklerle zenginlestirilmekte ve probiyotik bakterilerle iiretilen preparatlarin
kullanim1 giderek artis gostermektedir (Uymaz, 2010; Grom ve digerleri, 2020).
Genellikle probiyotik iiriinlerde bakteri canliliginin 108-107 kob/mL-g diizeyinde olmast,



giinliik tiiketimle ise 108-10° kob/g probiyotik alinmas1 dnerilmektedir. Bu canlilik, hem
insan viicudu igin yararl etkide olabilmeleri hem de eklendikleri gidalarin iiretim ve
depolama siireglerinde hayatta kalmalar i¢in 6nemli kabul edilmektedir. (Gismondo ve
digerleri, 1999; Bilginer ve Cetin, 2019). Bifidobacterium ve Lactobacillus tiirleri saglik
tizerinde cesitli etkilerle onemli bir rol oynayan ve yaygin olarak kullanilan probiyotik

mikroorganizmalardir (Uymaz, 2010; Latif ve digerleri, 2023).

2.2. Laktik asit bakterileri (LAB)

LAB, gram-pozitif, spor iiretmeyen, oksijenli solunum yapmayan ancak oksijene
toleransh bakterilerdir ve fermentasyon sirasinda karbohidratlar1 kullanarak laktik asidi
ana fermentasyon iriinii olarak {iretirler (Capurso, 2019; Zheng ve digerleri, 2020).
Tarim, gida ve klinik sektdrlerde 6nemli bir yere sahip olan bu bakteriler, 6zellikle gida
fermentasyonunda yaygin olarak kullanilmakta ve fermentasyon siiregleri sayesinde
triinlerin duyusal oOzelliklerini ve kalitesini artirmaktadir. Sadece fermente gida
tiretiminde degil, ayn1 zamanda saglik alaninda sunduklari faydalarla dikkat ¢eken bazi
LAB’ler, probiyotik olarak siniflandirilmaktadir (Ayivi ve digerleri, 2020; Zheng ve
digerleri, 2020).

Orla-Jensen (1919), laktik asit bakterilerinin smiflandirilmasina yonelik temel bir
monograf yayimlamis ve bu sistem; glikoz fermentasyonu, hiicre morfolojisi, seker
kullanim kapasitesi ve optimum gelisme sicakligi gibi faktorlere dayanarak
Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc ve Streptococcus olmak iizere dort cinsi
tanimlamistir. LAB, sekerleri fermente ederek asit iiretim oOzelliklerine ve belirli
sicakliklarda gelisme kapasitelerine gore farkli cinslere/tiirlere gore siniflandirilmastir.
Ayrica karbohidratlar1 fermente etme yeteneklerine gére homofermentatif (6rnegin,
Lactococcus ve Streptococcus tiirleri, bir glikozdan iki molekiil laktat iiretir) veya
heterofermentatif (6rnegin, Leuconostoc, Wiessella ve baz1 Lactobacillus tiirleri, laktat,
etanol ve karbondioksit iiretir) olarak ayrilabilmektedir. Geleneksel simiflandirma,
fizyolojik ve biyokimyasal 0Ozelliklere dayanirken, giliniimiizde molekiiler
karakterizasyon daha onemli bir siniflandirma araci olmustur. Molekiiler yontemler

arasinda rastgele amplifiye edilmis polimorfik DNA, 16S rRNA gen sekanslamasi,



polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) tabanli parmak izi analizi ve ¢oklu PCR yontemleri

yer almaktadir (Ayivi ve digerleri, 2020).

Lactobacillus cinsi, gesitliligi nedeniyle 25 cins olarak yeniden siniflandirilmistir (Zheng
ve digerleri, 2020): Lactobacillus, Paralactobacillus, Lacticaseibacillus,
Loigolactobacilus,  Lactiplantibacillus,  Limosilactobacillus,  Lentilactobacillus,
Lapidilactobacillus,  Ligilactobacillus,  Liquorilactobacillus,  Levilactobacillus,
Latilactobacillus, Secundilactobacillus, Schleiferilactobacillus, Paucilactobacillus,
Acetilactobacillus, Apilactobacillus, Amylolactobacillus, Agrilactobacillus, Holzapfelia,
Fructilactobacillus, Furfurilactobacillus, Dellaglioa, Companilactobacillus ve

Bombilactobacillus.

2.2.1. Lacticaseibacillus rhamnosus

Lacticaseibacillus rhamnosus (LR), gram-pozitif, spor olusturmayan ve oksijensiz
ortamlarda L(+) laktik asit ve etanol iiretebilen fakiiltatif heterofermentatif bir probiyotik
bakteridir. LR, dogal olarak insan bagirsak florasinda bulunur ve diisiik pH seviyelerine
kars1 dayanikhidir. LR takviyesi, akut ishal, antibiyotik kaynakli ishal, fonksiyonel
gastrointestinal rahatsizliklar, solunum yolu enfeksiyonlar1 ve atopik hastaliklar gibi
cesitli saglik sorunlarina kars1 faydal etkiler gostermektedir (Collins ve digerleri, 1989;
Goldin ve digerleri, 1992; Capurso, 2019; Leser ve Baker, 2024).

2.2.2. Lacticaseibacillus paracasei

Lacticaseibacillus paracasei (LPC) giiglii probiyotik aktiviteye sahip bir mikroorganizma
oldugu birgok ¢alisma ile kanitlanmistir. Gram-pozitif, spor olusturmayan ve fakiiltatif
heterofermentatif olan bu probiyotik bakteri oksijensiz ortamlarda L(+) laktik asit ve
etanol iiretebilme 6zellikleriyle bilinmektedir. LPC bagirsak mikrobiyotasina 6zgiidiir ve
diisik pH seviyelerine karsi dayaniklidir. LPC’nin faydali etkileri ¢esitli sindirim
bozukluklari, enfeksiyon hastaliklari, obezite ve depresyon hastalarinda yapilan klinik

caligmalarla desteklenmistir (Collins ve digerleri, 1989; Lebo§ Pavunc ve digerleri,

2023).



Probiyotiklerin klinik etkilerindeki farkliliklar, probiyotikler ile konak¢i arasindaki

etkilesimlerin tam olarak anlagilmamasindan kaynaklanmaktadir. Probiyotiklerin saglik

tizerindeki koruyucu etkilerini daha iyi anlayabilmek i¢in, probiyotik-konakgi

etkilesimlerinin molekiiler diizeyde incelenmesi ve probiyotiklerin mikrobiyota

tizerinden konakg1 fizyolojisiyle nasil etkilestiginin arastirilmasi gerekmektedir (Leser ve

Baker, 2024). Lacticaseibacillus cinsine ait L. rhamnosus ve L. paracasei probiyotik

bakterilerinin dzellikleri Cizelge 2.1’de verilmektedir (Collins ve digerleri, 1989; Zheng

ve digerleri, 2020).

Cizelge 2.1. L. rhamnosus ve L. paracasei probiyotik bakterilerinin dzellikleri

Ozellik Lacticaseibacillus rhamnosus  Lacticaseibacillus paracasei
Alan Bacteria Bacteria
Sube Bacillota Bacillota
Siif Bacilli Bacilli
Takim Lactobacillales Lactobacillales
Familya Lactobacillaceae Lactobacillaceae
Cins Lacticaseibacillus Lacticaseibacillus
Tiir L. rhamnosus L. paracasei
Cubuk seklinde, genellikle kare Cubuk seklinde, genellikle kare
Hiicre Sekli uclarla, tek basina veya uclarla, tek basina veya
zincirler halinde bulunur. zincirler halinde bulunur.
Gelisim sicaklig1 5-45°C 10-40°C (baz1 suslar 5-45°C)
Siit iiriinleri, fermente et, balik,
sebzeler, tahillar, atik su, Insan ag1z boslugu, fermente
Habitat insanlar (ag1z, vajina, tahillar, sebzeler, etler, siit

bagirsak), omurgasizlar, klinik
kaynaklar

tirtinleri, omurgasizlar




2.3. Enkapsiilasyon

Enkapsiilasyon; kati, sivi veya gaz haldeki gida bilesenleri, enzim, hiicre ve diger
mikroorganizmalarin uzun siireli korunmasi, stabilizasyonu ve kontrollii salimi i¢in
protein, karbohidrat veya lipit esasl bir kaplama materyaliyle kaplanmasi ya da kaplama
materyalinin i¢ine hapsedilmesi prensibine dayali bir yontemdir (Sekil 2.1) (Gokmen ve
digerleri, 2012; Serna-Cock ve Vallejo-Castillo, 2013; Chawda ve digerleri, 2017;
Roshanzamir ve digerleri, 2017). Kaplanan materyal ¢ekirdek, yiik, aktif bilesen, dolgu
veya i¢ faz materyali gibi farkli adlarla ifade edilebilir. Kaplama islemini yapan materyal
ise duvar, tastyici, zar, kabuk veya kaplama materyali olarak adlandirilabilir (Huq ve
digerleri, 2013).

>

Cekirdek materyali Kaplama materyali Kapsiil

Sekil 2.1. Enkapsiilasyon islemi

Enkapstilasyon siirecinde, mikrokapsiiller (1 um ile birka¢ yiiz mikrometre arasindaki
caplarda), submikron kapsiiller (yiizlerce nanometreden 1 pm’ye kadar olan ¢aplarda) ve
nanokapsiiller (1 nm ile birkag yiiz nanometre arasindaki ¢aplarda) mikroenkapsiilasyon

ve nanoenkapsiilasyon yontemleriyle elde edilir (Shishir ve digerleri, 2018).

Enkapsiilasyon, gida ve ila¢ endiistrilerinde genis bir kullanim alanina sahip en yaygin
yontemdir (Shishir ve digerleri, 2018; Saifullah ve digerleri, 2019). Gida iiriinlerinde
genel olarak kati ve sivi yaglar, polifenoller, vitaminler, aroma bilesenleri, mineraller,
oleoresinler, enzimler ve probiyotik bakteriler enkapsiile edilmektedir (Gokbulut ve
Oztiirk, 2018). Enkapsiilasyonun gida endiistrisindeki kullanim amaglar1 asagida yer

almaktadir (Desai ve Jin Park, 2005; Kog ve digerleri, 2010).



e (ekirdek materyalinin nem, sicaklik, oksijen ve 151k gibi ¢evresel faktorlerin
olumsuz etkilerinden koruyarak fiziksel yapisinin stabil kalmasinin saglanmasi.

e (ekirdek materyalin diger bilesenlerle reaksiyona girmesinin engellenmesi.

e (ekirdek materyalin kii¢iik miktarlarda homojen bir sekilde karistirilabilir hale
getirilmesi.

e Buharlasmaya bagl kayiplarin 6nlenmesi.

e Iisleme ve tasimada daha kolay kullanim imkan1 sunmast.

e Aktif bilesenlerin istenilen noktada ve zamanda kontrollii bir sekilde salinmas.

e Istenmeyen tat ve kokularm gizlenmesi.

Enkapsiilasyonda genellikle kaplama materyali olarak (Kog¢ ve digerleri, 2010; Serna-
Cock ve Vallejo-Castillo, 2013),

e Agar, sodyum aljinat, karragenan, gam arabik, kitosan, pektin, nisasta, seliiloz,
sakkaroz, maltodekstrin ve misir surubu gibi karbohidratlar,

e Vaks, parafin, monogliserit, digliserit, stearik asit, tristearin ve yaglar gibi lipitler,

e Gluten, kazein, kazeinat, alblimin, jelatin, nohut ve peynir alt1 suyu gibi proteinler

kullanilmaktadir.

Kaplama materyalinin bilesimi, kapsiiliin islevsel 6zelliklerini dogrudan etkiler. ideal bir
kaplama materyalinin sahip olmasi gereken tiim 6zellikleri tek bir materyalde bir araya
getirmek genellikle zordur. Bu nedenle, farkli materyallerin bir arada kullanilmasi, daha
verimli ve etkili sonuglar elde etmek icin yaygin bir yaklagimdir. Enkapsiilasyonda ideal
bir kaplama materyalinin sahip olmas1 gereken o6zellikler asagida belirtilmistir (Kog ve

digerleri, 2010; Serna-Cock ve Vallejo-Castillo, 2013; Genis ve Tuncer, 2019).

e Yiiksek konsantrasyonlarda reolojik 6zellikleri iyi olmalidir.
e Emiilsiyon ve dispersiyon 6zellikleri iyi olmalidir.
e (ekirdek materyalini etkili bir sekilde kaplamali ve hem kaplama hem de

depolama siirecinde ¢ekirdek materyalinin 6zelliklerini korumalidir.



e Kullanilacak ¢oziiclide kolayca ¢oziinebilecek bir yapiya sahip olmalidir.

e Uygun maliyetli olmalidir.

Enkapsiilasyon isleminde kapsiil olusturmak i¢in ekstriizyon, emiilsiyon, sprey kurutma,
sprey sogutma, dondurarak kurutma, lipozom, akigkan yatak kaplama, koaservasyon,
inklizyon kompleksi olusturma, santrifiij ekstriizyonu, doner siispansiyon ayirma,
carpismall aerosol teknolojisi ve rennet ile jellestirilmis protein gibi ¢esitli yontemler
kullanilmaktadir (Gibbs ve digerleri, 1999; Martin ve digerleri, 2015; Kavitake ve
digerleri, 2018). Bu yontemler, farkli uygulama alanlarina uygun kapsiiller olusturmak
icin kaplama materyallerinin etkin bir sekilde kullanilmasini saglamaktadir.
Probiyotikleri igeren kapsiillerin olusumunda temel olarak sprey kurutma, dondurarak
kurutma, ekstriizyon ve emiilsiyon yontemi kullanilmaktadir (Chéavarri ve digerleri, 2012;

Uran ve digerleri, 2017; Latif ve digerleri, 2023).

2.3.1. Sprey kurutma yontemi

Ik kez 1930’larda bir aromanin enkapsiilasyonu igin kullanilan sprey kurutma, gida
bilesenleri tiretiminde yaygin olarak kullanilan, biiyiik 6lgekli sanayi uygulamalarina
uygun ve ekonomik bir yontemdir. Sprey kurutma, aktif bilesenin kaplama materyalinde
¢oziinerek emiilsiyon veya siispansiyon olusturdugu bir enkapsiilasyon yontemidir.
Coziiciiler genellikle jelatin, modifiye nisasta veya bitkisel gam gibi hidrokolloidlerdir

(Chéavarri ve digerleri, 2012).

Sprey kurutma isleminde, sivi karisim atomize edilerek kiiciik damlaciklara ayrilir.
Biyoaktif bilesikler igceren bu damlaciklar, sicak hava ile kurutularak kapsiiller
olusturulur. Bu siireg, kapsiillerin oksijen ve diger zararli etmenlere karsi bir bariyer
olusturmasini saglar, bu da biyoaktif bilesiklerin stabilitesinin korunmasina yardimci
olur. Ancak, sprey kurutma isleminde uygulanan yiiksek sicakliklar, ugucu bilesiklerin
veya 1s1ya duyarli bilesenlerin bozulmasma neden olabilir. Ozellikle, probiyotiklerin
enkapsiilasyonu sirasinda yiiksek kurutma sicakliklari, bakterilerin canlilik oranini
olumsuz yonde etkileyebilir ve bu da uzun vadeli depolama sirasinda stabilitenin

bozulmasina yol agabilir. Bu nedenle sprey kurutma islemi, kurutma sicaklig, siiresi ve



kullanilan kaplama materyali gibi parametrelerin optimizasyonunu gerektirir (Shishir ve

digerleri, 2018).

2.3.2. Dondurarak kurutma yontemi

Dondurarak kurutma veya liyofilizasyon yontemi, neredeyse tiim 1stya duyarh
materyallerin, suda ¢oziinebilen esanslarin, dogal aromalarin ve ilaglarin enkapsiilasyonu
icin kullanilan basit bir yontemdir. Dondurarak kurutma ile enkapsiilasyon, c¢ekirdek
materyallerin matris ¢ozeltilerinde homojenize edilmesi ve ardindan birlikte liyofilize
edilmesiyle gergeklestirilir. Bu siire¢ donma, birincil kurutma (siiblimasyon) ve ikincil
kurutma (desorpsiyon) olmak {izere ii¢ asamali bir islemden olusur. Suyun buza
dontistiiriilmesinin  ardindan diisiik sicaklik ve basingta siiblimasyon yoluyla buz
uzaklastirilir. Sonrasinda, donmamis su, desorpsiyon yoluyla istenilen nem seviyesine
ulasana kadar giderilir. Giderim, 6rnegin cam gecis sicaklig1 gibi faktorlere bagli olarak
birkac saatten birka¢ giine kadar siirebilir. Bu yontem, uzun siiren kurutma siiresi ve
yiiksek maliyeti ile pahali bir teknoloji olmasinin yani sira, genellikle belirsiz kapsiil

formlarinin olusmasina neden olur (Fang ve Bhandari, 2010; Shishir ve digerleri, 2018).

Probiyotiklerin enkapsiilasyonu i¢in tercih edilen yontemlerden biri olan dondurarak
kurutma, genellikle yalnizca {riiniin depolama asamasinda stabilite saglar. Tiiketim
sirasinda ise stabilite saglanamaz veya sinirhi diizeyde saglanir. Bu nedenle, bu yontem
genellikle enkapsiilasyon siirecinin ikinci adimi olarak kullanilir. Dondurarak kurutma,
emiilsifikasyon veya jel mikrokiirelere hapsolma gibi yontemlerle enkapsiile edilmis
probiyotikleri kurutmak i¢in kullanilan etkili bir yontemdir. Bu sekilde, gastrointestinal
sistemdeki stabiliteyi artirmak ve probiyotik tiiketiminin faydal etkisini optimize etmek

miimkiindiir (Chéavarri ve digerleri, 2012).
2.3.3. Ekstriizyon yontemi
Ekstriizyon, hidrokolloidlerle kapsiiller liretmek i¢in en eski ve en yaygin kullanilan

enkapsiilasyon yontemlerinden biridir. Bu yontemde, oncelikle bir hidrokolloid ¢6zeltisi

hazirlanir ve igerisine ¢ekirdek materyali eklenir. Daha sonra bu siispansiyon, bir siringa
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ignesi araciligiyla damlaciklar halinde ¢ok degerlikli bir katyon igeren ¢ozeltiye birakilir.
Damlaciklarin boyut ve sekli, kullanilan siringa ignesi ¢apina ve ¢ozeltinin ilizerine

damlatilma mesafesine bagh olarak degisir (Krasaekoopt ve digerleri, 2003).

Ekstriizyon yontemi basit yapisi, diisiik maliyeti ve hiicre canliligimi yiiksek oranda
koruma ozellikleriyle tercih edilen bir yontemdir. Bu yontem, zararli ¢oziiciiler
kullanilmaksizin hem aerobik hem de anaerobik kosullarda gerceklestirilebilir ve
genellikle aljinat gibi biyouyumlu kaplama materyalleriyle uygulanir. Bununla birlikte,
ekstriizyonun biiylik 6l¢ekli tiretimdeki en 6nemli sinirlamasi, kapsiillerin yavas olusumu

nedeniyle verimli bir sekilde uygulanamamasidir (Choinska-Pulit ve digerleri, 2015).

2.3.4. Emiilsiyon yontemi

Emiilsiyon yontemi, hidrofobik, hidrofilik ve 1stya duyarli bilesiklerin kapsiillenmesi igin
kullanilan bir yontemdir. Bu yontemde, bir yag fazi ve bir su fazi olmak {izere birbiri
icerisinde karigsmayan en az iki sivi bir emiilsiyon olusturur; bir sivi, diger sivi iginde
kiiglik damlaciklar halinde dagilir. Cekirdek fazi hidrofilik oldugunda su/yag emiilsiyonu,
¢ekirdek fazi hidrofobik oldugunda ise, yag/su emiilsiyonu olarak adlandirilir. Bu
emiilsiyonlar i¢in genellikle kanola, ay¢igegi veya misir yag gibi bitkisel yaglar tercih
edilir. Ayrica, temel yontemin bir modifikasyonu olan su/yag/su ya da yag/su/yag gibi
cift emiilsiyon yontemleri de bulunmaktadir. Emiilsiyonun stabil kalmasi i¢in
emiilgatorlerin  kullanilmas1 gerekmektedir. Emiilsiyon, capraz baglayict madde
eklenmesiyle kirilir ve kapsiiller sertlesir. Elde edilen kapsiiller ardindan ¢oktiirme
yoluyla toplanir (Kailasapathy, 2002; Chavarri ve digerleri, 2012; Choinska-Pulit ve
digerleri, 2015; Eghbal ve digerleri, 2022) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Emiilsiyon yonteminin sematik gosterimi

Probiyotik bakterilerin enkapsiilasyonu igin literatiirde yaygin olarak kullanilan
emiilsiyon yontemi ile elde edilen kapsiiller genis bir boyut dagilimi gostermektedir.
Karistirma ve homojenizasyon islemleriyle uygun boyut dagilimi elde etmeye yonelik
cesitli calismalar yapilmaktadir. Emiilsiyonun i¢ faz partikiill boyutunun kiigiilmesi,
olusan kapsiillerin boyutunun da kii¢lilmesine neden olmaktadir. Emiilsiyon yonteminde
hiicrelerin canlilik oranmi yiiksek tutulabilir; ancak, siddetli karigtirma, hiicrelerin
kapsiillere diizensiz bir sekilde ilave edilmesi ve bitkisel yagin sterilize edilememesi
hiicre canliligin1 olumsuz etkilemektedir. Emiilsiyon yonteminde, kaplama materyali
olarak karragenan, kec¢iboynuzu gam, seliiloz asetat ftalat, aljinat, kitosan ve jelatin gibi
cesitli maddeler kullanilmaktadir. Bu materyaller, emiilsiyonun stabilitesini ve
kapsiillerin 6zelliklerini belirlemede onemli rol oynamaktadir (Chavarri ve digerleri,
2012; Gbassi ve Vandamme, 2012; Gokmen ve digerleri, 2012; Choinska-Pulit ve
digerleri, 2015).

Kapsiillerin karakterizasyonu; kimyasal, fiziksel, fizikokimyasal ve organoleptik
yontemlerle gerceklestirilebilmektedir. ileri diizey fiziksel ve fizikokimyasal yontemler,
kapsiillerin yapisint dogrudan goézlemlemeye veya yapisal ozelliklerine iliskin veri
saglamaya olanak tanimaktadir. Her bir yontemin avantajlar1 ve sinirlamalar1 bulunmakta

olup, bu yontemler Ozellikle farmasotik ve biyolojik arastirmalarda yaygin olarak
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kullanilmaktadir (Shahidi ve Han, 1993; Gokmen ve digerleri, 2012). Bu amagla

kullanilan yontemler arasinda,

e Elektron mikroskobu,

e Taramali elektron mikroskobu,

e Elektron spin rezonansi spektroskopisi,

e Niikleer manyetik rezonans spektroskopisi,
e Ultrasonik absorpsiyon,

e Floresans sondiirme ve

e Radyoaktif izleyiciler yer almaktadir.

2.4. Probiyotik bakteri enkapsiilasyonu

Probiyotik bakteriler, oksijen, yiiksek sicaklik, diisitk pH, sindirim enzimleri ve safra
tuzlar1 gibi streslere karsi hassasiyetleri nedeniyle isleme, depolama ve gastrointestinal
gecis sirasinda canliliklarini yitirebilmektedir. Probiyotik bakterilerin gida endiistrisinde
kullanimini sinirlayan bu zorluklari agmak ve probiyotiklerin canliligini korumak igin
cesitli enkapsiilasyon yontemleri gelistirilmistir (Luo ve digerleri, 2022). Cizelge 2.2°de
probiyotik bakteri enkapsiilasyonuna ait bazi yontemler sunulmaktadir (Serna-Cock ve
Vallejo-Castillo, 2013). Cizelge 2.3’te ise probiyotik bakteri enkapsiilasyonlarina ait bazi

caligmalar verilmektedir.
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Cizelge 2.2. Probiyotik bakteri enkapsiilasyon yontemleri

. . . Uygulama Partikiil Partikiil
Yontem Mekanizma Maliyet Kolayhg tipi boyutu (um)
Sprey Dehidrasyon Diistik Evet Ye.l.klaslk 3-100
kurutma kiiresel
Dondurarak Subhmasyon Ve Viiksek Hayir Diizensiz i
kurutma desorpsiyon
Ekstriizyon Retikiilasyon Diisiik Evet Kiiresel 1600-5000
Emiilsiyon Emiilsifikasyon  Diisiik Evet Kiiresel 25-2000
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Cizelge 2.3. Probiyotik bakteri enkapsiilasyonuna ait caligmalar

Probiyotik bakteri Kaplama materyali Yontem Kaynak
Bifidobac_terium bifid_um Aljinat-kitosan Ekstriizyon Chavarri (2010)
Lactobacillus gasseri

Bifidobacterium Bb-12 Peynir alt1 suyu proteini Sprey kurutma de Castro-Cislaghi vd. (2012)
Lactobacillus reuteri DPC16 Aljinat-yagsiz siit tozu Ekstriizyon Zhao vd. (2012)
Lactobacillus reuteri DSM 17938 Aljinat, kitosan Sprey kurutma Malmo vd. (2013)
Lactobacillus casei/paracasei CTC1677 _ L Dond K )

Lactobacillus casei/paracasei CTC1678 Glikoz, laktoz, trehaloz, yagsiz siit En utrara Jofré vd. (2015)
Lactobacillus rhamnosus CTC1679 urutma

Lactiplantibacillus plantarum NRRL B-4496 Jelatin Emiilsiyon da Silva vd. (2023)
Lactobacillus acidophilus NRRL B-4495

Lactiplantibacillus plantarum V2 Kitosan-iniilin Ekstriizyon Rojas-Espina vd. (2024)
Lacticaseibacillus casei DSM 20011 igde unu Emiilsiyon Karkar vd. (2024b)

Lactobacillus acidophilus DSM 20079




Zhao vd. (2012) yaptiklari ¢alismada L. reuteri DPC16 hiicrelerini aljinat-yagsiz siit tozu
ile enkapsiile ederek 2 sa simiile edilmis mide ve 5 sa simiile edilmis bagirsak sisteminden
gecisi sirasinda canliliklarmi koruma yetenegini incelemistir. Serbest bakteriler (10°
kob/mL), simiile mide sivisinda 90 dk inkiibe edildikten sonra tespit edilmemistir. Buna
karsin, kapsiillenmis hiicre canliliginda (5x108 kob/g) 2 sa sonra, 1 log biriminden daha
az bir kayip yasanmis ve simiile mide sivist i¢inde canli hiicreler tespit edilmemistir.
Simiile bagirsak sivisina maruz kalan kapsiillenmis hiicrelerin canliligi biraz azalmis ve
s1zint1 sonucu hiicreler simiile bagirsak sivisi i¢inde tespit edilmistir. Baslangigta 3-4 mm
capinda olan kapsiiller, simiile mide sivisinda kii¢iilmiis ancak yapisal biitiinliglinii
korumustur. Bagirsak sivisinda ise kapsiiller sismis, ardindan gozle goriilebilir bir
dagilma meydana gelmis ve bu durum, canli hiicrelerin kontrollii bir sekilde serbest

kalmasina neden olmustur.

Bir diger ¢aligmada (Malmo ve digerleri, 2013) probiyotik hiicrelerin 1s1 ve sindirim
kosullarmma karsi direncini arttirarak probiyotik cikolatali sufle elde edilmesi
hedeflenmistir. L. reuteri DSM 17938, aljinat matrisi i¢ine sprey kurutma yontemiyle
enkapsiile edilip, ardindan kitosan ile kaplanmistir. Sonuglar, aljinat kapsiillerinin, in
vitro deneylerde aside tolerans ve 1siya karsi direng saglamadigini, ancak ¢ikolatali sufle
pisirme sonrasi L. reuteri popiilasyonunun %7’sinin hayatta kalmasini sagladigimni
gostermigtir. Aljinat ve kitosan kapli kapsiiller, in vitro deneylerde asit toleransini
artirarak simiile mide kosullarinda 3 sa boyunca hiicre popiilasyonu sabit kalmis ve 1s1ya
kars1 daha iyi direng saglamistir. Ayrica, gikolatali suflenin pisirilmesi sonrasinda L.
reuteri popiilasyonunun %10’u hayatta kalmistir ve bakteri popiilasyonun probiyotik bir

tirtin olarak kabul edilemeyecek kadar diisiik oldugu bildirilmistir.

Jofré vd. (2015) glikoz, laktoz ve trehaloz gibi sekerlerin tek basina veya yagsiz siit ile
kombinasyon halinde kullaniminin, dondurarak kurutulmus ii¢ potansiyel probiyotik
susun depolama sirasinda (4°C ve 22°C’de 39 hafta) canliliklar iizerindeki koruyucu
etkisini degerlendirmistir. L. casei/L. paracasei suslari i¢in yagsiz siit, trehaloz-yagsiz siit
ve laktoz-yagsiz siit kombinasyonlari, L. rhamnosus i¢in ise yagsiz siit, laktoz ve laktoz-
yagsiz siit kombinasyonu en etkili koruyucu maddeler olarak belirlenmistir. Trehalozun

yuksek maliyeti nedeniyle, endiistriyel uygulamalarda laktoz veya yagsiz siit (tek basina
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ya da kombinasyon halinde) kullanilmasi onerilmistir. Glikoz disindaki sekerlerin oda
sicakliginda kisa siireli depolama sirasinda probiyotik bakterilerin canliligint uzatmak

icin kullanilabilecegi bildirilmistir.

Bagka bir calismada (da Silva ve digerleri, 2023) jelatin kullanilarak yag/su
emiilsifikasyonu ile L. acidophilus ve L. plantarum probiyotikleri enkapsiile edilmistir.
Sonuglar, L. acidophilus ve L. plantarum kapsiillerinin sirasiyla 26,08+1,74 um ve
21,56+4,17 pum caplara ve %89,6+4,2 ve %81,1+9,4 kapsiilleme verimliliklerine sahip
oldugunu gostermistir. Enkapsiilasyon isleminin 5°C ve 25°C’de 120 giinliik depolama
stiresince L. acidophilus ve L. plantarum’un canliligini korumak ve siirdiirmek igin

olumlu 6zellikler gosterdigi belirtilmistir.

2.5. Prebiyotikler

Prebiyotikler, “konagin bagirsak mikrobiyotasindaki mikroorganizmalarin segici olarak
kullandigi ve saglik {izerinde olumlu etkileri bulunan substratlar” olarak
tanimlanmaktadir. Sindirilmeksizin kalin bagirsaga ulasip probiyotik bakterilerin
gelisimini ve aktivitesini tesvik ederek konagin saghigini desteklerler (Bilginer ve Cetin,
2019). Kuskonmaz, sarimsak, bal, seker pancari, yer elmasi, muz, hindiba, bezelye,
sogan, arpa, bugday, cavdar, domates, soya fasulyesi, insan ve inek siitli gibi ¢esitli besin
tirtinleri dogal prebiyotikler olarak g¢esitli ¢alismalar sonucu belirlenmistir ve son
zamanlarda deniz yosunlart ve mikroalglerde de prebiyotik ozellikler tespit edilmistir.
Laktiiloz, laktitol, ksilitol ve mannitol i¢eren polioller; frukto-oligosakkaritler, galakto-
oligosakkaritler, izomalto-oligosakkarit, ksilo-oligosakkarit, iniilin gibi oligosakkaritler
ve polidekstroz, dekstrin, B-glukanlar, pektin ve lignin ile temsil edilen lifler gibi
prebiyotikler hem besleyici hem de gidalarda fonksiyonel o6zellik gelistirici olarak
kullanilirken, saglik iizerindeki olumlu etkilerinden dolayr genis capta arastirilan
bilesenlerdir. Karbohidratlar en ¢ok bildirilen prebiyotikler olmasina ragmen, literatiirde
mineraller, polifenoller ve yag asitleri gibi karbohidrat olmayan bilesenlerin prebiyotik
potansiyeline dair umut verici sonuglar igceren ¢alismalar bulmak miimkiindiir (Davani-

Davari ve digerleri, 2019; Ferreira ve digerleri, 2023).
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Bir bilesigin prebiyotik olarak kabul edilmesi i¢in asagidaki kriterleri karsilamasi
gerekmektedir (Singarayar ve digerleri, 2024).

e Tamamen sindirilmeden veya emilmeden alt gastrointestinal sisteme
ulasabilmelidir.

e Asit ve enzimatik emilime direng gdstermelidir.

e Yerel mikroflora tarafindan sindirilmelidir.

e Patojenler yerine yararli mikroorganizmalarin gelismesini iyilestirmelidir.

e Bakterilerin metabolizmasini degistirerek bagirsakta faydali maddelerin iiretimini
saglamalidir.

e Saglik lizerindeki etkileri kanitlanmis olmalidir.

2.5.1. Fenolik bilesikler

Bitkilerin ikincil metabolitleri olarak bilinen fenolik bilesikler, serbest radikal hasarina
karsi koruyucu etkileri, antioksidan o&zellikleri ve metal selatlayict olarak islev
gormeleriyle taninmaktadir. Bir veya daha fazla hidroksil grubu iceren aromatik bir
halkadan olusan fenolik bilesikler i¢erdikleri fenol halkalarina ve bu halkalar arasindaki
baglanmadaki yapisal farkliliklara gore genellikle birkag¢ sinifa ayrilirlar. Fenolik

bilesikler esas olarak (Stavrou ve digerleri, 2018);

e Flavonoidler,

e Fenolik asitler,

e Tanenler (hidrolize edilebilir ve kondanse),
e Stilbenler ve

e Lignanlar olarak siniflandirilmaktadir.

Sebze, meyve ve diger bitkilerin kalitesini belirleyen fenolik bilesikler, bagirsak
mikrobiyotasi iizerinde prebiyotik etkiler gdstererek mikrobiyota bilesimine ve sagligina
katkida bulunmaktadir. Bu 6zellikleri sayesinde viicut sagligi iizerinde énemli etkilere
sahip olmaktadir (Oztiirk ve Y1lmaz, 2024). Fenolik bilesiklerin antimikrobiyal, antiviral,

antialerjik, antiinflamatuar, antidiyabetik, antipatojenik ve antitrombotik 6zelliklerinin
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yani sira diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar, osteoporoz, kanser ve norodejeneratif
hastaliklar iizerinde koruyucu etkileri oldugu yapilan arastirmalar ile ortaya

koyulmaktadir (Kolag ve digerleri, 2017; Stavrou ve digerleri, 2018).

2.5.2. Diyet lifleri

Diyet lifleri, meyve, sebze, baklagil ve tahillarda bulunan, ince bagirsakta sindirilmeye
direng gosteren ve kalin bagirsakta kismi veya tam olarak fermente olabilen bilesenlerdir.
Suda ¢oziintirliik 6zelliklerine gore ¢oziiniir ve ¢ozlinlir olmayan lifler olmak tizere iki

ana grupta siniflandirilmaktadir (Salgin ve Ercoskun, 2021).

e (oziiniir lifler (pektin, B-glukan, galaktomannan, iniilin gibi) suyu emip ¢ozelti
olustururken, kolesterolii diistirmeye ve glukoz emilimini azaltmaya yardimei
olur.

e (oOziiniir olmayan lifler (lignin, selilloz, hemiseliiloz gibi) ise suyu tutarak

bagirsak hareketlerini diizenler.

Coziiniir liflerin, ¢6ziiniir olmayan liflerden daha az yaygin oldugu diisiiniilse de
prebiyotik ozellik gostererek bagirsak sagligimi destekleyebilecegi bilinmektedir
(Yangilar, 2013).

2.6. Sinbiyotikler

Yasam kosullart ve beslenme aliskanliklarindaki degisiklikler, dogal floradaki
bozulmalarla iligkilendirilmektedir. Bu durum obezite, inflamatuar hastaliklar ve bazi
kanser tiirlerinin yayginlagsmasina yol agarak probiyotik ve prebiyotiklere olan talebi
artirmustir (Bakir, 2012). Insan bagirsak sistemi, mikroorganizmalarin olusturdugu
karmasik bir ekosistemle doludur. Prebiyotikler, konak¢inin bagirsak ekosisteminde
bulunan mikroorganizmalari segici olarak uyarir. Sinerjik olarak etkili olan
probiyotiklerin ve prebiyotiklerin birlesimini tanimlamak ig¢in “sinbiyotik” terimi
kullanilmaktadir. Sinbiyotikler hem {iriin stabilitesini artirir hem de probiyotiklerin

canliligini artirarak bagirsak saghgini gelistirir. Bu islevlerin desteklenmesi icin
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sinbiyotiklerin diyette yer almasi gerekmektedir. Bu maddeler, ¢ig sebze, meyve,
fermente gidalar veya siit tirlinleri gibi dogal kaynaklarla alinabilecegi gibi farmasdétik
iiriinler ve fonksiyonel gidalar araciligiyla da temin edilebilir. Ozellikle yogurt gibi siit
tirlinlerinde sinbiyotikler, {iriiniin depolama siiresi boyunca stabilitesini korumasi
acisindan énemlidir (Pandey ve digerleri, 2015; Markowiak ve Slizewska, 2017; Kose ve

digerleri, 2019).

2.7. Kecgiboynuzu (Ceratonia siliqua L.)

Keg¢iboynuzu (Ceratonia siliqua L.), Leguminoseae (Fabaceae) familyasinin bir {iyesi
olup, Akdeniz ve Ege havzasinin ¢ogu iilkesinde antik ¢aglardan beri yetistirilen bir
bitkidir (Petkova ve digerleri, 2017; Pazir ve Alper, 2018). Ke¢iboynuzu agaci, zemin
seviyesine kadar uzayan dallari ile 6-12 m’lik ve bazen 20 m’yi asan bir yiikseklige ulagir
(Kumazawa ve digerleri, 2002) (Sekil 2.3). Kegiboynuzu agaci, ispanya, Portekiz, Fas,
Yunanistan, Italya, Tiirkiye, Liibnan, Cezayir, Tunus, Misir ve Kibris’ta
yetistirilmektedir. Kegiboynuzunun yillik kiiresel iiretiminin 100.000 tonun {izerinde

oldugu tahmin edilmektedir (Hssaini ve digerleri, 2024).

Sekil 2.3. Ke¢iboynuzu (Ceratonia siliqua L.) agac1 (Mayordomo-Maya ve Hermosilla-
Pla, 2024)

Ke¢iboynuzu meyvesi kahverengi renklidir ve boyu baz1 kosullarda 25 cm’ye kadar
ulasabilir (Kumazawa ve digerleri, 2002). Meyve, %90 yenilebilir kisim (posa) ve %10
tohumdan olusur (Pazir ve Alper, 2018). Keg¢iboynuzu unu kegiboynuzu meyvesinin

kabuk ve tohumundan elde edilir (Sekil 2.4). Tohumlar esas olarak galaktomannanlardan
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olusur (Petkova ve digerleri, 2017). Ticari olarak satin alinan ke¢iboynuzu ununun besin

degeri incelenmis ve sonuglar Cizelge 2.4’te 6zetlenmistir.

Meyve
Sekil 2.4. Ke¢iboynuzu meyvesi ve temel bilesenleri (Zhu ve digerleri, 2019)

Cizelge 2.4. Keciboynuzu ununun besinsel 6zellikleri (Petkova ve digerleri, 2017)

Ozellik Deger
Nem (%) 7,56+0,16
Kiil (%) 2,25+0,02
Karbohidrat (%) 85,50+0,02
Toplam ¢ziiniir karbohidrat (%) 57,44+3,30
Indirgen seker (%) 8,60+1,72
Glikoz (%) 3,25+0,42
Fruktoz (%) 4,16+0,21
Siikroz (%) 34,13+1,45

Enerji (kcal/100 g) 370,37

Kegiboynuzunun toplam fenolik madde miktar1 100 g’da 45 ile 5376 mg gallik asit
esdegerine kadar degismektedir. Kegiboynuzunda bulunan baslica fenolik bilesikler
gallik asit, (+)-katesin, (-)-epikatesin, (-)-epikatesingallat, (-)-epigallokatesin, (-)-
epigallokatesingallat, mirisetin, kuersetin, tanen bilesikleri ve bunlarin tiirevleridir
(Kumazawa ve digerleri, 2002; Stavrou ve digerleri, 2018). Kegiboynuzunda en fazla
bulunan fenolik bilesik olan gallik asit (Sekil 2.5), 6zellikle yaglarin oksidasyonunu
yavaglatmada ¢ok etkili olan bir antioksidandir (Pazir ve Alper, 2016; Pazir ve Alper,
2018).
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Sekil 2.5. Gallik asidin kimyasal yapisi (Delfanian ve digerleri, 2021)

Seker, diyet lif, mineraller ve fenolik bilesikler gibi yiiksek miktarda ve cesitte besin
maddelerine sahip olan keg¢iboynuzu meyvesinin kimyasal bilesimi ¢eside, kdkene ve
hasat zamanina bagli olarak degismektedir. Kegiboynuzu fonksiyonel 6zelliklere sahip
fitokimyasal bilesenleri, aroma 6zellikleri ve beslenme faydalar1 nedeniyle gida, tekstil,
kozmetik ve ilag endiistrileri i¢in 6nemli bir potansiyele sahiptir (Kumazawa ve digerleri,

2002; Petkova ve digerleri, 2017; Pazir ve Alper, 2018; Brassesco ve digerleri, 2021).

Keg¢iboynuzu tohumlari, toz (un), surup, ke¢ciboynuzu gami ve D-pinitol gibi baz1 ticari
tirtinlerin tiretiminde kullanilmaktadir. Ke¢iboynuzu tohumlari mikroorganizmalar igin
gelisme ortami olarak, emiilsiyonlarin ve dispersiyonlarin stabilizatorii olarak, gida
endiistrisinde kivamlastirici olarak ve farmasotik endiistrisinde ilag tasiyict olarak
kullanilmaktadir (Kumazawa ve digerleri, 2002; Petkova ve digerleri, 2017; Pazir ve
Alper, 2018). Kegiboynuzu surubunun miishil ve idrar soktiiriicti gibi ilaglarda
kullanildig1 bilinmektedir. Kegiboynuzu posasi, hayvan yemi, farmasotik tirlinler ve
etanol {iretimi gibi birgok alanda genis bir uygulama alani bulmustur. Keg¢iboynuzu
kabuklari, sitrik asit, antiemetik iriinler (bulanti 6nleyici) ve pastacilik iiriinlerinin
tiretiminde kullanilmaktadir. Ayrica ke¢iboynuzu kabuklarinin antioksidan katki maddesi

olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (Ahmed ve digerleri, 2009).
Keg¢iboynuzu unu, yliksek seker igerigi nedeniyle dogal bir tatlandirici olarak
degerlendirilebilir ve benzer tat ve gorlinlimiinden dolayr kakao tozunun yerine

kullanilabilmektedir (Fadel ve digerleri, 2006; El Batal ve digerleri 2016). Kegiboynuzu
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ununun kimyasal bilesimi, yiliksek miktarda c¢oziinmeyen diyet lif igerdigini
gostermektedir. Bu nedenle gida iiriinlerini diyet lif ile zenginlestirmek i¢in kegiboynuzu
unu kullanilabilir (Durazzo ve digerleri, 2014; Petkova ve digerleri, 2017). Diyet lif
acisindan zengin beslenmenin, kolesterol diizeyini diisiirdiigii ve kolon saglig1 iizerinde
olumlu etkiler sagladig1 bilinmektedir (Pazir ve Alper, 2016; Pazir ve Alper, 2018). Insan
metabolizmasinda D-pinitol, insiilin gibi davranarak kandaki glikoz seviyesini
disirmeye ve dengelemeye yardimci olur.  Arastirmalar, kegiboynuzu
galaktomannanlarinin, fermente siit trlinlerinde probiyotiklerin hayatta kalmasini
destekledigini ve gastrointestinal kosullar altinda etkinliklerini  arttirdigini
gostermektedir. Ayrica, arastirmalar kegiboynuzu posasi ununun yogurda eklenmesinin
probiyotiklerin hayatta kalmasini iyilestirdigini ve antioksidan aktiviteyi arttirdigini
gostermistir. Bu nedenle kegiboynuzunun prebiyotik potansiyele sahip oldugu

bildirilmistir (Arab ve digerleri, 2022; Ziar ve digerleri, 2022).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Ke¢iboynuzu unu (KBU)

Ke¢iboynuzu unu (KBU), Tiirkiye’nin Antalya ilinin Alanya ilgesinde bulunan dogal gida
tirlinleri {ireticisinden ticari olarak satin alimmistir. Analizlerde kullanilmak {izere
25°C’de muhafaza edilmistir.

3.1.2. Calismada kullanilan cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar, cihazlarin 6zellikleri (Marka/Model) ve kullanim amaglari

Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan cihazlar ve kullanim amaglari

Cihaz Adx Marka/Model Kullanim Amaci
Mettler Toledo, KBU, KBU-probiyotik bakteri
Analitik Terazi MS105DU kapsiilleri ve kimyasallarin tartiminda

(+0,00001 g) kullanilmustir.

Coklu Manyetik Wisd, Analizlerde gerekli olan ¢ozeltilerin
Karistirici MS-MP8 hazirlanmasinda kullanilmistir.
FTIR KBU, sterilize edilmis KBU ve KBU-
(Fourier Dontigiimlii Perkin Elmer, probiyotik  bakteri  kapsiilleri ve
Kizilotesi Spectrum 100 pektinin yapi1 analizlerinde
Spektroskopisi) kullanilmustir.
HPLC-DAD (Yiiksek )
Agilent KBU ekstraktlarinin  fenolik bilesik
Performansl Sivi ) o o o
S Technologies, iceriginin  kalitatif ve  kantitatif
Kromatografisi-Diod i
1200 Series tayininde kullanilmistir.

Serili Dedektor)
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan cihazlar ve kullanim amaglar1 (devam)

Cihaz Adx Marka/Model Kullanim Amaci
Isiticili Manyetik Are, Analizlerde gerekli olan c¢ozeltilerin
Karistirict Velp hazirlanmasinda kullanilmistir.
Probiyotik bakteri kiiltiirlerinin aktive
. Niive S500, edilmesi, gelistirilmesi ve
Inkiibator ' . . o o
Memmert INB 400 mikrobiyolojik analizleri i¢in
kullanilmistir.

KBU-probiyotik bakteri kapsiillerinin

liyofilizasyonu i¢in kullanilmistir.

Probiyotik  bakterilerin  KBU ile
enkapsiilasyonu ve mikrobiyolojik
analizlerinde gerekli olan tiim ¢ozelti
ve materyallerin sterilizasyonunda

kullanilmastir.

Tampon ¢ozeltilerin  ve in vitro
gastrointestinal sindirim ortamlarinin
hazirlanmasinda ve KBU’nun asidik
hidroliz igeren ¢Oziicl

ekstraksiyonunda kullanilmistir.

Analizlerde gerekli olan saf su ve ultra

saf su temini i¢in kullanilmistir.

Labconco,
Liyofilizator
FreeZone 2,5 Plus
Niive,
Otoklav SteamArt,
OT 40L
Hanna,
pH metre
HI 221
Elga Purelab,
Saf Su Cihaz1 _
Option Q DV25
Hermle,
Santrifiij
Z 206 A

KBU ekstraktlarinin spektroskopik ve
kromatografik analizleri 6ncesi 6rnek
hazirlama ve probiyotik bakterilerin
KBU ile enkapsiilasyonu agamalarinda

kullanilmastir.
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan cihazlar ve kullanim amaglar1 (devam)

Cihaz Adx Marka/Model Kullanim Amaci
KBU, sterilize edilmis KBU ve KBU-
SEM (Taramali Carl ZEISS,
] probiyotik  bakteri  kapsiillerinin
Elektron Mikroskobu) EVO 40
morfolojik analizlerinde kullanilmistir.
Probiyotik  bakterilerin  KBU ile
Sicaklik Programli Mikrotest, enkapsiilasyonunda ve in  vitro
Calkalayici MCI 55D gastrointestinal sindirim analizlerinde
kullanilmistir.
_ _ KBU’nun  ekstraksiyonunda  ve
Ultrasonik Destekli ISOLAB, o o )
probiyotik  bakterilerin  KBU ile
Su Banyosu 621.06.003
enkapsiilasyonunda kullanilmistir.
KBU ekstraktlarinin toplam fenolik
_ madde, toplam flavonoid, kondanse
UVv-GB Varian, o o
_ tanen ve  antioksidan  aktivite
Spektrofotometresi Cary 50 Conc
degerlerinin belirlenmesinde
kullanilmastir.
KBU ekstraktlarinin spektroskopik ve
_ kromatografik analizlerinde,
Wisd, o o )
Vorteks Karistirici probiyotik  bakterilerin  KBU ile
VM-10

enkapsiilasyonunda ve mikrobiyolojik

analizlerinde kullanilmistir.
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3.1.3. Caliymada kullanilan kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasallar Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan kimyasallar

Kimyasal Ad1 Marka Katalog Numarasi
1-biitanol Sigma-Aldrich 101990
ABTS Sigma-Aldrich A1888
Apigenin Sigma-Aldrich A3145
Aliiminyum kloriir hekzahidrat Merck 101084
Amonyum demir (II) siilfat hekzahidrat J.T. Baker 0118
Asetonitril ISOLAB 901037
Bakir (II) siilfat pentahidrat Sigma-Aldrich 209198
Baryum kloriir Bostonchem BBM802863
di-potasyum hidrojen fosfat Merck 105104
Epigallokatesin gallat Extrasynthese 0981 S
Epikatesin gallat Extrasynthese 0978 S
Etanol Merck 100983
Folin-Ciocalteu reaktifi Sigma-Aldrich F9252
Formik asit Merck 100264
Gallik asit Sigma-Aldrich 27645
Hidroklorik asit Merck 100314
Hiperozid HWI HWI100286-1
Katesin Extrasynthese 0976S
Kuersetin Sigma-Aldrich Q4951
Kuersitrin HWI HWI100330
Lacticaseibacillus rhamnosus Chr. Hansen 3671822
Lacticaseibacillus paracasei Chr. Hansen 3671291
Metanol Merck 106007
MRS agar Biokar BKO89HA
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Cizelge 3.2. Calismada kullanilan kimyasallar (devam)

Kimyasal Ad1 Marka Katalog Numarasi
MRS broth Biokar BKO70HA
Neohesperidin BLD pharm BD31760
Pankreatin Sigma-Aldrich P3292
Pektin Sigma-Aldrich P9135
Pepsin Sigma-Aldrich 77160
Peptonlu su Merck 107228
Potasyum di-hidrojen fosfat ISOLAB 960066
Potasyum peroksidisiilfat Merck 105091
Safra tuzu Edukim F0499
Siringik asit Sigma-Aldrich 63627
Sodyum asetat trihidrat Merck 106265
Sodyum hidroksit Sigma-Aldrich 795429
Sodyum karbonat Sigma-Aldrich 791768
Sodyum kloriir ISOLAB 969036
Sodyum potasyum tartarat tetrahidrat Sigma-Aldrich 217255
trans-sinnamik asit Sigma-Aldrich 970130
Troloks Sigma-Aldrich 238813

3.1.4. Calismada kullanilan sarf malzemeler

Calismada kullanilan sarf malzemeler ve 6zellikleri Cizelge 3.3 ’te verilmistir.

Cizelge 3.3. Calismada kullanilan sarf malzemeler

Malzeme Ad1 Marka Katalog Numarasi Ozellikleri
AnaeroGen Thermo Scientific ANO0025A 25L
Otomatik pipet Eppendorf Z683809 10-100 uL
Otomatik pipet Eppendorf 7683825 100-1000 pL
Otomatik pipet Eppendorf 7683833 500-5000 pL
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3.1.5. Calismada kullanilan ¢o6zeltiler

Calismada yer alan analizlerde kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlaniglar1 Cizelge 3.4’te

verilmistir.

Cizelge 3.4. Analizlerde kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlaniglari

Toplam fenolik madde analizi
Folin ¢ozeltisi 2N Folin-Ciocalteu reaktifi 3 kat saf su ile seyreltilmistir.

Lowry A ¢ozeltisi : 1 M NaOH ve %2 (w/v) NaCOs igeren ¢ozelti saf su ile
hazirlanmstir.

Lowry B ¢ozeltisi  : %1 (w/v) NaKCsHs064H20 ve %0,5 (w/v) CuSO4.5H20
iceren ¢ozelti saf su ile hazirlanmistir.

Lowry C ¢ozeltisi : 50:1 (v/v) oraninda Lowry A ve Lowry B karistirilarak

hazirlanmstir.
Gallik asit : Ana stok olarak 1000 ppm gallik asit ¢ozeltisi metanol
cozeltisi kullanilarak hazirlanmistir.  Gerekli  seyreltmeler metanol

kullanilarak gergeklestirilmistir.

ABTS yontemi ile antioksidan aktivite analizi
ABTS* radikal . 7 mM ABTS ve 2,45 mM K3S,0s iceren ¢ozelti saf su ile

cozeltisi hazirlanmis ve 24 sa karanlikta bekletilmistir. Analizlerde 10
kat saf su ile seyreltilerek kullanilmistir.

Troloks ¢ozeltisi  : Ana stok olarak 1000 ppm troloks ¢o6zeltisi metanol
kullanilarak hazirlanmistir. Gerekli seyreltmeler metanol

kullanilarak gerceklestirilmistir.

Aliiminyum Kloriir yontemi ile toplam flavonoid analizi

AICl3 ¢ozeltisi © %10 (w/v) AlClzigeren ¢ozelti AICI3.6H20 kullanilarak saf su
ile hazirlanmustir.

NaC2H302 : 1 M NaCzH30; ¢ozeltisi NaC2H302.3H20 kullanilarak saf su

cozeltisi ile hazirlanmastir.

Kuersetin : Ana stok olarak 1000 ppm Kkuersetin ¢o6zeltisi metanol

cozeltisi kullanilarak hazirlanmistir.  Gerekli seyreltmeler metanol

kullanilarak gergeklestirilmistir.
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Cizelge 3.4. Analizlerde kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlaniglar (devam)

Biitanol-HCI yontemi ile kondanse tanen analizi

HCI ¢ozeltisi : 12,06 M (%36, 1,18 g/mL) HCI kullanilarak saf su ile 2 M
olacak sekilde seyreltilerek hazirlanmistir.

FeNH4(SOa)2 . %2 (wiv) FeNH4(S04)2.6H20 igeren ¢ozelti 2 M HCI ile

¢oOzeltisi hazirlanmustir.

1-biitanol-HCI : 95:5 (v/v) oraninda 1-biitanol ve derisik HCI karistirilarak

cozeltisi hazirlanmistir.

Katesin ¢ozeltisi . Ana stok olarak 1000 ppm katesin ¢ozeltisi metanol

kullanilarak hazirlanmistir.  Gerekli seyreltmeler metanol

kullanilarak gergeklestirilmistir.

Kromatografik analizler icin kalibrasyon c¢ozeltileri

Standart fenolik bilesiklerin metanol ¢oziclisii kullanilarak 100 ppm ana stok
cozeltileri hazirlanmustir. Gerekli seyreltmeler ~ metanol kullanilarak

gerceklestirilmistir.

In vitro gastrointestinal sindirim analizi

SGF ortami : 1 g NaCl ve 1,6 g pepsin sterilize edilmis saf su igerisinde
¢oziilerek toplam hacim 500 mL olacak sekilde hazirlanmistir.
Ortam pH’si, 0,2 N HCI kullanilarak 2,0+0,2’ye ayarlanmistir.
Hazirlanan SGF ortami tek kullanimlik steril PVDF filtreden
(0,45 pm) gecirilmistir.

SIF ortami : 3,4 g KH2PO4, 38,5 mL 0,2 N NaOH c¢ozeltisi, 0,625 g
pankreatin ve 1,5 g safra tuzu sterilize edilmis saf su igerisinde
coziilerek toplam hacim 500 mL olacak sekilde hazirlanmistir.
Ortam pH’si, 0,2 N NaOH ve 0,2 N HCIl kullanilarak
7,0£0,2’ye ayarlanmistir. Hazirlanan SIF  ortami  tek

kullanimlik steril PVDF filtreden (0,45 um) gecirilmistir.
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3.2. Yontem

3.2.1. KBU ekstraksiyonu

Spektroskopik ve kromatografik analizler i¢in KBU’nun ¢dziicii olarak metanol-su
(80:20, v/v) kanisgimlar1t  kullanilarak  ultrasonik  destekli  ekstraksiyonlari
gergeklestirilmistir. Ekstraksiyon islemleri literatiire gore modifiye edilerek Sekil 3.1 ve
Sekil 3.2°de verilen analiz semalarina gore ¢oziicii ekstraksiyonu ve asidik hidroliz igeren
¢oziicli ekstraksiyonu olarak iki farkli sekilde gergeklestirilmistir (Sahin ve digerleri,
2011; Karkar ve digerleri, 2021). Ekstraktlar, analiz edilinceye kadar +4°C’de muhafaza

edilmistir.
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100 mL
Q metanol:su (80:20, %v/v)

i0gkB0) \y~

N

b, 1

Utrasonik destekli
ekstraksiyon gerceklestirildi.

Sekil 3.1. KBU’nun ¢6ziicli ekstraksiyonunun sematik gosterimi

50 mL -
Q [ metanol:su (80:20, %v/v) ]

(10gKBU) \y™

0,02 N HCl ile
PH 2'ye ayarlandi.

Sekil 3.2. KBU’nun asidik hidroliz i¢eren ¢oziicii ekstraksiyonunun sematik gosterimi




3.2.2. KBU ekstraktlarimin spektroskopik analizleri
Toplam fenolik madde analizi

KBU ekstraktlariin toplam fenolik madde analizi Folin-Ciocalteu yontemi kullanilarak
yapilmustir (Singleton ve digerleri, 1999; Sariburun ve digerleri, 2010; Sahin ve digerleri,
2015). Analiz tiiplerindeki x mL KBU ekstrakti/standart tizerine 2-x mL saf su, 2,5 mL
Lowry C ¢ozeltisi ve 1/3 oraninda seyreltilen 0,25 mL Folin-Ciocalteu reaktifi eklenip
karistirilarak karanlik ortamda 30 dk bekletilmistir. Siire sonunda KBU ekstrakti/standart
absorbans1 UV-GB spektrofotometresi ile 750 nm’de 6l¢iilmiistiir. 1-60 ppm araliginda
hazirlanan gallik asit ¢ozeltilerinin absorbans degerleri kullanilarak kalibrasyon grafigi
cizilmis ve en kiiciik kareler yontemiyle dogru denklemi hesaplanmistir. Hesaplanan
dogru denklemi yardimiyla KBU ekstraktlarinin toplam fenolik madde icerigi mg gallik
asit esdegeri (GAE)/g KBU olarak belirlenmistir.

ABTS yéntemi ile antioksidan aktivite analizi

KBU ekstraktlarinin  antioksidan aktivite analizi ABTS (2,2- azinobis(3-
etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) yontemi ile belirlenmistir (Re ve digerleri, 1999; Sahin
ve digerleri, 2015). x mL KBU ekstrakti/standart, 4-x mL etanol ve 1 mL ABTS radikal
¢ozeltisi (ABTS") analiz tiipiine eklenmistir. Absorbans degeri, UV-GB
spektrofotometresi ile 6 dk sonra 734 nm’de kaydedilmistir (Asmek). KBU
ekstrakti/standart igermeyen analiz tiiplerine 4 mL etanol ve 1 mL ABTS radikal ¢ozeltisi
(ABTS") eklenerek 6 dk sonra 734 nm’de absorbansi Slgiilmiistiir (Aksr). Olgiimler
sonucunda KBU ekstrakti/standart i¢in % inhibisyon degerleri Esitlik 3.1°de gosterildigi
gibi hesaplanmistir. 0,3-10 ppm araliginda hazirlanan troloks ¢dzeltilerinin absorbans
degerleri kullanilarak kalibrasyon grafigi ¢izilmis ve en kiigiik kareler yontemiyle dogru
denklemi hesaplanmigtir. Hesaplanan dogru denklemi yardimiyla KBU ekstraktlarinin

antioksidan aktivite degeri mg troloks esdegeri (TE)/g KBU olarak belirlenmistir.

% Inhibisyon = =2k 100 (3.1)

kor
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Aliiminyum kloviir yontemi ile toplam flavonoid analizi

KBU ekstraktlarinin toplam flavonoid madde igerigi, aliiminyum kloriir kolorimetrik
yontemine gore belirlenmistir (Chang ve digerleri, 2002; Formagio ve digerleri, 2014).
Analiz tiiplerine sirastyla x mL KBU ekstrakti/standart, 3,3-x mL saf su, 1,5 mL %95’lik
etanol, 0,1 mL %10’luk AICI3 ¢6zeltisi ve 0,1 mL 1 M NaC2H3z0z ¢ozeltisi eklenerek
kanstirnllmistir. Analiz tlipleri 30 dk karanlikta bekletilerek 415 nm’de UV-GB
spektrofotometresi ile absorbans Ol¢iimii alinmistir (Asmek). KBU ekstrakti/standart
igermeyen analiz tiiplerine 3,3 mL saf su, 1,5 mL %95°lik etanol, 0,1 mL %10’luk AICl3
¢ozeltisi ve 0,1 mL 1 M NaCyH30> ¢ozeltisi eklenerek karistirilmistir. 30 dk siire sonunda
415 nm’de absorbansi 6l¢iilmiistiir (Aksr). KBU ekstrakt/standart i¢in absorbans degeri
Esitlik 3.2°de gosterildigi gibi hesaplanmistir. 0,5-10 ppm araliginda hazirlanan kuersetin
¢ozeltilerinin absorbans degerleri kullanilarak kalibrasyon grafigi cizilmis ve en kiigiik
kareler yontemiyle dogru denklemi hesaplanmistir. Hesaplanan dogru denklemi
yardimiyla KBU ekstraktlarmm toplam flavonoid madde igerigi kuersetin esdegeri
(QE)/g KBU olarak belirlenmistir.

Absorbans = Agmek - Aksr (3.2)

Biitanol-HCI yéntemi ile kondanse tanen analizi

KBU ekstraktlarinin kondense tanen analizi, biitanol-HCl1 yontemi ile yapilmistir (Giner-
Chavez ve digerleri, 1997). 6 mL 1-biitanol/HC1 (95:5, v/v) ve 0,2 mL %?2’lik
FeNH4(SO4)2 ¢ozeltisi analiz tiipindeki 0,1 mL KBU ekstrakti/standart igerisine
eklenmistir. 30 s karistirildiktan sonra 95°C’deki su banyosunda 50 dk bekletilmistir.
Beklemeden sonra ornekler oda sicakligina sogutularak UV-GB spektrofotometresi ile
550 nm’de absorbans ol¢limii yapilmistir. 50-100 ppm araliginda hazirlanan katesin
cozeltilerinin absorbans degerleriyle kalibrasyon grafigi cizilmis ve en kiigiik kareler
yontemiyle dogru denklemi hesaplanmistir. Hesaplanan dogru denklemi yardimiyla KBU
ekstraktlarinin kondanse tanen igerigi mg katesin esdegeri (CE)/g KBU olarak

belirlenmistir.
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3.2.3. KBU ekstraktlarimn kromatografik analizi

KBU ekstraktlarinin fenolik bilesik igeriklerinin kalitatif ve kantitatif analizi icin HPLC-
DAD cihazi kullanilmistir. Bu cihaz, otomatik 6rnekleyici, degazer, ikili pompa sistemi
ve fotodiyot serili dedektor icermektedir. Analizlerde C18 (XBridge®, 3,5 pum, 4,6 x 250
mm) kolon kullanilmis, enjeksiyon hacmi 10 pL, akis hizi ise 0,5 mL/dk olarak
ayarlanmistir. %1°lik sulu formik asit ve asetonitrilden olusan bir gradient hareketli faz

programiyla ekstraktlarin analizi gergeklestirilmistir (Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5. HPLC-DAD gradient hareketli faz programi

Hareketli faz bilesimi

Siire (dk)
%1’lik Formik asit (%) Asetonitril (%)
0 90 10
10 87 13
20 58,5 41,5
25 30 70
35 90 10
36 90 10

Standart fenolik bilesikler analiz edilerek alikonma zamanlari belirlenmis ve 2-10 mg/L
derisim araliginda kalibrasyon egrileri olusturulmustur. Analiz edilen KBU
ekstraktlarinin kromatogramlari incelenerek fenolik bilesik igerigi kalitatif ve kantitatif

olarak belirlenmistir (Sahin ve digerleri, 2011; Karkar ve digerleri, 2024a).

3.2.4. KBU sterilizasyonu

Enkapsiilasyon isleminden once kaplama materyali olarak kullanilacak olan KBU
sterilize edilmistir. Sterilizasyon siiresi literatiirde yapilan calismada belirlenen optimum

stire olan 1 dk se¢ilmis ve 121°C’de sterilizasyon islemi gergeklestirilmistir (Karkar ve
digerleri, 2024b).

35



3.2.5. Probiyotik bakterilerin gelistirilmesi ve aktive edilmesi

Probiyotik bakteri olarak laktik asit bakterilerinden Lacticaseibacillus rhamnosus (LGG)
ve Lacticaseibacillus paracasei (L. CASEI 431) (Chr. Hansen A/S, Hersholm,
Danimarka) secilmistir. Tiim mikrobiyolojik c¢alismalar biyolojik gilivenlik kabini
igerisinde gergeklestirilmistir. De Man Rogosa ve Sharpe (MRS) Broth, MRS Agar,
kullanilan tiim malzeme ve ¢ozeltiler 121°C’de 15 dk boyunca sterilize edilmistir. Sekil
3.3’te verilen analiz semasina gore bakteriler, MRS Broth sivi besiyerinde 3 kez
inkiibasyona birakilarak aktive edilmis ve gelistirilmistir (24 sa, 37°C). Siire sonunda

gelistirilen bakteri kiiltiirleri -24°C’de depolanmustir.
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3.2.6. Probiyotik bakterilerin KBU ile enkapsiilasyonu

L. rhamnosus (LR) ve L. paracasei (LPC) probiyotik bakterilerin KBU ile enkapsiile
edilmesi emiilsiyon yontemi kullanilarak gerceklestirilmistir. Probiyotik bakteriler
enkapsiilasyon isleminden 24 sa once, stok bakteri kiiltiirlerinden 1 mL alinarak 25 mL
MRS Broth igerisinde 37°C’de aktive edilmistir. Aktive edilen probiyotik bakteri
kiiltiirleri en az 10%-107 kob/mL canliliga sahip olacak sekilde (Gismondo ve digerleri,
1999) (25 mL hacimde) KBU (sterilize edilmis) tizerine eklenmistir (Sekil 3.4). 50 mL
NaCl ¢ozeltisi (%0,5, w/v) ilave edildikten sonra sicaklik programli ¢alkalayicida (100
rpm) karistirilmistir. Daha sonra 2,5 mL pektin ¢ozeltisi (%1, w/v) eklenerek ultrasonik
banyoda (25°C, 20 dk) bekletilmistir. Siire sonunda santrifiijleme (3000 rpm, 15 dk)
islemi ile slipernatant ayrilarak kapsiiller 10 mL BaCl: ¢6zeltisi (%0,5, w/v) iginde 30 dk
karistirlmstir. Ikinci kez santrifiijleme (3000 rpm, 15 dk) sonrasi siipernatant dekante

edilerek kapsiiller liyofilize edilmistir (-86°C, 0,1 mbar).
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3.2.7. Probiyotik bakterilerin mikrobiyolojik analizi

Serbest ve enkapsiile edilen LR ve LPC probiyotik bakterilerinin mikrobiyolojik analizi
icin dokme plaka yontemi kullanilmistir (Chandramouli ve digerleri, 2004).
Kapsiillerdeki probiyotik bakteri canliliklarinin belirlenmesi igin kapstillerin agilarak
bakterilerin serbest hale getirilmesi gerekmektedir. Bunun i¢in pH 7,0+0,2 fosfat
tamponu (0,1 M KoHPO4/KH2PO4) hazirlanarak sterilize edilmistir. Kapsiiller tampon
icerisinde 30 dk boyunca bekletilerek 5 dk araliklarla vorteks yardimiyla karigtirilmustir.
Serbest ve enkapsiile edilen probiyotik bakterilerin fizyolojik tuzlu su (%0,85’lik NaCl
cozeltisi, w/v) ile 101-107 aras1 seri seyreltmeleri hazirlanmistir. Her seri seyreltmeden
1 mL alinarak steril petri kaplarina mikrobiyolojik ekim gerceklestirilmistir (Sekil 3.5).
Ekim sonras1 petri kaplarina her birine yaklasik 13 mL olacak sekilde MRS-Agar sivi
besiyeri eklenip karistirilmigtir. Besiyerinin donmasinin ardindan petriler, AnaeroGen
paketleriyle birlikte anaerobik kaplara ters bir sekilde yerlestirilmistir. Kaplar 37°C’de
72 sa boyunca anaerobik kosullarda inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda bakteri
sayimlar1 gergeklestirilmistir. Enkapsiile edilen probiyotik bakteri canlilig1r gram basina
koloni olusturan birim (log kob/g) ve serbest probiyotik bakteri canliligi mililitre basina
koloni olusturan birim (log kob/mL) olarak belirlenmistir (Tharmaraj ve Shah, 2003;
Karkar ve digerleri, 2024b).
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3.2.8. Enkapsiilasyon kosullarinin optimizasyonu

LR ve LPC probiyotik bakterilerin KBU ile yiiksek verimle enkapsiile edilmesi i¢in
enkapsiilasyon kosullar1 optimize edilmistir. Optimizasyon igin kemometrik
yontemlerden Box-Behnken Dizayn (BBD) kullanilmigtir. Buna gore karistirma sicakligi
(°C), kanistirma zamani (dk) ve KBU miktari (g) 6nemli faktorler olarak secilmistir. BBD

icin kullanilan faktorler ve kodlanmis seviye degerleri Cizelge 3.6’°te verilmistir.

Cizelge 3.6. BBD i¢in faktorler ve kodlanmis seviye degerleri

Kodlanmis seviye degerleri

Faktorler

-1 0 1
(x1) Karigtirma sicakligi (°C) 25 30 35
(x2) Karistirma zamani (dk) 15 45 75
(x3) KBU miktar1 (g) 1 2 3

BBD’de ii¢ seviyeli, ti¢ faktorlii ve merkez noktasinda 5 tekrar igeren dizayn i¢in deney

sayist (N) hesaplanmistir (Esitlik 3.3).

N =2k(k-1) + C, (3.3)

k, faktor sayisin1 ve Ck, merkez noktalari ifade eder. Bu ii¢ bagimsiz faktorii optimize
etmek i¢in Cizelge 3.7°de verilen merkez noktasinda bes tekrar iceren 17 deney
(N=2.3(3-1)+5=17) ile BBD ile birlestirilmis yanit yiizey yontemi (RSM-BBD)
uygulanmistir. Her iki probiyotik bakteri i¢in yapilan 17 deney i¢in enkapsiilasyon
verimi (Esitlik 3.4) hesaplanmistir. Yanit degerleri i¢in Design Expert 7.0.0 (Stat-Ease
Inc. USA) programi kullanilarak ANOVA analizi yapilmistir.

% Verim =

Enkapsiile edilen probiyotik bakteri sayisi (log kob/,
p 1 probiyotik b yis1 (logkobrg) 100 (3.4)
Serbest probiyotik bakteri sayisi (logkob/mL)
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Cizelge 3.7. BBD c¢izelgesi

Faktorler
Deney x * *
Karistirma sicakligi Karigtirma zamani KBU miktari
0 (dk) (9)
1 25 15 2
2 35 15 2
3 25 75 2
4 35 75 2
5 25 45 1
6 35 45 1
7 25 45 3
8 35 45 3
9 30 15 1
10 30 75 1
11 30 15 3
12 30 75 3
13 30 45 2
14 30 45 2
15 30 45 2
16 30 45 2
17 30 45 2

Deneysel verilerde ANOVA analizi gergeklestirilerek ikinci dereceden denklem ile

tahmini degerler hesaplanmistir (Esitlik 3.5).
3 3 2 3
y = by + Z bix; + z byx? +Z Z byxix; 3.5)
i=1 i=1 i=1 j=i+1

y, yanit; bo, sabit terim; bi, dogrusal etkilesim sabiti; bj, parabolik etkilesim sabiti; bjj,

parametre etkilesim sabiti, Xj Ve X; bagimsiz faktorleri temsil etmektedir.
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Her faktor i¢in optimum degerler belirlenmistir ve belirlenen optimum kosullarda 3
tekrarli olarak enkapsiilasyon islemi gergeklestirilerek enkapsiilasyon verimi
hesaplanmistir. Deneysel olarak belirlenen enkapsiilasyon verimi model tarafindan
belirlenen tahmini verim degerleri ile karsilastirilmigtir. RSM yontemi kullanilarak
faktorlerin ikili etkilesimlerinin enkapsiilasyon etkinligi iizerindeki etkileri yanit yiizey
grafikleriyle degerlendirilmistir. Bu tez ¢alismasinin ilerleyen tiim asamalarinda optimum

kosullar altinda elde edilen kapstiller kullanilmistir.

3.2.9. KBU ve KBU-probiyotik bakteri kapsiillerinin fizikokimyasal analizleri

KBU ve KBU-probiyotik bakteri kapsiillerinin toplam seker (AOAC 968.28 ve TS
1466’dan modifiye edilmis), toplam yag (TS EN ISO 659), toplam protein (AOAC
990.03), toplam diyet lif (AOAC 991.43), kuru madde ve nem (TS 1129 ISO 1026), ve
titre edilebilir asitlik (TS 1125 ISO 750) analizleri hizmet alimi seklinde
gerceklestirilmistir. KBU nun kiil analizi (TS EN 1SO 2171) Bursa Uludag Universitesi,
Ziraat Fakiiltesi, Zootekni Bolimii, Yemler ve Hayvan Besleme Laboratuvari’nda

gerceklestirilmistir.

3.2.10. KBU ve KBU-probiyotik bakteri kapsiillerinin karakterizasyonu

KBU, sterilize edilmis (121°C, 1 dk) KBU, KBU-probiyotik bakteri kapsiillerinin
morfolojik analizleri Bursa Uludag Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Mikroskopi
Laboratuvari’nda hizmet alimi seklinde gergeklestirilmistir. Pektin, KBU, sterilize
edilmis KBU, KBU-LR ve KBU-LPC kapsiillerinin yapisal karakterizasyonu i¢in FTIR
analizleri ise Bursa Uludag Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii’nde

hizmet alim1 seklinde gerceklestirilmistir.
3.2.11. Probiyotik bakterilerin in vitro gastrointestinal sindirimdeki canhhklar:
Serbest ve enkapsiile edilen LR ve LPC probiyotik bakterilerinin SGF ve SIF

ortamlarindaki canliliklariin incelenmesi, literatlirdeki yontemler modifiye edilerek

gerceklestirilmistir (Tipigil, 2015; Karkar ve digerleri, 2024b). SGF ve SIF ortamlari
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analize baglamadan 6nce 37°C’de 1 sa boyunca karigtirllmigtir. Analiz sonunda
mikrobiyolojik ekim i¢in seyreltme ¢ozeltisi olarak peptonlu su kullanilmistir. Probiyotik
bakterilerin SGF ortamindaki canliliklari, Sekil 3.6’da SIF ortamindaki canliliklar1 ise
Sekil 3.7°de gosterilen analiz semalarina gore incelenmistir. Ayrica, ardisik olarak SGF
ve SIF ortamindaki canliliklarin degerlendirilmesi ise Sekil 3.8’deki analiz semasi
dogrultusunda gergeklestirilmistir. In vitro gastrointestinal sindirimin serbest ve
enkapsiile edilen probiyotik bakteri canlilig1 tizerindeki etkisi, Esitlik 3.6 kullanilarak

belirlenmistir.

sindirim sonrasi probiyotik bakteri sayist
baslangi¢ probiyotik bakteri sayist

Canlilik (%) = x 100 (3.6)

S
Enkapsiile edilen
probiyotik bakteri
(19) D
SGF ortami N
(19 mL) *.

Baslangigta ve
her siire sonunda
mikrobiyolojik ekim
gergeklestirildi.

. —
. - )
. «Sapr

’ - ——

37°C, 100 rpm
Aktive edilen 30-60-90-120 dk
serbest probiyotik karigtirildi.
bakteri
(1 mL)
SGF ortamu
(19 mL)

Sekil 3.6. SGF ortaminda sindirimin analiz semasi
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— _ e
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Sekil 3.7. SIF ortaminda sindirimin analiz semast
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0,02 N NaOH ile 20 mL 37°C, 100 rpm
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karistirildi.

Sekil 3.8. Ardisik olarak SGF ve SIF ortaminda sindirimin analiz semasi

Baslangicta,
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mikrobiyolojik ekim
gergeklestirildi.




3.2.12. Probiyotik bakterilerin depolama kosullarindaki canhliklar:

MRS Broth sivi besiyeri igerisinde aktive edilen serbest LR ve LPC probiyotik
bakterilerinin ve enkapsiile edilen LR ve LPC probiyotik bakterileri +24°C, +4°C ve
-24°C olmak tizere 3 farkli sicaklik kosulunda 28 giin boyunca depolanmistir. Probiyotik
bakterilerin mikrobiyolojik analizleri depolamanin 0., 7., 14., 21. ve 28. giinlerinde
gerceklestirilmistir. Depolama siirecinin serbest ve enkapsiile edilen probiyotik bakteri

canlilig1 tizerindeki etkisi, Esitlik 3.7 kullanilarak belirlenmistir.

depolama sonrasi probiyotik bakteri sayisi <100 (3.7)

o =
Canlilik (%) baslangi¢ probiyotik bakteri sayisi
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Spektroskopik Bulgular

KBU’nun metanol-su kullanilarak elde edilen ¢oziicii ve asidik hidroliz i¢eren ¢oziicu
ekstraktlari i¢in Folin-Ciocalteu yontemi ile toplam fenolik madde, ABTS yo6ntemi ile
antioksidan aktivite, aliminyum kloriir yontemi ile toplam flavonoid ve biitanol-HCI
yontemi ile kondanse tanen analizleri gergeklestirilmistir. Analiz sonuglarinin mg/g KBU
cinsinden hesaplanabilmesi icin, her bir yonteme ait standart esdegeri kullanilarak
kalibrasyon grafikleri olusturulmus ve en kiigiik kareler yontemiyle Cizelge 4.1°de

verilen dogru denklemleri elde edilmistir.

Cizelge 4.1. Spektroskopik yontemler i¢in kalibrasyon verileri

Yontem }:::lig?gj;yﬁ;‘] Dogru Denklemi k}:tc; :eyl;as?zcl)lr;)
Toplam fenolik madde 1-60 y =0,0314x - 0,0015 0,9978
Antioksidan aktivite 0,3-10 y = 8,8122x - 2,2937 0,9981
Toplam flavonoid 0,5-10 y =0,1053x - 0,0061 0,9996
Kondense tanen 50-100 y =0,0033x - 0,0714 0,9942

KBU’nun ¢6ziicii ve asidik hidroliz igeren ¢oziicii ekstraktlariin spektroskopik analizleri
sonucunda elde edilen veriler Cizelge 4.2°de verilmistir. Elde edilen veriler (mg/g KBU)
MINITAB 17.0 (Minitab Inc., State College, PA) istatistik programi kullanilarak tek
yonlii ANOVA ile analiz edilmistir. Ekstraktlarin her bir yontem i¢in ayr1 olarak p<0,01

diizeyinde karsilastirmalar1 gerceklestirilmistir.

KBU’nun toplam fenolik madde igerigi ¢oziicii ekstraktinda 33,99+0,11 mg GAE/g KBU
iken asidik hidroliz i¢eren ¢oziicti ekstraktinda 44,70+0,89 mg GAE/g KBU olarak
belirlenmigtir. KBU nun antioksidan aktivite degeri ¢oziicii ekstraktinda 34,14+0,95 mg
TE/g KBU olarak bulunurken asidik hidroliz i¢eren ¢oziicii ekstraktinda 43,84+1,12 mg
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TE/g KBU olarak bulunmustur. KBU’nun toplam flavonoid igerigi ¢6ziicii ekstraktinda
0,60+0,04 mg QE/g KBU, asidik hidroliz i¢eren ¢oziicii ekstraktinda 0,73+0,01 mg QE/g
KBU olarak tespit edilmistir. KBU’nun kondanse tanen igerigi ise ¢oziicii ekstraktinda
37,07+1,90 mg CE/g KBU olarak elde edilirken asidik hidroliz igeren ¢oziicii
ekstraktinda 55,05+2,00 mg CE/g KBU olarak belirlenmistir. Sonuglar incelendiginde
KBU’nun toplam fenolik madde, antioksidan aktivite, toplam flavonoid ve kondanse

tanen igeriklerinin asidik hidroliz ile artis gosterdigi tespit edilmistir.

Cizelge 4.2. KBU ekstraktlarinin spektroskopik analiz sonuglari

Ekstrakt Toplam fenolik ~ Antioksidan Toplam Kondanse
tiirii madde? aktivite? flavonoidY tanen?®
C 33,99+0,11°B 34,14+0,95B 0,60+0,04¢4 37,07+1,90%B

C-AH 44,70+0,89°A 43,84+1,120A 0,73+0,01¢A 55,05+2,00%4

“ortalama=standart sapma (iki tekrar)

"mg GAE/g KBU, ?mg TE/g KBU, Ymg QE/g KBU, ®mg CE/g KBU

C: ¢oziicii, C-AH: ¢oziicii-asidik hidroliz, GAE: gallik asit esdegeri, TE: troloks esdegeri,
QE: kuersetin esdegeri, CE: katesin esdegeri

a-c: Kiiciik harfler her bir ekstrakt tiiriindeki farkli yontemler arasinda istatistiksel olarak
anlamli farkli gruplan gostermektedir (p<0,01).

A-B: Biiyiik harfler her bir yontemdeki farkli ekstrakt tiirleri arasinda istatistiksel olarak
anlaml1 farkli gruplan gostermektedir (p<0,01).

Goulas ve Georgiou (2020) tarafindan yapilan bir ¢aligmada kegiboynuzundan fenolik
antioksidanlarin ekstraksiyonu icin farkli ¢oziiciilerin kullanildigi ultrasonik destekli
ekstraksiyon yontemi uygulanmigtir. Tylliria tiirii i¢in metanol:su:asit (80:19:1, v/v/v)
¢oziicli sisteminde toplam fenolik madde miktar1 288,4+19,4 mg GAE/100 g ornek,
toplam flavonoid miktar1 70,5+1,8 mg CE/100 g 6rnek olarak bulunurken, Koumbota tiirii
i¢cin toplam fenolik madde miktar1 343,2+33,7 mg GAE/100 g 6rnek, toplam flavonoid
miktar1 38,843,0 mg CE/100 g 6rnek olarak bulunmustur. Metanol:su (80:20, v/v) ¢6ziicii
sisteminde ise Tylliria tiirii i¢in toplam fenolik madde miktar1 342,24+9,4 mg GAE/100 g
ornek, toplam flavonoid miktar1 49,3+1,4 mg CE/100 g 6rnek olarak tespit edilirken,
Koumbota tiirii igin toplam fenolik madde miktar1 228,4+25,8 GAE/100 g 6rnek, toplam
flavonoid miktar1 20,8+1,6 mg CE/100 g 6rnek olarak tespit edilmistir.
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Capcanari vd. (2022) tarafindan yapilan bir ¢alisma, farkli tarihlerde hasat edilen
Moldavya ke¢iboynuzu tohum ve kabuk posasinin, biyolojik olarak aktif potansiyelini
Cezayir, Ispanya ve Italya'da yetisen kegiboynuzu ile karsilastirmali olarak ilk kez
incelemistir. Kegiboynuzu tozu (tohum ve kabuk posasi) ve metanol, 1:1 oraninda
karigtirilmis ve karisim saf su ile 1:1 oraninda seyreltilmistir. 37°C’de 24 sa bekletilen
karigimlar santrifiijlenmis ve filtrelenmistir. Moldova ke¢iboynuzu 6rneklerindeki toplam
fenolik bilesik icerigi tohum igin 27,75 mg GAE/g, kabuk posa i¢in 30,56 mg GAE/g ve
antioksidan aktivitesi tohum igin 22,84 mg TE/g, kabuk posa i¢in 25,52 mg TE/g olarak
bulunmustur. Ispanya, Italya ve Cezayir kegiboynuzu tohum 6rneklerinin ise toplam
fenolik bilesik igerikleri sirasiyla 22,72 mg GAE/g, 23,94 mg GAE/g ve 25,15 mg GAE/g
olarak, antioksidan aktiviteleri ise sirasiyla 19,87 mg TE/g, 21,42 mg TE/g ve 21,79 mg
TE/g olarak bulunmustur.

Literatiirde yer alan Richane vd. (2022) tarafindan yapilan baska bir ¢alismada, Tunus’un
farkli cografi bolgelerinden toplanan Ceratonia siliqua L. meyve posasi 6rneklerinin
biyoaktif fitokimyasal igerigi incelenmistir. %80’lik sulu metanol ile 30 dk homojenize
edilen meyve posasi filtre kagidi ile siiziilmiistiir. Siiziintii vakum altinda 45°C’de
konsantre edilerek, metanol i¢inde yeniden ¢oziilmiistiir. Elde edilen ekstraktin toplam
fenolik madde, toplam flavonoid ve kondanse tanen igerigi belirlenmistir. Bulgular,
toplam fenolik madde ve flavonoid igeriklerinin Kairouan bolgesinde en yiiksek seviyede
oldugunu (sirasiyla 23,11 mg GAE/g kuru madde ve 10,58 mg CE/g kuru madde), en
yiiksek kondanse tanen igeriginin ise Beja bolgesinden elde edildigini (3,75 mg CE/g kuru

madde) gostermistir.

Bagka bir ¢alismada (Antoniou ve digerleri, 2023) toplam fenolik madde igeriginin
belirlenmesinde keciboynuzu unu metanol:su:asetat (50:49,5:0,5, v/v/v) ¢oziici
karisiminda 24 sa boyunca, karanlikta ve 4°C’de ekstrakte edilmistir. Kondanse tanen
iceriginin belirlenmesi ise, keciboynuzu ununun Vanilin yontemi kullanilarak
metanol:su:asit  (50:40:10, v/v/v) ¢oOziici karisiminda  ekstrakte  edilmesiyle
gerceklestirilmistir. Calisma, asisiz materyalden elde edilen ke¢iboynuzu ununun (2018
icin 39,99+6,88 g GAE/kg kuru madde, 2019 i¢in 32,92+7,90 g GAE/kg kuru madde)
asilt materyale gore (2018 i¢in 33,39+1,89 g GAE/kg kuru madde, 2019 i¢in 24,36+1,61
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g GAE/kg kuru madde) daha fazla fenolik madde igerigi sundugunu, ancak bu farklarin
cevresel kosullardaki varyasyon nedeniyle istatistiksel olarak anlamli olmadigimi
gostermistir. Tanenler agisindan ise, asili (2018 i¢in 4,87+0,32 mg CE/g kuru madde,
2019 i¢in 2,46+0,23 mg CE/g kuru madde) ve asisiz (2018 i¢in 4,70+0,91 mg CE/g kuru
madde, 2019 i¢in 2,75+0,92 mg CE/g kuru madde) materyal arasinda benzer sonuglar
elde edilmistir. Ayrica, asili materyalin fenolik madde ve tanen igerikleri her iki yil
boyunca anlamli bir korelasyon gdosterirken, asisiz materyalde bu korelasyon

gbzlemlenmemistir.

Bu caligmada elde edilen sonuglarin literatiir ile uyumlu oldugu sonucuna varilmaktadir.
Keciboynuzunun biyolojik olarak aktif bilesikler agisindan bolgesel farkliliklar
gosterdigini ve her bolgedeki keciboynuzunun potansiyelinin ayr1 ayr1 degerlendirilmesi
gerektigini ortaya koymaktadir. Bununla birlikte, ke¢iboynuzunun biyolojik olarak aktif
bilesenlerinin verimli bir sekilde ekstrakte edilmesinde kullanilan ekstraksiyon
yontemleri ve ¢oziicli parametrelerinin (¢oziicii tipi, sivi/kat1 orani, sicaklik, zaman)
biiyilk 6nemi vardir (Zahorec ve digerleri, 2023). Bu bulgular hem bdlgesel hem de

yontemsel faktorlerin dikkate alinarak optimize edilmesi gerektigini gostermektedir.

4.2. Kromatografik Bulgular

KBU ekstraktlarinin HPLC-DAD ile kromatografik analizleri ger¢eklestirilmigtir. KBU
ekstraktlarindaki fenolik bilesiklerin mg/g KBU olarak tespit edilebilmesi icin her bir

standart bilesigin en kii¢lik kareler yontemiyle kalibrasyon egrileri olusturulmus ve

validasyon parametreleri Cizelge 4.3’te verilmistir.
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Cizelge 4.3. Fenolik bilesiklerin HPLC-DAD validasyon parametreleri

Dalga Alikonma Konsantrasyon Korelasyon LOD LOQ
Fenolik bilesik boyu zamanl aralig Kalibrasyon denklemi katsayisi (mg/L)  (mg/L)
(nm) (dk) (mg/L) (R) | |
GA 280 7,312 2-10 y = 37,783x - 32,443 0,9986 0,05 0,16
EPGCG 280 20,425 2-10 y = 15,565x - 13,41 0,9965 0,06 0,19
SA 280 22,659 2-10 y =72,785x - 5,31 0,9956 0,03 0,09
EPCG 280 23,325 2-10 y =29,795x - 10,49 0,9928 0,07 0,25
NH 280 24,579 2-10 y =28,735x - 4,01 0,9974 0,03 0,10
TCA 280 29,385 2-10 y =391,25x - 318,46 0,9968 0,01 0,03
HYP 360 22,819 2-10 y =43,215x - 8,61 0,9970 0,03 0,09
QU 360 24,092 2-10 y =35,13x + 8,34 0,9946 0,06 0,20
API 360 29,101 2-10 y =39,03x + 0,98 0,9907 0,03 0,09

LOD: tespit smiri, LOQ: tayin smiri, GA: gallik asit, EPGCG: epigallokatesin gallat, SA: siringik asit, EPCG: epikatesin gallat,
NH: neohesperidin, TCA: trans-sinnamik asit, HYP: hiperozid, QU: kuersitrin, API: apigenin



KBU ekstraktlarinin kromatografik analizleri sonucunda elde edilen veriler (mg/g KBU)
MINITAB 17.0 (Minitab Inc., State College, PA) istatistik programi kullanilarak tek
yonliit ANOVA ile analiz edilmistir (Cizelge 4.4). Ekstraktlarin her bir fenolik bilesik i¢in

ayr1 olarak p<0,01 diizeyinde karsilastirmalart gergeklestirilmistir.

KBU’nun ¢6ziicii ekstraktinin 280 nm’de alinan kromatogrami Sekil 4.1°de, asidik
hidroliz i¢eren c¢oziicii ekstraktinin 280 nm’de alinan kromatogrami Sekil 4.2°de
verilmistir. KBU ¢oziicii ve asidik hidroliz igeren ¢oziicii ekstraktlarinda toplam 9 fenolik
bilesik (gallik asit, epigallokatesin gallat, siringik asit, epikatesin gallat, neohesperidin,
trans-sinnamik asit, hiperozid, kuersitrin ve apigenin) tespit edilmistir. Gallik asit, her iki
ekstrakt tiirlinde de en yiiksek miktarda bulunan fenolik bilesik olarak tespit edilmistir.
Coziicii ekstraktinda trans-sinnamik asit (0,04+0,01 mg/g KBU), hiperozid (0,27+0,01
mg/g KBU) ve kuersitrin (0,17+0,01 mg/g KBU) asidik hidroliz i¢eren ¢oziicii ekstraktina
gore daha yliksek miktarda bulunmustur. Asidik hidroliz iceren ¢oziicli ekstraktinda ise
gallik asit (2,54+0,04 mg/g KBU), epigallokatesin gallat (0,88+0,01 mg/g KBU), siringik
asit (0,38+0,01 mg/g KBU) ve epikatesin gallat (0,09+0,01 mg/g KBU) ¢oziicii
ekstraktina gore daha yiiksek miktarda tespit edilmistir. Apigenin (0,01+0,01 mg/g KBU)
ve neohesperidin (0,12+0,01 mg/g KBU) ¢oziicii ve asidik hidroliz i¢eren ¢oziicii

ekstraktlarinda esit miktarda bulunmustur.
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Cizelge 4.4. KBU ekstraktlarinin fenolik bilesik igerigi (mg/g KBU)

Fenolik bilesik C C-AH

GA 2,18+0,0128 2,54+0,043A
EPGCG 0,66+0,02"8 0,88+0,01°A
SA 0,34+0,01¢B 0,38+0,01¢A
EPCG 0,070,0198 0,09:+0,0194

NH 0,12+0,01%B 0,12+0,01%A

TCA 0,04+0,01MA 0,03+0,01"B
HYP 0,27+0,0194 0,24+0,0198

QU 0,17+0,01¢4 0,16+0,01%8

API 0,01+0,01"A 0,01+0,01"B

*ortalamazstandart sapma (iki tekrar)

C: ¢oziicii, C-AH: ¢oziicii-asidik hidroliz, GA: gallik asit, EPGCG: epigallokatesin gallat,
SA: siringik asit, EPCG: epikatesin gallat, NH: neohesperidin, TCA: trans-sinnamik asit,
HYP: hiperozid, QU: kuersitrin, APi: apigenin

a-1: Kiigiik harfler her bir ekstrakt tiiriindeki farkli fenolik bilesikler arasinda istatistiksel
olarak anlamli farkli gruplart géstermektedir (p<0,01).

A-B: Biiyiik harfler her bir fenolik bilesigin farkli ekstrakt tiirleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli farkli gruplart géstermektedir (p<0,01).
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Sekil 4.1. KBU’nun ¢6ziicii ekstraktinin kromatogrami (280 nm) (1: gallik asit, 2: epigallokatesin gallat, 3: siringik asit, 4: hiperozid,

5: epikatesin gallat, 6: kuersitrin, 7: neohesperidin, 8: apigenin, 9: trans-sinnamik asit




LS

2000

1800

1600

1400

1200

1000

Sinyal (mAU)

g

600

400

200

Zaman (dk)

35

Sekil 4.2. KBU’nun asidik hidroliz igeren ¢oziicli ekstraktinin kromatogrami (280 nm) (1: gallik asit, 2: epigallokatesin gallat, 3: siringik

asit, 4: hiperozid, 5: epikatesin gallat, 6: kuersitrin, 7: neohesperidin, 8: apigenin, 9: trans-sinnamik asit




Literatiirde yapilan bir ¢alismada (Ioannou ve digerleri, 2023) kegiboynuzu 6rneklerinin
(keg¢iboynuzu posa, toz ve surup) fenolik profilleri iizerindeki termal islemin etkisi
HPLC-DAD ile degerlendirilmistir. Farkli cografi kokenlere ait 6rneklerde gallik asit
(0,23+0,01 mg/g ve 0,99+0,03 mg/g araliginda) ve rutin (0,21+0,03 mg/g ve 0,89+0,06
mg/g araliginda) en ¢ok bulunan fenolik bilesikler olarak tespit edilmistir. Kavrulmus
keg¢iboynuzu posasi ve tozlarinda hiicresel yapinin bozulmasi ile bagl fenolik bilesikler
serbest kalip fenolik bilesiklerin miktar1 artarken, termal islem gérmiis suruplarda fenolik
bilesiklerin miktarmin azaldigir belirlenmistir. Keciboynuzu posasindaki kuersitrin
konsantrasyonu (0,04+0,00 mg/g), kavurma sirasinda (0,34+0,02 mg/g) yaklasik 10 kat

artmistir. Termal islem gérmiis ke¢iboynuzu surubunda ise tespit edilememistir.

Baska bir ¢alismada (Richane ve digerleri, 2022) Tunus’taki on farkli cografi bolgeden
toplanan kegiboynuzu meyvesinin posalari ile hazirlanan sulu metanol (80%, v/v)
ekstraktlart bir RP-HPLC ile analiz edilmistir. Gallik asidin (501,26+1,23 mg/kg ve
1628,46+0,4 mg/kg araliginda) tiim incelenen ekstraktlarda ana fenolik bilesik oldugu
belirtilmistir. Siringik asit ve apigenin en diisiikk Bizerte bolgesinde sirastyla 33,43+0,07
mg/kg ve 194,66+1,02 mg/kg olarak tespit edilirken, en yiiksek Kairouan bolgesinde
sirastyla 198,57+1,02 mg/kg ve 696,12+1,23 mg/kg olarak tespit edilmistir. Epikatesin-
3-O-gallat ise en diisiik Kairouan bolgesinde (29,63+0,25 mg/kg), en yliksek Nabeul
bolgesinde (79,314+0,21 mg/kg) bulunmustur. trans-sinnamik asit sadece Bizerte ve Beja
(swrastyla 10,37+0,04 mg/kg ve 8,96+0,04 mg/kg) bolgelerinde tespit edilmistir. Sonuglar
fenolik bilesik konsantrasyonlarmin cografi kokene gore Onemli Olglide degisiklik

gosterdigini ortaya koymustur.

Torun vd. (2013) tarafindan yapilan bagka bir ¢alismada dogal kegiboynuzu kabugu unu
(CPF) ve ticari keciboynuzu kabugu unu (CCPF) olmak iizere iki farkli ke¢iboynuzu
iirliniinde, serbest fenolik asit, metanol-¢oziinebilen fenolik ester ve metanol-¢oziinebilen
fenolik glikozit fraksiyonlarinda bulunan fenolik asitler, HPLC-MS kullanilarak kantitatif
olarak belirlenmistir. Calismada, gallik asit en fazla bulunan fenolik asit olarak tespit
edilmistir ve CPF 85,2+6,5 pg/g ve 91,3+£3,5 ug/g araliginda, CCPF 135+17 ug/g ve
166+6 pg/g araliginda tiim fraksiyonlarda en yiiksek konsantrasyona sahip olmugtur. CPF
fraksiyonlarina ait siringik asit icerikleri 0,50+0,02 pg/g ve 2,3+0,1 pg/g araliginda
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degisirken, CCPF fraksiyonlarindaki siringik asit igerikleri 0,32+0,03 ng/g ve 2,5+0,1
ug/g araliginda degisiklik géstermistir.

Cervenka vd. (2022) tarafindan gergeklestirilen kegiboynuzu tozunun titresimli bir
ogiitiiciide 30, 60, 90, 120 ve 180 s boyunca dgiitiilmesinin etkilerinin degerlendirildigi
bir ¢aligmada 6giitme sonrasi kegiboynuzu tozunun %90 (v/v) metanol ve formik asit
igeren ¢Ozelti ile ultrasonik destekli ekstraksiyonu gergeklestirilmistir. HPLC-DAD ile
analiz edilen ekstraktlarda fenolik asitler (vanilik, ferulik, sinnamik asit) ve flavonoidler
(luteolin, naringenin, apigenin) tespit edilmistir. En yiiksek fenolik bilesik sinnamik asit
(54,28+1,42 ng/g), en disik fenolik bilesik apigenin (2,27+0,04 pg/g) olarak
belirlenmistir. Ogiitme siiresi, fenolik bilesiklerin igeriklerini etkilemis ve maksimum

degerler 180 s dgiitme siiresi ile elde edilmistir.

Keciboynuzu iirlinlerinde yapilan fenolik bilesik analizleri hem ekstraksiyon
yontemlerinin hem de cografi kdken ve islem kosullarinin fenolik bilesik icerikleri
tizerinde 6nemli bir etkisi oldugunu gostermektedir. Bu ¢aligmada gallik asit en yiiksek
miktarda bulunan fenolik bilesik olarak One ¢ikarken, gallik asidin kegiboynuzu
iiriinlerinde yaygin ve baskin bir fenolik bilesik oldugu literatiirde siklikla rapor
edilmistir. Bu bulgular, kegiboynuzunun fenolik bilesik profilinin optimize edilebilir
oldugunu ve isleme kosullarinin bilesiklerin biyoyararlanimini artirmak i¢in énemli bir

ara¢ sundugunu ortaya koymaktadir.

4.3. Probiyotik bakterilerin KBU ile enkapsiilasyonunun optimizasyonu

LR ve LPC probiyotik bakterilerinin KBU ile yiiksek verimle enkapsiile edilmesi i¢in
enkapsiilasyon kosullar1 optimize edilmistir. Optimum enkapsiilasyon kosullarinin
belirlenmesi amaciyla deneysel parametreler (bkz. Cizelge 3.7) belirtilen analiz semasina
gore (bkz. Sekil 3.4) uygulanmistir. Elde edilen kapsiillerin probiyotik bakteri sayimlari
yapilarak enkapsiilasyon verimleri (%) hesaplanmis ve bu verimler ile Design Expert
7.0.0 (Stat-Ease Inc., ABD) programi kullanilarak ANOVA analizi gergeklestirilmistir.
Cizelge 4.5’te verilen ANOVA sonuglarina dayanarak, LR ve LPC probiyotik bakterileri

icin ikinci dereceden polinom denklemleri hesaplanmistir (Cizelge 4.6). Enkapstilasyon
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islemi sonucu elde edilen deneysel enkapsiilasyon verimi (%) ve ANOVA analizi ile

belirlenen tahmini enkapsiilasyon verimi (%) Cizelge 4.7’de verilmistir.
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Cizelge 4.5. ANOVA analizi sonuglar1

LR (R?=0,9629)

LPC (R?=0,9822)

Kaynak

SS DF MS F degeri p-degeri SS DF MS F degeri p-degeri
Model 201,21 9 22,36 20,21 0,0003 229,29 9 25,48 43,00  <0,0001
X1 21,68 1 21,68 19,60 0,0031 1,26 1 1,26 2,13 0,1875
X2 7,13 1 7,13 6,44 0,0388 60,56 1 60,56 102,9  <0,0001
X3 2,74 1 2,74 2,48 0,1597 119,74 1 119,74 202,07 <0,0001
X1X2 47,27 1 47,27 42,73 0,0003 16,20 1 16,20 27,34 0,0012
X1X3 35,52 1 35,52 32,11 0,0008 1,09 1 1,09 1,84 0,2167
X2X3 1,69 1 1,69 1,53 0,2563 5,34 1 5,34 9,01 0,0199
X12 23,26 1 23,26 21,03 0,0025 19,87 1 19,87 33,54 0,0007
X2° 18,66 1 18,66 16,87 0,0045 0,42 1 0,42 0,71 0,4288
X3 47,46 1 47,46 42,90 0,0003 4,13 1 4,13 6,96 0,0335
Residual 7,74 7 1,11 4,15 7 0,59
Lack of fit 6,12 3 2,04 5,03 0,0763 0,91 3 0,30 0,38 0,7753
Pure error 1,62 4 0,41 3,23 4 0,81

X1: karistirma sicakligr (°C), X2: karigtirma zamani (dk), x3: KBU miktar1 (g), SS: Karelerin toplami, DF: serbestlik derecesi,
MS: ortalamalarin karesi, LR: L. rhamnosus, LPC: L. paracasei
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Cizelge 4.6. LR ve LPC probiyotik bakterilerinin ikinci dereceden polinom denklemleri

Yamt Ikinci dereceden polinom denklemi
Enkapsiilasyon verimi (%) (LR) y = 73,67 — 1,65x1 + 0,94%, — 0,59x3 + 3,44X1X2 — 2,98X1X3 — 2,35X12 — 2,11x2% + 3,36X5?
Enkapsiilasyon verimi (%) (LPC) y = 73,66 + 0,40x1 — 2,75X2 — 3,873 — 2,01x1X2 — 1,16X2X3 — 2,17%12 — 0,993

X1: karigtirma sicakligi (°C), x2: karistirma zamani (dk), x3: KBU miktar1 (g), LR: L. rhamnosus, LPC: L. paracasei



Cizelge 4.7. LR ve LPC probiyotik bakterilerinin tahmini ve deneysel enkapsiilasyon
verimi

Enkapsiilasyon verimi (%)

Deney

Numarasi LR LPC
Deneysel Tahmini Deneysel Tahmini
1 73,67 73,35 76,22 76,17
2 62,10 63,18 73,09 72,94
3 69,45 68,36 66,49 66,64
4 71,63 71,95 71,41 71,46
5 73,58 73,93 74,86 74,49
6 77,65 76,59 74,51 74,24
7 77,66 78,72 65,44 65,71
8 69,81 69,46 67,18 67,55
9 73,94 73,91 78,03 78,45
10 76,36 77,10 75,04 75,26
11 74,78 74,04 73,24 73,02
12 74,60 74,63 65,63 65,21
13 73,81 73,67 73,68 73,66
14 73,81 73,67 72,53 73,66
15 74,36 73,67 73,68 73,66
16 72,62 73,67 75,03 73,66
17 73,74 73,67 73,38 73,66

LR: L. rhamnosus, LPC: L. paracasei

LR probiyotik bakterisinin KBU ile enkapsiilasyonunda, enkapsiilasyon verimi igin
onemli faktorler (p<0,05) X1, X2, X3, X1X2, X1X3, X12, X22, Xs>’dir. LPC probiyotik bakterisinin
KBU ile enkapsiilasyonunda, enkapsiilasyon verimi i¢in dnemli faktorler (p<0,05) X1, X2,
X3, X1X2, X2X3, X12, Xs>’dir. ANOVA analizi ile elde edilen ii¢ boyutlu yanit-yiizey
grafiklerine LR igin Sekil 4.3’te ve LPC igin Sekil 4.4’te yer verilmistir. Belirlenen
optimum kosullar ve bu optimum kosullar dogrultusunda elde edilen tahmini ve deneysel

enkapsiilasyon verimi Cizelge 4.8’de gosterilmistir.
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Sekil 4.3. LR probiyotik bakterisinin KBU ile enkapsiilasyonu i¢in ii¢ boyutlu
yanit-yiizey grafikleri. A) Karistirma zamani ve karistirma sicakliginin enkapsiilasyon
verimine etkisi B) KBU miktar1 ve Karistirma sicakliginin enkapsiilasyon verimine etkisi
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LR probiyotik bakterisinin KBU ile enkapsiilasyonu i¢in Karistirma zamani ve karistirma
sicakligmin etkisi incelendiginde, karistirma zamani 75 dk’da sabit tutuldugunda
karistirma sicakligr 30°C civarina gelene kadar enkapsiilasyon verimi artmistir. Sicaklik
35°C’ye yaklastikca enkapsiilasyon verimi azalmaya baslamistir. Karistirma sicakligi
35°C’de sabit tutuldugunda ise karistirma zamami azaldik¢a enkapsiilasyon verimi
azalmistir. En diistik karistirma sicakligi (25°C) ve en diisiik karistirma zamaninda (15
dk) enkapsiilasyon verimi en yiiksek seviyeye ulasmistir. KBU miktar1 ve Karigtirma
sicakligimin etkisi incelendiginde, KBU miktar1 3 g’da sabitken karistirma sicakligi
arttikga enkapsiilasyon veriminde azalma meydana gelmistir. Karistirma sicakligi
35°C’de sabit tutuldugunda ise KBU miktar1 3 g’dan 2,5 g civarma gelene kadar
enkapsiilasyon verimi azalis gostermis olup KBU miktar1 azaldik¢a enkapsiilasyon verimi
artis gostermistir. En yiiksek KBU miktar1 (3 g) ve en diisiik karistirma sicakliginda

(25°C) enkapsiilasyon verimi en yiiksek degerde bulunmustur.
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Enkapstilasyon verimi (%)

75.00

Sekil 4.4. LPC probiyotik bakterisinin KBU ile enkapsiilasyonu igin {i¢ boyutlu
yanit-ylizey grafikleri. A) Karistirma zamani ve karistirma sicakliginin enkapsiilasyon
verimine etkisi B) KBU miktar1 ve Karistirma zamaninin enkapsiilasyon verimine etkisi
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LPC probiyotik bakterisinin KBU ile enkapsiilasyon verimi i¢in Karistirma zamani ve
karistirma sicakliginin etkisi incelendiginde, karistirma zamanmi 15 dk’da sabitken
karistirma sicakligi 27,5°C civarina gelene kadar enkapsiilasyon verimi artmakta olup
karistirma sicakligi maksimum seviyeye yaklasirken azalis gostermektedir. Karistirma
sicakligr 25°C’de sabitken karistirma zamani azaldik¢a enkapsiilasyon verimi artis
gostermistir. En diisiik karistirma zamanm (15 dk) ve en diisiik karistirma sicakliginda
(25°C) en yiiksek enkapsiilasyon verimi elde edilmistir. KBU miktar1 ve Karigtirma
zamaninin etkisi incelendiginde, KBU miktar1 3 g’da sabitken karigtirma zamani arttik¢a
enkapsiilasyon veriminde azalma meydana gelmistir. Karigtirma zamanm 75 dk’da
sabitken KBU miktar1 arttikca enkapsiilasyon veriminde azalma meydana gelmistir.
KBU miktar1 en diisiik miktarda (1 g) iken karistirma zamani minimum oldugunda (15

dk) enkapsiilasyon verimi maksimum seviyeye ulagsmistir.
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Cizelge 4.8. Optimum kosullar ve optimum kosullarda elde edilen tahmini ve deneysel enkapsiilasyon verimi

Optimum kosullar

Maksimum enkapsiilasyon verimi

Yanit

Kanistirma sicakhigi Karistirma zamam KBU miktari -
Tahmini (% Deneysel (%
¢C) (dK) © 0 ysel (6)
LR 26,97 33,24 2,93 78,32 79,51+0,36
LPC 26,82 15,15 1,38 78,19 74,98+0,20

LR: L. rhamnosus, LPC: L. paracaseli



KBU ile LR probiyotik bakterilerinin enkapsiilasyonunda optimum kosullar; Karistirma
sicakligi igin 26,97°C, karistirma zamani i¢in 33,24 dk ve KBU miktar1 i¢in 2,93 g olarak
belirlenmistir. LR i¢in tahmini enkapsiilasyon verimi %78,32 iken deneysel
enkapsiilasyon verimi %79,51+0,36 olarak bulunmustur. KBU ile LPC probiyotik
bakterilerinin enkapsiilasyonunda optimum kosullar; Karistirma sicakligi igin 26,82°C,
karigtirma zamani i¢in 15,15 dk ve KBU miktar i¢in 1,38 g olarak belirlenmistir. LPC
icin tahmini enkapsiilasyon verimi %78,19 iken deneysel enkapsiilasyon verimi
%74,98+0,20 olarak bulunmustur. Her iki probiyotik bakteri i¢cin de modelin tahminleri
deneysel sonuglarla genel olarak uyumludur. Bulgular, Box-Behnken Dizayn modelinin
KBU ile LR ve LPC probiyotik bakterilerinin emiilsiyon yontemiyle enkapsiilasyonunda
maksimum enkapsiilasyon verimini dogru ve giivenilir bir sekilde tahmin ettigini

gostermektedir.

Karkar (2023) tarafindan yapilan bir c¢alismada, probiyotik bakterilerin
enkapsiilasyonunda kullanilan sicaklik, siire ve kaplama materyali miktar1 gibi
faktorlerin etkileri ve karsilikli etkilesimleri merkezi kompozit dizayn-yanit yiizey
yontemi ile incelenmistir. L. casei i¢in ekstraksiyon siiresi sabit tutuldugunda sicaklik
artisiyla birlikte enkapsiilasyon verimliliginde bir artis gézlenmistir. Benzer sekilde,
sicaklik sabit tutuldugunda, ekstraksiyon siiresi baslangicta verimliligi azaltmis ancak
belirli bir stireden sonra yeniden artirmistir. En yiiksek verimlilik, 36,5°C sicaklik,
142,47 dk ekstraksiyon siiresi ve %0,60 kaplama materyali miktariyla elde edilmistir. L.
acidophilus i¢in ise kaplama materyali miktar1 sabit tutuldugunda, ekstraksiyon siiresi
uzadikg¢a verimlilik azalmis, ancak kaplama materyali miktarinin artirilmasiyla verimlilik
tekrar artmustir. 36,5°C sicaklik, 145,41 dk ekstraksiyon siiresi ve %0,68 kaplama
materyali miktariyla maksimum enkapsiilasyon verimliligi elde edilmistir. Yanit-yiizey
grafikleri, sicaklik, siire ve kaplama materyali miktar1 arasindaki etkilesimleri gostererek

optimum enkapsiilasyon kosullarinin belirlenmesine olanak saglamistir.

Bagka bir ¢alismada (Rojas-Espina ve digerleri, 2024) kitosan-iniilin kaplama materyali
kullanilarak ekstriizyon yontemi ile olusturulan L. plantarum kapsiilleri dondurulup
kurutularak canliligin yiiksek oranda korunmasi amag¢lanmustir. L. plantarum kapsiilleri,

farkli konsantrasyonlarda CaCly, kitosan ve iniilin kullanilarak yanit ylizey yontemi ile
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birlestirilmis Box-Behnken dizayni ile gelistirilmistir. Optimum kosullar (%1,84 CaCly,
%1,04 kitosan ve %I1,4 inulin), mikroenkapsiillerin fiziksel stabilitesini, bakteri
canliligmi ve gastrointestinal kosullara dayanikliligini artirmada 6nemli bir rol
oynamistir. Bu konsantrasyonlar hem kapsiiliin mekanik 6zelliklerini hem de prebiyotik
katkinin etkisini dengeleyerek ytiksek canlilik oran1 (%68,33) elde edilmesini saglamistir.
Elde edilen tahmini ve deneysel veriler, modelin gegerliligini dogrulamis ve sonuglar,

hiicre canlilig1 i¢in deneysel degerlerin tahmini degerlerle uyumlu oldugunu gostermistir.

4.4. KBU ile KBU-LR ve KBU-LPC Kkapsiillerinin fizikokimyasal 6zellikleri

KBU ve KBU-LR ve KBU-LPC kapsiillerinin belirlenen toplam seker, toplam yag,
toplam protein, toplam diyet lif, kuru madde, nem, titre edilebilir asitlik ve kiil igerikleri
Cizelge 4.9°te verilmistir. Elde edilen veriler MINITAB 17.0 (Minitab Inc., State College,
PA) istatistik programi kullanilarak tek yonliic ANOVA ile analiz edilmistir. KBU ile
KBU-LR ve KBU-LPC kapsiillerinin her bir fizikokimyasal 6zellik i¢in ayr1 olarak
p<0,01 diizeyinde karsilastirmalar1 gergeklestirilmistir.

KBU i¢in toplam seker miktar1 %47,70+0,67 olarak tespit edilirken KBU-LR ve KBU-
LPC kapsiilleri i¢in tespit edilememistir. Probiyotik bakterilerin karbohidratlar1 enerji
kaynagi olarak fermente ettigi bilinmektedir (Dogan, 2011). Enkapsiilasyon siirecinde
karbohidratlar pargalanarak seker miktarinda azalma meydana gelmis ve seker miktarinin
Ol¢iilemeyecek seviyelere diismiis olabilecegi diisliniilmektedir. KBU’nun yag igerigi
oldukca diisiik oldugu i¢in toplam yag miktar1 6l¢lim sinirlarinin altinda kalmistir. Bu
durum, probiyotik bakterilerin varligiyla da degismemistir. Protein miktar1 KBU igin
%4,61+0,25 ile diisiik seviyede iken KBU-LR ve KBU-LPC kapsiilleri igin sirasiyla
%14,37+0,78 ve %17,56+0,95 olarak artis gdstermistir. Probiyotik bakterilerin kendi
biyokiitle proteinlerinin (hiicre duvari proteinleri ve enzimler gibi) varligi (Chapot-
Chartier ve Kulakauskas, 2014) enkapsiilasyon sonrasi protein igeriginin artigini
aciklamaktadir. KBU-LPC kapsiiliiniin protein miktarinin KBU-LR kapsiiliinden yiiksek
olmasi, LPC’nin biyokiitlesinin daha yogun olabilecegini ya da KBU ile daha yiiksek
oranda etkilesime girmis olabilecegini gostermektedir. Diyet lif igerigi KBU ig¢in

%35,3+1,35 olarak tespit edilirken KBU-LR ve KBU-LPC kapsiilleri igin sirasiyla
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%74,8+2,86 ve %74,9+2,87 olarak artis gostermistir. Bu artis, KBU’da karbohidratlarin
bir kisminin diyet lif benzeri yapilar haline doniismesiyle aciklanabilir. KBU,
%97,66+0,004 ile yiiksek bir kuru madde igerigine sahiptir. KBU-LR ve KBU-LPC
kapsiilleri i¢in kuru madde igerigi sirastyla %95,444+0,01 ve %100+0,01 olarak degisim
gostermistir. KBU-LR kapsiiliinde kiiciik bir azalma gozlenirken, KBU-LPC kapsiilii
%100’e ulasmistir. Bu durum, probiyotiklerin dogrudan nem igerigini degistirebilecegini
veya kurutma isleminin probiyotiklerin aktiviteleri ve canlilik oranlar1 gibi etkilere
sebebiyet verebilecegini gostermektedir. KBU i¢in asitlik degeri %1,02+0,04 olarak
tespit edilmistir. KBU-LR ve KBU-LPC kapsiilleri icin asitlik degerleri sirasiyla
%0,66+0,03 ve %0,60+0,02’ye diismiistiir. Bu durum, probiyotik bakterilerin
fermentasyon sirasinda karbohidratlar1 metabolize etmesiyle iliskilendirilebilir. KBU,
%2,61+0,20 ile disiik kiil oranina sahiptir. KBU-LR ve KBU-LPC kapsiillerinin kiil
miktar1 sirasiyla %3,39+0,19 ve %4,13+0,09 olarak artis gostermistir. Probiyotik
bakterilerin metabolik faaliyetleri sonucu kapsiillerdeki minerallerin artmasiyla kiil
miktarinda artis gergeklestigi sOylenebilir (Khan ve digerleri, 2024). KBU-LPC
kapsiiliindeki daha yiiksek kiil orani, LPC’nin daha fazla mineral metabolize ettigini

gostermektedir.
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Cizelge 4.9. KBU ile KBU-LR ve KBU-LPC kapsiillerinin fizikokimyasal 6zellikleri

Fizikokimyasal

Ozellik (%) KBU KBU-LR KBU-LPC
Toplam seker 47,70+0,67 te te
Toplam yag te te te
Toplam protein 4,61+0,25¢ 14,37+0,78° 17,56+0,95
Diyet Iif 35,3+1,35° 74,8+2,86° 74,942 872
Kuru madde 97,66+0,004° 95,44+0,01° 100+0,012
Nem 2,34+0,004° 4,56+0,01° te
Asitlik (asetik asit) 1,02+0,042 0,66+0,03" 0,60+0,02°
Kiil 2,61+0,20° 3,39+0,19° 4,13+0,09?

KBU: kegiboynuzu unu, LR: L. rhamnosus, LPC: L. paracasei, te: tespit edilemedi
a-c: Kiiclik harfler bir fizikokimyasal 6zellikteki farkli 6rnekler arasinda istatistiksel
olarak anlamli farkli gruplart géstermektedir (p<0,01).

Konak vd. (2023) tarafindan yapilan bir ¢alismada kegiboynuzu ununun kimyasal
bilesimi belirlenmistir. Kuru madde %95,44+1,26, ham protein %7,284+0,13, yag
%0,50+0,01, kiil %3,11+0,01 ve toplam diyet lif %47,14+1,71 olarak bulunmustur.

Bagka bir calismada (Ayad ve digerleri, 2023) olgunlasmis keciboynuzu meyveleri,
Cezayir’in kuzeydogusundaki Jijel bolgesinden (Djimla ve El-Milia) toplanmis, toz hale
getirilmis ve fizikokimyasal Ozellikleri analiz edilmistir. Djimla bolgesinde islem
gormemis kegiboynuzu posasi tozlarinda toplam titre edilebilir asitlik (asetik asit)
%1,16+0,01, nem %13,13+0,003, kuru madde %86,88+0,005, kiil %2,72+0,002, protein
%4,65+0,09 ve toplam seker %26,8+1,34 olarak tespit edilmistir. EI-Milia bolgesinde
islem gérmemis keciboynuzu posasi tozlarinda toplam titre edilebilir asitlik (asetik asit)
%0,85+0,007, nem %13,11+0,005, kuru madde %86,89+0,003, kil %3,04+0,001, ham
protein %4,79+0,04 ve toplam seker %27,743,86 olarak tespit edilmistir.

Kili¢ vd. (2022) tarafindan yapilan baska bir ¢alismada baklagil tohumlarindan izole

edilen serbest ve enkapsiile edilmis laktik asit bakterileriyle iretilen yogurtlarin

fizikokimyasal 0Ozellikleri karsilastirilmistir.  Kapsiillenmis  bakterilerle iiretilen
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yogurtlarda 1, 7 ve 14. giinde daha yiiksek bakteri canliligina (sirasiyla 11,21+0,04 kob/g,
11,04+0,15 kob/g ve 10,92+0,03 kob/g) ek olarak daha yiiksek pH degeri (sirasiyla
4,81+0,01, 4,87+0,03 ve 4,93+0,02) ve kuru madde igerigi (sirasiyla %17,82+0,71,
%17,994+0,59 ve %17,81+0,19) tespit edilmistir. Kapsiillenmis bakterilerle tiretilen
yogurtlarda 1. giin i¢in daha yiiksek titre edilebilir asitlik (laktik asit cinsinden)
(%0,65+0,07), 7. ve 14. giin i¢in daha diisiik titre edilebilir asitlik (sirasiyla %0,62+0,06
ve %0,60+0,05) tespit edilmistir.

4.5. KBU ile KBU-LR ve KBU-LPC Kkapsiillerinin karakterizasyonu

KBU, sterilize edilmis (121°C, 1 dk) KBU, KBU-LR ve KBU-LPC kapsiilleri ve pektinin
yapisal karakterizasyonu i¢in gerceklestirilen FTIR analizine ait spektrumlar Sekil 4.5°te

verilmigtir.

FTIR spektrumlari incelendiginde 3400-3200 cm™ dalga say1s1 araligindaki absorpsiyon
O-H gruplarinin gerilme titresimini gostermektedir (Song ve digerleri, 2020). 3000-2800
cm? araligindaki spektrum bandi ise metil grubunun C-H gerilme titresimine karsilik
gelmektedir (Mahmud ve digerleri, 2022). Bu spektrum bantlarina ait pikler
enkapsiilasyon sonrasi yapida biiyiik bir degisim meydana geldigini gostermektedir. 1731
cmt, pektinin yapisinda bulunan metil ester gruplarindaki C=0O grubunu temsil eder.
1700-1500 cm arahigindaki pikler ise amid I ve amid II tipi gruplari temsil etmektedir
(Acordi Menezes ve digerleri, 2018; Demir ve digerleri, 2021; Karrar ve digerleri, 2021).
1533-1731 cm™ araligindaki pikler amidler veya protein yapilarindaki C=0 ve N-H
titresimleriyle uyumludur. 800-1200 cm™ araliginda genis bir spektrum band,
karbohidrat parmak izi bolgesini igaret etmektedir. Polisakkaritlere ait C-O ve C-C
gerilme titresimleri ile uyumlu oldugu goriilmektedir. Enkapsiilasyon islemi sonucunda
ozellikle protein (1500-1600 cm™ aralig1) ve karbohidrat (1000-1200 cm™ aralig)
bolgelerinde belirgin degisiklikler gézlemlenmistir. Bu, probiyotik bakterilerin yapiya
baglanmasin1 ve KBU ile etkilesime gectigini desteklemektedir. Sterilizasyon islemi ise
KBU’nun yapisinda kimyasal bir degisiklige yol agmamis, spektrumda minimal

farkliliklar meydana gelmistir. Ancak probiyotik bakterilerin eklenmesi, spektrumda daha
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belirgin yapisal degisikliklere neden olmustur. Bu degisiklikler probiyotik bakterilerin

basarili bir sekilde enkapsiile edildigini gostermektedir.
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Sekil 4.5. FTIR spektrumlari. A) Pektin B) Sterilize edilmis KBU C) KBU D) KBU-LPC
kapsiilii E) KBU-LR kapsiilii
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KBU, sterilize edilmis (121°C, 1 dk) KBU, KBU-LR ve KBU-LPC kapsiillerinin SEM
goriintiileri aliarak morfolojileri incelenmistir. Sekil 4.6’da verilen KBU yiizeyinde
yapinin igeriginden kaynakli 6beklesmelerden dolay1 diizensiz bir yapiya sahip oldugu
goriilmektedir. Sterilizasyon isleminin ardindan yiiksek sicaklik ve basing nedeniyle yap1
icerigindeki molekiiller arasi etkilesimlerin zayiflamasindan dolay1 obeklesmelerin
acilarak KBU yiizeyinde diizlesmelerin oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.7). Sekil 4.8 ve
Sekil 4.9’da sirastyla KBU-LR ve KBU-LPC kapsiillerinin farkli biiylitme oranlarinda
SEM gorintiileri verilmigtir. Her iki kapsiil goriintiisiinde de probiyotik bakterilerin
olusturdugu kabartilar goriilmekte ve bakterilerin KBU yiizeyine gomildigi
anlasilmaktadir. Dondurularak kurutulmus kapsiillerin kirisik, diizensiz ve ¢okiik yiizey
morfolojisi sergiledigi bilinmektedir (Ivanovska ve digerleri, 2012). Liyofilizasyon
sonrasinda gdzlemlenen gozenekli ylizeyler, dondurma sirasinda kalan buz kristalleri
veya hava kabarciklari nedeniyle olusmustur. Enkapsiilasyon islemi, probiyotik
bakterilerin basarili bir sekilde KBU yilizeyine tutunmasimi saglayarak KBU’nun

morfolojik yapisini degistirmistir.
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4.6. In vitro gastrointestinal sindirimde LR ve LPC probiyotik bakterilerinin

canhhklar

In vitro gastrointestinal sindirim kosullarinda serbest ve enkapsiile edilen LR ve LPC
probiyotik bakterilerinin canliliklar1 incelenmistir. Calismada, SGF (bkz. Sekil 3.6), SIF
(bkz. Sekil 3.7) ve ardisik olarak SGF ve SIF (bkz. Sekil 3.8) ortamlarinda
probiyotiklerin canliliklarin1  degerlendirmek i¢in modifiye edilmis yontemler
kullanilmistir. Serbest ve enkapsiile edilen LR ve LPC probiyotik bakterilerinin in vitro
gastrointestinal sindirim sonrasi belirlenen canli hiicre sayisi (log kob/mL-g) Cizelge
4.10°da, canlilig1 (%) ise Cizelge 4.11°de verilmistir. Ayrica in vitro gastrointestinal
sindirimin bakteri canliliklarina etkisi Sekil 4.9 ve Sekil 4.10’da grafiksel olarak

gorsellestirilmistir.

Serbest LR ve LPC probiyotik bakterilerinin canliliklari, mide sindirimi siiresince hizla
azalmis ve LR i¢in 60 dk, LPC i¢in ise 30 dk mide sindiriminin ardindan tespit edilemez
diizeye gelmistir. Probiyotik bakteri kapsiilleri mide ortaminin asidik kosullarina ve
enzim etkisine karst daha dayanikli olmustur. LR kapsiillerinin canliligi, 120 dk mide
sindirimi sonunda %56,74 ile korunurken LPC kapsiilleri i¢in ise bu canlilik %96,93
olarak belirlenmistir. Bagirsak sindiriminde, serbest LR ve LPC probiyotik bakterileri
yiiksek bir canlilik gostermistir. Serbest LR ve LPC igin canlilik oranlari sirasiyla
%106,13 ve %85,35 seviyelerinde bulunmustur. Probiyotik bakteri kapsiillerinde ise
canlilik oranlar1 LR kapsiilleri i¢in %111,48, LPC kapsiilleri i¢in ise %108,36 olarak
tespit edilmistir. Bagirsak sivisini taklit eden notr veya hafif alkali pH degerine sahip SIF
ortami, Ozellikle Lactobacillus ve Lacticaseibacillus tiirleri gibi ¢ogu probiyotik
bakteriler i¢in uygun bir ortam saglayarak, bakterilerin canliligini ve gelisme sansini
artirmaktadir (Stasiak-Rozanska ve digerleri, 2021). Serbest LR ve LPC probiyotik
bakterilerinin simiile mide ve bagirsak ortamlarindaki ardisik sindirimi, bakteri
canliliklarini biiytik 6l¢iide azaltmis ve tespit edilemez diizeylere geriletmistir. Probiyotik
bakteri kapsiillerinde ise mide ortamindan bagirsak ortamina gegis sonrasi canlilik
oranlar1 6nemli 6l¢iide korunmustur. Ardisik sindirim sonrasi canlilik LR kapsiilleri i¢in
%47,63, LPC kapsiilleri i¢in ise %90,52 olarak tespit edilmistir. LPC kapsiilleri, LR

kapsiillerine kiyasla sindirim siirecinde daha yiiksek canlilik oranlar1 gdstermistir. Bu
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durum, bakteri tiirleri arasindaki dayaniklilik farkliliklari ile agiklanabilir (Reale ve
digerleri, 2015). Enkapsiilasyon islemi, gastrointestinal sindirim boyunca probiyotik
bakterilerin canlilig1 i¢in iyi bir koruma saglamistir. Kaplama materyali olarak kullanilan
KBU, probiyotiklerin mide asidinden korunmasina ve bagirsak ortamina canli bir sekilde
ulagsmasina olanak tanimistir. Bu bulgular, probiyotik bakterilerin gastrointestinal
sindirime dayanikliligini artirmak i¢in enkapsiilasyon teknolojisinin Oonemli bir arag
oldugunu gostermektedir. Ayrica, prebiyotik materyallerle yapilan duvar matris
kombinasyonlarinin sinbiyotik kapsiiller olusturmasi, probiyotiklerin etkinligini artirarak
fonksiyonel gida sektoriinde basarili sonuglar elde edilmesini saglamaktadir (Ta ve

digerleri, 2021; Soto ve digerleri, 2023).
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Cizelge 4.10. LR ve LPC probiyotik bakterilerinin in vitro gastrointestinal sindirim
sonrasi belirlenen canli hiicre sayisi

> Sir?.di ri.m SerbestY Enkapsiile? SerbestY Enkapsiile?
< SE‘JE)S‘ LR LR LPC LPC
%
Baslangic 7,01+0,01 5,49+0,01 8,67+0,01 5,38+0,01
0 4,7140,01 4,30+0,14 5,94+0,19 4,54+0,06
30 1,50+0,14 3,33+0,07 te 4,90+0,11
Lgl; 60 te 3,45+0,05 te 5,18+0,10
90 te 3,23+0,11 te 5,22+0,01
120 te 3,1240,12 te 5,22+0,02
0 7,11+0,03 5,21+0,13 6,99+0,17 5,07+0,13
30 7,34+0,08 5,84+0,01 7,20+0,15 5,52+0,13
= 60 7,24+0,01 5,90+0,05 6,94+0,06 5,77+0,01
90 7,44+0,08 6,09+0,14 7,24+0,15 5,68+0,01
120 7,44+0,10 6,15+0,04 7,40+0,13 5,83+0,08
0 4,7140,01 4,30+0,14 5,9440,19 4,54+0,06
30 1,50+0,14 3,33+0,18 te 4,90+0,11
60 te 3,45+0,05 te 5,18+0,10
" 90 te 3,23+0,11 te 5,22+0,01
f 120 te 3,12+0,16 te 5,22:0,02
L 120 te 2,49+0,16 te 5,06+0,16
@ 150 te 2,64+0,08 te 4,98+0,09
180 te 2,85+0,08 te 4,81+0,12
210 te 2,84+0,23 te 4,88+0,14
240 te 2,62+0,02 te 4,87+0,13

“ortalamazstandart sapma (iki tekrar), ?log kob/g, *log kob/mL

LR: L. rhamnosus, LPC: L. paracasei, SGF: simiile mide sivisi, SIF: simiile bagirsak

s1visl, te: tespit edilemedi
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Cizelge 4.11. LR ve LPC probiyotik bakterilerinin in vitro gastrointestinal sindirim

sonrasi belirlenen canliligi (%)

|<§£ Slsr:ltilersllm Serbest Enkapsiile Serbest Enkapsiile
~ LR LR LPC LPC
x (dk)
0 67,05:0,20  78,32+2,58  68,45+220  84,39+1,05
30 21,40£2,02  60,66+3,35 te 91,08+2,10
é 60 te 62,75+0,90 te 96,28+1,84
90 te 58,74+1,93 te 97,03+0,26
120 te 56,74+2,19 te 96,93+0,39
0 101,4340,40  94,8142,45  80,62+1,96  94,14+2,50
30 104,64+1,11  106,38+0,26  82,99+1,71  102,60+2,37
= 60 103,2140,10  107,38+0,90  80,05+1,35  107,16+2,50
90 106,06+1,11  110,93+2,58  83,45+2,09  105,48+0,13
120 106,13+1,41  111,48+0,77  85,35+1,47  108,36+1,58
0 67,05:0,20  78,32+2,58  68,45+220  84,39+1,05
30 21,40£2,02  60,66+3,35 te 91,08+2,10
60 te 62,75+0,90 te 96,28+1,84
" 90 te 58,74+1,93 te 97,03+0,26
f 120 te 56,74+2,19 te 96,93+0,39
s 120 te 45,362,83 te 94,05+5,95
@ 150 te 48,09+1,55 te 92,47+1,71
180 te 51,82+1,42 te 89,31+2,23
210 te 51,64:4,25 te 90,71+2,63
240 te 47,630,39 te 90,52+:2,37

“ortalamazstandart sapma (iki tekrar)
LR: L. rhamnosus, LPC: L. paracasei, SGF: simiile mide sivisi, SIF: simiile bagirsak

s1visl, te: tespit edilemedi
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Sekil 4.10. In vitro gastrointestinal sindirimin LR canliligina etkisi. A) SGF ortami1
B) SIF ortam1 C) Ardisik olarak SGF ve SIF ortami1
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Sekil 4.11. In vitro gastrointestinal sindirimin LPC canliligina etkisi. A) SGF ortami1
B) SIF ortam1 C) Ardisik olarak SGF ve SIF ortami1
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Literatiirde yer alan bir ¢alismada (Zubair ve digerleri, 2023) taro nisastasi ve sodyum
aljinat, L. rhamnosus’un ekstriizyon yontemiyle enkapsiilasyonu i¢in kaplama materyali
olarak kullanilmigtir. Serbest ve enkapsiile edilmis probiyotik bakterilerin simiile edilmig
gastrointestinal kosullarda ve gida modelinde (cheddar peyniri) canliliklar
degerlendirilmistir. Probiyotik bakteri canliligindaki azalma; serbest bakteri i¢in 7,84 log
kob/mL, taro nisastasi ile enkapsiile edilen bakteri i¢in 1,78 log kob/mL ve aljinat ile
enkapsiile edilen bakteri i¢in 2,81 log kob/mL olarak tespit edilmistir. SGF ve SIF
ortamlarinda 120 dk sonunda en yiiksek canlilik degeri taro nisastasi ile enkapsiile edilen
bakteriler i¢in kaydedilmistir (sirastyla 8,21+0,02 log kob/mL ve 7,61+0,01 log kob/mL).
Aljinatin daha biiyiikk gozenek yapisi nedeniyle daha diisiik bir hayatta kalma orani
sagladigr bildirilmigtir. Cheddar peynirinde, enkapsiile edilmis probiyotiklerin
kullanilmasiyla yiiksek probiyotik bakteri canliligi elde edilmistir. Kapsiillenmis
probiyotiklerin gida iiriinlerinde etkin bir sekilde kullanilabilecegi ve etkinliklerinin

korunabilecegi ifade edilmistir.

Xiao vd. (2020) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, siit protein izolat1 ve siit protein izolati-
ksantan gam ikilisi ile katman-katman kapsiile edilmis L. bulgaricus ve L. paracasei’nin
simiile edilmis gastrointestinal kosullarda (SGF, safra ¢ozeltisi ve SIF) canliliklar
degerlendirilmistir. SGF ortaminda serbest probiyotik bakterilerin canliligi 5,02 log
kob/mL birimlik azalirken, siit protein izolat1 ile enkapsiile edilen probiyotik bakterilerin
canliliklar1 2,11 log kob/g birim, siit protein izolati-ksantan gam ile enkapsiile edilen
probiyotik bakterilerin canliliklari ise 1,34 log kob/g birim azalmistir. Kapsiillerin SGF
ortamina karsi direnclerinin serbest bakterilerinkinden oldukg¢a yiiksek oldugu
goriilmistiir. Benzer sekilde safra ¢ozeltisinde de serbest bakterilerin canliliklar1 5,94 log
kob/mL birimlik azalirken, siit protein izolat1 ile enkapsiile edilen probiyotik bakterilerin
canliliklart 3,47 log kob/g birim, siit protein izolati-ksantan gam ile enkapsiile edilen
probiyotik bakterilerin canliliklar1 2,27 log kob/g birim azalmistir. SGF ve safra ile
karsilastirildiginda SIF’nin probiyotiklere verdigi zarar ¢ok daha azdir. Hem serbest
bakterilerin hem de kapsiillerin canlilig1 SIF ortamindan sonra 7 log kob/mL-g degerinin

tizerinde tespit edilmistir.
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Yapilan bagka bir ¢alismada (de Matos-Jr ve digerleri, 2019) serbest halde bulunan ve
jelatin-arap gam: kompleksiyle kaplanmis kat1 lipit mikropartikiillere immobilize edilen
iki probiyotik susunun simiile edilmis gastrointestinal sivilara karsi toleransini
degerlendirilmistir. Serbest L. paracasei BGP1 ve L. rhamnosus 64 suslarinin simiile
edilmis gastrointestinal sivilara duyarliligi SGF’de 6nemli 6lgiide yiiksek bulunmustur.
Serbest L. rhamnosus 64 bakteri canliligi 1,31 log kob/mL azalirken, serbest L. paracasei
BGP1 bakteri canliligi 3,37 log kob/mL azalmistir. Ancak, SIF nin etkisi her iki sus i¢in
de diisiik olmustur. 180 dk siireyle SIF’ye maruz kalan L. rhamnosus 64 ve L. paracasei
BGP1 bakterilerinin canliligi sirasiyla 1,64 ve 1,71 log kob/mL azalmigtir. SGF’de
enkapsiile edilmis L. paracasei BGP1 bakteri canliligi 0,66 log kob/g, enkapsiile edilmis
L. rhamnosus 64 bakteri canliligi 1,13 log kob/g azalma gostermistir. SIF’de ise
enkapsiile edilmis L. paracasei BGP1 bakteri canliligi 0,75 log kob/g azalirken,
enkapsiile edilmis L. rhamnosus 64 bakteri canlilig1 0,63 log kob/g azalmistir. Calisma
sonucunda gastrointestinal sindirim siirecinde enkapsiilasyon islemlerinin probiyotik

bakteri canliligin1 koruma konusunda etkili oldugu bildirilmistir.

4.7. Depolama kosullarinda LR ve LPC probiyotik bakterilerinin canhliklari

Serbest ve enkapsiile edilen LR ve LPC probiyotik bakterilerinin depolama kosullarindaki
canliliklar1 degerlendirilmistir. Ornekler, ii¢ farkli sicaklikta (+24°C, +4°C ve -24°C), 28
giin boyunca depolanmis ve mikrobiyolojik analizler, depolamanin 0., 7., 14., 21. ve 28.
giinlerinde gergeklestirilmistir. Serbest ve enkapsiile edilen LR ve LPC probiyotik
bakterilerine ait canli hiicre sayis1 (log kob/mL-g) Cizelge 4.12°de, canliligi (%) ise
Cizelge 4.13’te verilmistir. Elde edilen veriler MINITAB 17.0 (Minitab Inc., State
College, PA) istatistik programi kullanilarak ii¢ yonlii ANOVA ile analiz edilmistir.
Sicaklik, depolama siiresi ve bakteri tiirliniin canli hiicre sayis1 ve canlilik iizerindeki
etkileri, p<0,01 diizeyinde istatistiksel olarak karsilastirilmistir. Depolama siiresi ve farkli
sicakliklarin serbest ve enkapsiile edilen LR canliligina etkisi Sekil 4.11°de LPC etkisi
Sekil 4.12°de gosterilmistir.
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+24°C’de serbest LR ve LPC probiyotik bakterilerinde depolama siiresi boyunca canlilik
azalmis, 28. giinde sirasiyla %80,40+0,24 ve %80,67+0,32’ye ulagmistir. Enkapsiile
edilen probiyotik bakterilerde, sicakligin etkisi daha belirgin olmus ve canlilik daha hizli
diismiistiir. 28. giin sonunda KBU-LR kapsiillerinin bakteri canlilig1 %37,83e diiserken,
KBU-LPC kapsiillerinde canlilik tespit edilememistir. +24°C’de depolanan enkapsiile
probiyotik bakteriler, istatistiksel olarak serbest probiyotik bakterilerden anlamli sekilde
ayrilmakta ve daha diisiik canlilik degerleri gostermektedir (p<0,01). Bu durumun, dogal
bir kaplama materyali olarak kullanilan KBU’nun oda sicakliginda yapisinin bozulmasi
sonucu kapsiillerin  bakteriler iizerindeki koruyucu etkisinin azalmasindan
kaynaklanabilecegi kanisina varilmistir (Higl ve digerleri, 2007; Heidebach ve digerleri,
2010). +4°C’de serbest LR ve LPC probiyotik bakterilerin canlihigi, 28 giinliik
depolamanin sonuna kadar %95’in {izerinde seyretmistir. LR ve LPC probiyotik bakteri
kapsiillerinin depolamanin 28. giinlindeki canliliklar1 ise sirasiyla %96,884+2,56 ve
%95,05£1,56 olarak tespit edilmistir. +4°C, serbest ve enkapsiile edilen probiyotik
bakterilerin uzun siire korunmasinda ideal bir ortam olmustur (p<0,01). -24°C’de serbest
LR ve LPC probiyotik bakterilerin canliliginda belirli bir azalma meydana gelmis ve 28.
giin sonunda canlilik LR ic¢in 86,99+1,62 iken, LPC icin %90,30+0,73 olarak
belirlenmistir. Probiyotik bakteri kapsiilleri ise -24°C’de en iyi performansi sergilemis,
her iki probiyotik bakteride de canlilik depolama siiresince oldukga yiiksek bulunmustur
(28. giinde LR Kkapsiilleri i¢in %106,50+0,12 ve LPC kapsiilleri i¢in %98,74+1,22).
-24°C’de enkapsiile edilen probiyotik bakterilerin canlilik degerleri diger sicakliklarda
depolanan bakterilere kiyasla istatistiksel olarak daha yiiksek bulunmustur (p<0,01).
Probiyotik bakterilerin +4°C ve -24°C sicaklik kosullarinda depolanmasinda
enkapsiilasyon isleminin probiyotik bakterilerin stabilitesini korumada daha etkili oldugu
goriilmiistiir. LR nin depolama kosullarinda LPC’ye kars1 daha dayanikli bir tiir oldugu
ve -24°C’de depolamanin KBU-probiyotik bakteri kapsiillerinin stabilitesini artirarak

canli hiicre sayisinda artis sagladig goriilmektedir.
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Cizelge 4.12. LR ve LPC probiyotik bakterilerinin depolama sonrast belirlenen canli

hiicre sayisi

X | Depolama
— Serbest? Enkapsiile? Serbest? Enkapsiile?
AT LR LpC LpC
wn
0 8,73+£0,04°  6,08+0,24"K!™ 8 7840,012 6,37+0,04")
7 7,58+0,08%"  5,41+0,14™°  7,65+0,08%f 5,17+0,18°
E: 14 6,53+0,01™ 4,07+0,11P 6,920,089 3,57+0,124
¥ 21 6,92+0,119 3,00:£0,14" 6,76+0,089" 2,60+0,01°
28 7,020,029 2,30+0,01° 7,080,039 te
0 8,73+0,04  6,08+0,241%!m 8 78+0,012 6,37+0,04")
7 8,51+0,01P¢  6,20+0,18*! 8 62+0,062P 6,33+0,18"
g 14 8,54+0,06*>¢  500+0,16%'™  8,57+0,03%0¢  5,86+0,23"™
* 21 8,34+0,04°  627+0,187K  §58+0,08%0¢  581+0,16"
28 8,78+0,03%  5.89+0,58Klm  873+0,012  6,05+0,10M!M
0 8,73+£0,04*  6,08+0,24"K!m 8 7840,012 6,37+0,04")
7 8,200,119  6,08+0,07Km  7.87+0,04%¢"  6,24+0,06" k!
O
o 14 7,88+0,04%%F  6,51+0,02"  7,86+0,099¢T  524+0,08°
o 21 7,52+0,14f 6,37+0,01" 7,55+0,198"  574+0,11™"
28 7,59+0,14%F  6,48+0,01™  7,93+0,06%¢ 6,29+0,08"]

“ortalamazstandart sapma (iki tekrar), ¥ log kob/mL, ¢ log kob/g
LR: L. rhamnosus, LPC: L. paracaseli, te: tespit edilemedi

a-s: Kiigiik harfler, sicaklik, depolama zamani ve probiyotik bakteri tiirliniin canli hiicre
say1st izerindeki istatistiksel olarak anlamli farkli gruplarin1 gostermektedir (p<0,01).
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Cizelge 4.13. LR ve LPC probiyotik bakterilerinin depolama sonrasi belirlenen canliligi (%)

é Depolama zamani Serbest Enkapsiile Serbest Enkapsiile
S (giin) LR LR LPC LPC
()]
7 86,88+0,97"° 88,98+2,33'mno 87,16 +£0,97™"° 81,23+2,89¢
O 14 74,84+0,16° 66,86+1,74 78,85+0,974" 56,01+1,89"
cf{n 21 79,26+1,2297 49,34+2,33" 76,97+0,89" 40,85+0,22"
28 80,40+0,249 37,83+0,01% 80,67+0,32% te
7 97,54+0,01&f9n 101,89+2,91P¢d 98,16+0,73%2f9 99,45+2,89¢d.ed
O 14 97,82+0,739&fgh 96,962,679 97,650,328 92,07+3,55'5k!
of{ 21 95,59+0,495eh 103,04+2,912b¢ 97,76:+0,97¢¢f9h 91,28+2,441k!Im
28 100,63+0,320¢4¢ 96,88+2,56%19N 99,47+0,16%%ef 95,051,568
7 93,981,309k 100,00:1,16%4¢ 89,67+0,48mno 98,040,894 fgh
O 14 90,26+0,41kLmn 106,99+0,352 89,50+1,05"mno 82,33+1,33P4
N 21 86,19+1,62M°P 104,69+0,12%" 85,97+2,18°F 90,10+1,67¢mne
28 86,99+1,62"° 106,50+0,122 90,30+0,73khmn 98,74+1,229¢f9

“ortalamazstandart sapma (iki tekrar)

LR: L. rhamnosus, LPC: L. paracaseli, te: tespit edilemedi
a-w: Kiiciik harfler, sicaklik, depolama siiresi ve bakteri tiiriiniin canlilik iizerindeki istatistiksel olarak anlamli farkli gruplarini
gostermektedir (p<0,01).



120

100 o

80

60

% Canlilik

40

20

120

100 »

80

60

% Canlilik

40

20

120

100 o

30

% Canlilik
(=)
o

...
".'-. ey LR EREERT ]
-.-'..- .
‘e.,
”"..
-,...
7 14 21 28

Depolama zaman1 (giin)

vs®s
=::::n-..-|='.:'....,'.'.t-cr:'

7 14 21 28
Depolama zaman (giin)

...-"." LEEEEY TR L
o"*
[ LN .
L *"sa, @svovscec®
7 14 21 28

Depolama zaman (giin)

—e—Serbest LR
—o—Enkapsiile LR

35

—o— Serbest LR

—o—Enkapsiile LR
35

—o—Serbest LR

—o—Enkapsiile LR
35
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Literatiirde yer alan bir ¢alismada (Nuaman ve digerleri, 2024) L. rhamnosus GG
probiyotik bakterisi sodyum aljinat (SA), arabinoksilan ekstrakti (AX) ve SA-AX ile
enkapsiile edilerek bakterinin depolama kosullarindaki canliligi arastirilmigtir. L.
rhamnosus kapsiillerinin (1. giin sonunda 8,9 log kob/g) 28 giin boyunca 5°C sicaklikta
depolanmasi sonucunda canliliklarinda yaklasik 2 log kob/g’lik bir azalma oldugu
goriilmistiir. AX’in eklenmesiyle, kovalent ¢apraz baglar olusumunun polimer aginin
yapisini giiclendirerek faydali bir etki yarattigi bildirilmistir. Bu durum, depolama
sonunda AX-SA ile kapsiillenmis L. rhamnosus canliliginin en yiiksek (28. giin sonunda

6,6 log kob/g) olmasina neden olmustur.

Fredua-Agyeman (2024) tarafindan yapilan bir ¢alismada, L. acidophilus LA-5®
bakterisinin, ringer ¢ozeltisi, gliserol, yagsiz siit ve trehaloz gibi koruyucular kullanilarak
dondurularak kurutulmasi gerceklestirilmis ve ardindan 4°C ve 25°C’deki depolama
kosullarinda 3 giin, 7 giin, 10 giin, 14 giin, 28 giin, 2 ay, 3 ay ve 6 ay boyunca canlilig
incelenmistir. 4°C’de depolama kosulunda, ringer ¢ozeltisi kullanildiginda dondurularak
kurutmanin hemen ardindan tamamen canlilik kayb1 gozlemlenirken, gliserol
kullanildiginda 7 giin sonra tamamen canlilik kayb1 gézlemlenmistir. Yagsiz siit veya
trehalozda dondurularak kurutulmus hiicrelerde, genellikle 2 ay boyunca canlilik
korunmustur. 6 aylik depolama siiresi boyunca yagsiz siitle dondurularak kurutulmus
orneklerde canlilik daha yiiksek bulunmustur. 25°C’de depolama kosulunda ise yagsiz
sit veya trehalozla dondurularak kurutulmus hiicreler, depolamanm ilk 14 giinii
canliliklarini korumustur. Trehaloz, diger koruyucularla karsilastirildiginda 6 aylik
depolama siiresi sonunda hiicreleri korumada daha iyi performans gostermistir. Ringer
cozeltisi kullanildiginda dondurularak kurutmanin hemen ardindan tamamen canlilik
kayb1 gozlemlenirken, gliserol kullanildiginda 3 gilin sonra tamamen canlilik kaybi
gozlemlenmistir. Sonuglarin, dondurularak kurutulmus probiyotik bakterilerin 4°C’de
depolanmasimin hiicrelerin uzun siire yiiksek canlilikla kalmasini saglayabilecegini

gosterdigi bildirilmistir.
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Bagka bir ¢alisma kapsaminda B. lactis Bb-12 iceren kapsiiller, jelatin ve arap gami
kullanilarak kompleks koaservasyon yontemiyle iiretilmis, ardindan dondurarak kurutma
islemi uygulanmistir. Hem 1slak hem de kuru kapsiiller, 25°C (oda sicakligi), 7°C
(sogutma) ve -18°C (dondurma) sicakliklarinda depolanmistir. Oda sicakliginda
depolamada hem 1slak hem de kuru kapsiiller 90 giin boyunca canliliklarin1 koruyarak
sirasiyla 6,60 ve 9,45 log kob/g seviyelerinde tespit edilmistir. Dondurarak kurutma
islemi, probiyotiklerin igerisindeki artik suyu uzaklastirarak uzun siireli stabilite ve
korunma saglamistir. Sogutma sicakliginda, her iki kapsiil formu da 120 giin boyunca
canliliklarini 6 log kob/g’nin iizerinde korumus; ancak, 1slak kapsiiller baslangigta 14,47
log kob/g olan canlilik diizeyinin 8,83 log kob/g’ye diismesine ragmen, daha yiiksek bir
canlilik gostermistir. Bu durum, kurutma isleminin probiyotik hiicrelerde hasara yol
acarak depolama siiresince hayatta kalma oranini etkileyebilecegini gostermektedir.
Dondurma sicakliginda depolama, diger depolama sicakliklarina gore en yiiksek canliligi
saglamustir. Her iki kapsiil formu da 120 giin sonunda 6 log kob/g’nin tizerinde canlilik
gostermistir. Dondurma sicakliginin, probiyotiklere daha fazla stabilite saglayarak daha

uzun bir raf dmrii sundugu bildirilmistir (da Silva ve digerleri, 2018).
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5. SONUC

Bu calismada, nutrasotik ve farmasotik endiistrilerinde kullanilan besin degeri oldukga
yiiksek olan kegiboynuzu (Ceratonia siliqua L.) ununun antioksidan &zelligi, fenolik
bilesik igerigi ve fizikokimyasal dzellikleri incelenmistir. Ayrica probiyotik bakterileri
enkapsiile etmek i¢in kaplama materyali olarak kullanilmis ve probiyotik bakterilerin in
vitro gastrointestinal sindirimde ve depolama siireglerinde canliliklarini koruma

potansiyeli degerlendirilmistir.

Calismanin ilk asamasinda KBU’nun ultrasonik destekli ekstraksiyonu ile fenolik bilesik
icerigi spektroskopik ve kromatografik analizlerle belirlenmistir. Spektroskopik
analizlerde asidik hidroliz igeren ¢oziicii ekstraktlarinin toplam fenolik madde, toplam
flavonoid, kondanse tanen ve antioksidan aktivite igeriklerinin ¢dziicii ekstraktlarina
kiyasla daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (sirasiyla 44,70+0,89 mg GAE/g KBU,
0,73+0,01 mg QE/g KBU, 55,05+2,00 mg CE/g KBU ve 43,84+1,12 mg TE /g KBU).
Kromatografik analiz sonucunda gallik asit, epigallokatesin gallat, siringik asit,
epikatesin gallat, neohesperidin, trans-sinnamik asit, hiperozid, kuersitrin ve apigenin
olmak tizere 9 fenolik bilesik tespit edilmistir. Gallik asidin ¢6ziicii ve asidik hidroliz
iceren ¢Oziicii ekstraktlarinda en yiiksek bulunan fenolik bilesik oldugu belirlenmistir
(sirastyla 2,18+0,01 mg/g KBU ve 2,54+0,04 mg/g KBU). Calismanin ikinci agamasinda
LR ve LPC probiyotik bakterilerinin maksimum enkapsiilasyon verimi ile emiilsiyon
yontemi kullanilarak enkapsiile edilebilmesi icin karistirma sicakligr (°C), karistirma
stiresi (dk) ve KBU miktar1 (g) onemli faktorler olarak sec¢ilmis ve Box-Behnken dizayni
kullanilarak kemometrik optimizasyonu gergeklestirilmistir. LR ve LPC probiyotik
bakterilerinin KBU ile enkapsiilasyonu igin optimum enkapsiilasyon kosullart sirastyla
karistirma sicakligi igin 26,97°C ve 26,82°C, karistirma zamani i¢in 33,24 dk ve 15,15
dk, KBU miktar1 i¢in ise 2,93 g ve 1,38 g olarak belirlenmistir. LR igin tahmini
enkapsiilasyon verimi %78,32 iken deneysel enkapsiilasyon verimi %79,51+0,36 olarak
bulunmusgtur. LPC igin ise tahmini enkapsiilasyon verimi %78,19 iken deneysel
enkapsiilasyon verimi %74,98+0,20 olarak bulunmustur. KBU, KBU-LR ve KBU-LPC
kapsiillerinin fizikokimyasal analizleri (toplam seker, toplam yag, toplam protein, toplam

diyet lif, kuru madde, nem, titre edilebilir asitlik ve kiil) gerceklestirilmistir. KBU’ nun
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yiiksek fenolik bilesik ve diyet lif igerigi (%35,3+1,35) ile fonksiyonel bir kaplama
materyali olarak seg¢ilmesinin uygun oldugu dogrulanmistir. KBU-LR ve KBU-LPC
kapstillerinin fizikokimyasal 6zellikleri KBU’ya gore onemli 6l¢lide degismistir. KBU,
sterilize KBU ve KBU-probiyotik bakteri kapsiillerinin karakterizasyon analizleri
gerceklestirilmistir. FTIR spektrumlari incelendiginde, enkapsiilasyon sonrasi 6zellikle
protein ve karbohidrat bolgelerinde belirgin degisiklikler meydana gelmis olup, bu durum
probiyotik bakterilerin KBU ile etkilesime girdigini gostermektedir. SEM goriintiileri ise,
enkapsiilasyon sonrasi probiyotik bakterilerin KBU yiizeyine gomiilii oldugunu ve bu
stiregte dnemli morfolojik degisikliklerin meydana geldigini gostermektedir. Caligmanin
ticlincii asamasinda, serbest ve enkapsiile edilen LR ve LPC probiyotik bakterilerinin, in
vitro gastrointestinal sindirim kosullarinda ve depolama siirecindeki canliliklar
incelenmistir. Enkapsiile edilen LR ve LPC probiyotik bakterileri, serbest LR ve LPC
probiyotik bakterilerine kiyasla in vitro gastrointestinal sindirim kosullarina kars1 daha
dayanikli olmustur. LPC, LR’ye kiyasla mide ve bagirsak ortamlarinda daha ytiksek
canlilik oranlar1 gostermistir. -24°C ve +4°C’de depolama sonrasi KBU-probiyotik
bakteri kapsiillerinin stabilitesi onemli dl¢iide korunurken, +24°C’de KBU-probiyotik
bakteri kapsiilleri daha diistik diren¢ gostermistir. LR nin depolama kosullarina LPC’ye
gore daha dayanikli oldugu ve -24°C’de depolamanin KBU-probiyotik bakteri
kapsiillerinin stabilitesini artirarak canli hiicre sayisinda artis sagladigi sonucuna

ulasilmustir.

Bu calismadan elde edilen sonuglar, potansiyel prebiyotik oOzellikteki KBU’nun
probiyotik bakterilerin enkapsiilasyonunda 6nemli bir etkiye sahip oldugunu ve bu yolla
probiyotik iriinlerin endiistriyel uygulamalari i¢in uygun bir yaklasim sunabilecegini
ortaya koymaktadir. Bu dogrultuda, KBU’ nun fonksiyonel gida iiriinlerinde kullanimi
arttirllarak hem insan saghgina hem de gida endiistrisine katki saglanabilecegi

ongoriilmektedir.
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