T.C.
MANISA CELAL BAYAR UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

YUKSEK Li§ANS TEZI
GIDA MUHENDISLIGI ANABILIM DALI
GIDA TEKNOLOJISi BiLiM DALI

ELEKTROEGIRME YONTEMI iLE MAYALARIN KOMPOZIT NANOLIiFLERE
ENKAPSULASYONU VE KONTROLLU SALIM OZELLIKLERININ
BELIiRLENMESI

INCIi ALP

Danmisman

DR. OGR. UYESI iSMAIL EREN

/

MANISA-2023



INCi ALP

TEZ ADI: ELEKTROEGIRME YONTEMIi iLE MAYALARIN KOMPOZIT NANOLIiFLERE
ENKAPSULASYONU VE KONTROLLU SALIM OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

2023




TEZ ONAYI

INCi ALP tarafindan hazirlanan " ELEKTROEGIRME YONTEMIi iLE
MAYALARIN KOMPOZ_.iT NANOLiFLERE ENKAPSfJLASYONU VE
KONTROLLU SALIM OZELLIKLERININ BELIRLENMESI " adli tez
¢aliymasi 02/08/2023 tarihinde agagidaki jiri liyeleri oniinde Manisa Celal Bayar

Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Gida Anabilim Dal’nda YUKSEK LiSANS
TEZI olarak savunulmus ve oycoklugu / oybirligi ile basarili olarak kabul edilmistir.

Danisman Dr. Ogr. Uyesi Ismail EREN

Manisa Celal Bayar Universitesi

Jiiri Uyesi Dr. Ogr. Uyesi Seval DAGBAGLI

Manisa Celal Bayar Universitesi

Jiiri Uyesi Dog. Dr. Seher KUMCUOGLU

Ege Universitesi



TAAHHUTNAME
Bu tezin Manisa Celal Bayar Universitesi Miithendislik Fakiiltesi Gida Miihendisligi

Boliimii’nde, akademik ve etik kurallara uygun olarak yazildigini ve kullanilan tim
literatiir bilgilerinin referans gosterilerek tezde yer aldigini beyan ederim.

iNCi ALP



ICINDEKILER

Sayfa
ICINDEKILER. ... I
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI.......ccccccoiiiiiiiiiiiniiieceee e 11
SEKILLER DIZENT ......cooooiiimiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e \%
TABLO DIZINI .....coooiiiiiiiiice e VI
TESEKKUR ......oooooiioioeeeeeeeeeeeeeeeee ettt ettt VII
OZET ...ttt ettt e et e e e e VIII
ABSTRACT ..ot e s e e IX
Lo GHRIS ..ot 1
2. GENEL BILGILER ......c.ccooiiiiiiiiiiiiinie et 6
2.1. Elektroegirme Teknolojisi..............cccooooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 6
2.1.2. Elektroegirme Teknolojisi Islem Parametreleri................ccccevevereureennnn... 9
2.2. Koaksiyel SiStem.............ccoooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiece e e 12
2.3. Probiyotik Bakteriler ve Mayalar................cc.cccooviiiiiiiiiiiiinniiiieeeeeee 13
2.4. Probiyotik Enkapsiilasyonu ve Proteinlerin Kullanimu ............................ 15
3. DENEYSEL KISIM (MATERYAL VE YONTEMLER)............c.cccccccovevnne.n. 22
BL . MAteryal.......cooonniiiiiiiiieee e e e e a e e e e 22
3.1.1. Maya ve Proteinlerin Temini .........ccccceeeeeiiiiiieeeeeeeiiiiiiieeeeeeeeeeveeeen 22
3.1.2. Kimyasal ve Biyokimyasal Malzemelerin Temini ...........cccccceeeeeunvnnnneen.. 22
3.1.3. Kullanilan Cihazlar ...t 22
R 1) 117 11 DO SO P P UPPPPRROP 23
3.2.1. EleKtroeZirme SiStemMi........cceuvviriiiieeeeieiiiiiiieeeeeeeeeeiiiieeee e e e e e e eeneaeeeas 23
3.2.2. Taramali Elektron Mikroskobu...........ccoccoiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee 23
3.2.3. Fourier Doniistimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) Analizi ................ 24
3.2.4. Elektroegirme Cozeltilerinin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu ............ 24
3.2.5. Saccharomycess cerevisiae ‘nin Standardize Edilmesi.............c.cccceennee 25
3.2.6. PVA/PASP, PVA/SK ve PVA/SJ Nanoliflerinin Uretilmesi ve
KaraKteriZasyOomnU ........ccuuviiiiiiiiieiiiiiieeeiee et e e 25
3.2.7. Protein Kapli Probiyotik Liflerin Viskozite Analizi .......c....ccoecueernueennee. 27
3.2.8. Protein Kapli Probiyotik Liflerin Elektriksel Iletkenlik (Kondiiktivite)
F N 121 1/ PP U PP PPPPPPPRRRRt 28

3.2.9. Protein Kapl1 Probiyotik Liflerin Temas Agis1 ve Yiizey Gerilimi Analizi



3.2.10. Elektroegirme Prosesinin Mikroorganizma Canliligina Etkisi ve

Enkapsiilasyon VerimliliZi.......cccceeeroiiiiiiniiiiieieiiiee et 30
3.2.11. Sindirim Sistemi Simiilasyonu (IN-Vitro) ...........ccccoceveeveveeveeverieeenennns 32
3.2.12. Protein Kapli Probiyotik Liflerin Depolama Analizi..........ccccccevueennnee. 37
3.2.13. IStatiStikSel ANALIZ ........c.evevivieieieiieieieeeeeeee e 38

4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA .......ooovviiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeveeeaaes 39
4.1. Elektroegirme Cozeltilerinin Bilesimlerinin Belirlenmesi ..............cccccco........ 39

4.2. Farkli Proteinler ile Kaplanmis Nanoliflerde SEM Géoriintiileri ve Boyut

DAGIIIMI ...ttt e e e e e et aaeeeeeas 39
4.3. Farkli Proteinler ile Hazirlanmis Nanoliflerde FTIR Analizi ......................... 42
4.4. Elektroegirme Isleminin Probiyotiklerin Canli Kalma Oranlarina Etkisi ....... 46
4.5. Farkli Proteinler ile Hazirlanmis Nanaliflerde Enkapsiilasyon Verimliligi.....47
4.6. Farkl1 Proteinler ile Hazirlanmis Nanaliflerde Sindirim Sistemi Simiilasyonu
ve Salim KInetiKIeri . .....eeeiiiiiiiiii e 48
4.7. Farkli Proteinler ile Hazirlanmis Nanaliflerde Depolama Kosullarimin
CanliliZa EtKiST....couuuiiiiieieeiiiiiiiiecee ettt e e e e et e e e e e e et eeeeeeeeennees 53
5.SONUC VE ONERILER ..........c.cocoooiiiiiiiiioiieeeeeeeee et 59
KAYNAKLAR ...t ettt e e 60
EKLER....... ittt ettt et et e e s e e s aena s et e e e e e sebaenasen e e e e nenas 65
OZGECMIS ..ottt ettt 71

II



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

PASP
SK

SJ
WHO
CFU
KOB
PBS
SA

EA
PVA
PVP
PEO
EHD
MA
TCA
TAME
FTIR
SEM
Au-Pd
GARAS

EC
DRBC
EV

SSF
SGF
SIF
ANOVA
SS, Std.
kv

Peynir Alt1 Suyu Proteini

Sodyum Kazeinat

Sigir Jelatini

Diinya Saglik Orgiitii

Colony Forming Units

Koloni Olusturan Birim

Phosphate-buffered Saline

Sodyum Aljinat

Egg Albumen (Yumurta Aki1)

Polivinil Alkol

Polivinilprolidon

Poli Etilen Oksit

Elektrohidrodinamik

Molekiiler Agirlik

Trikloroasetikasit

p-toluene sulfonyl-L-arginine methyl ester
Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi
Scanning Electron Microscope
Altin-Paladyum

Generally Recognized as Safe (Genellikle Giivenli Kabul Edilir)
Gauge

Electrical Conductivity (Elektriksel Iletkenlik)
Dichloron Rose Bengal Chloramphenicol
Enkapsiilasyon Verimliligi

Simulated Salive Fluid (Simiile Agiz Stvis1)
Simulated Gastric Fluid (Simiile Mide S1visi)
Simulated Intestinal Fluid (Simiile Bagirsak Sivis1)
Tek Yonlii Varyans Analizi

Standart Sapma

Kilovolt

N Sayida Birim

Stirekli Dagilim

I



SDF Coziiniir Diyet Lifleri
RS Resistant Starch (Dayanikli Nigasta)

v



SEKILLER DiZiNi

Sayfa
Sekil 2. 1. Elektroegirme Sistemi genel hatlar1 ve olusan lif yapist.........ccccceeeeunneen.. 6
Sekil 2. 2. (a) Bir dus siiriicii ile es eksenli Taylor koni jeti. (b) I siiriiciilii koaksiyel
TAYIOT KON JELL. 1.vvvviiiiieeeeeiiiiiiiieee e e e ettt e e e ettt e e e e e e e st eeeeeseseannsnaeeeeas 7
Sekil 2. 3. Elektroegirme (iistte) ve elektrosprey (altta) ........ccceeeeevcviereeneiiiieeeeninennn. 8

Sekil 2. 4. Tek eksenli elektroegirme (A,B), Koaksiyel sistem (C,D), Cok eksenli
elektrospinning (E), Her ikisi de ¢ekirdek/kabuk nanolif yapisiyla sonuglanmasina
ragmen, koaksiyel i¢ ice gegmis es merkezli igne, diger islemde tek igne ile calisma

yapUmMaktadir (F). coo..eeeiiiiiiiee e e e e 8
Sekil 2. 5. Rayleigh Dalgast ........coouuviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 11
Sekil 2. 6. Koaksiyel elektroegirme sisteminin 6zet gorinimil..........cooeceveeeeennneeenn. 12
Sekil 2. 7. Probiyotik mayalarin hareket tarzlar1 ile patojenlere kars1 antagonistik
AKEIVIEEST +eeeeiiiieee ettt ettt e e ettt e e sttt e e e ettt e e s et ee s e nabbeeeeeabaeee 14
Sekil 3. 1. Laboratuvar 6lgekli tasarlanan elektroegirme sistemi...........ccccvvvveeeennnn. 26
Sekil 3. 2. Uretilen NanOLFIEr ..........c.oovieiiiieeeeeeeeeee et 26
Sekil 3. 3. Brookfield LVDV-II + Viscometer.................cccceoeiiiiiiiii, 27
Sekil 3. 4. SPINAIe SC-18 ...oviiiiieeieee e e ee e e e 28
Sekil 3. 5. Elektriksel Iletkenlik Cihazi (Hanna Instruments EC/TDS Meter HI
99300) ....eeeeitbenniureeeceestornneerserernilonsrneeceeeoifonnneesnsnetboreesoreeesonnalissseesosseessssassssnsessns 29
Sekil 3. 6. Temas Agis1 ve Yiizey Gerilimi Ol¢iim Cihazi (Attension Theta) ........... 30
Sekil 4. 1. Nanoliflere ait boyut dagilimlar1 (nm) a) PVA-Maya/PVA-PV A Kontrol
Grubu b) PVA-Maya/PVA-PASP c) PVA-Maya/PVA-SK d) Maya/PVA-SJ .......... 41

Sekil 4. 2. Kompozit Nanoliflerin FTIR-ATR Spektrumlar1 ve Capraz Baglanmanin
Etkisinin Is1 Uygulanmas1/ Toz numune/ Kompozit Nanolif Seklinde Incelenmesi, a)
Kontrol grubu (PVA/PV A-Maya), b) PASP/Maya, c) SK/Maya, d) SJ/Maya........... 45
Sekil 4. 3. In vitro sindirim sirasinda mide ve bagirsak sivilarina Saccharomyces

cerevisiae Salim KINETIGT.....ceeeiiiiiiiiiiiiiei e 49
Sekil 4. 4. Ortam Kosullarinda Depolanan Liflerdeki Saccharomyces cerevisiae
SAYIST ettt e e e e e e e e 54
Sekil 4. 5. Soguk Kosullarda Depolanan Liflerdeki Saccharomyces cerevisiae Sayisi
............................................................................................................................... 55


file:///C:/Users/ismai/Downloads/tez2807.docx%23_Toc141462610
file:///C:/Users/ismai/Downloads/tez2807.docx%23_Toc141462610

TABLO DiZiNi
Sayfa

Tablo 2. 1. Elektroegirme Sistemini Etkileyen Parametreler 10
Tablo 2. 2. Probiyotiklerin farkli kapsiilleme teknolojilerinin artilar1 ve eksileri 16
Tablo 2. 3. Elektrosprey kullanilarak probiyotiklerin kapsiilleme ¢aligmalarma genel
bakis, kullanilan polimerler, ¢oziiciiler, konsantrasyon miktarlar1 [27]. 18
Tablo 2. 4. Elektrosprey kullanilarak probiyotiklerin kapsiilleme ¢alismalarma genel
bakis, proses kosullari, ortalama

72 o J PRSP
20
Tablo 4. 1. Elektroegirme Sistemi ile Uretilen Nanoliflerin Boyut Dagilimi 40
Tablo 4. 2. Nanoliflerdeki Boyut Farkliliginm Istatistiksel Analizi.......................... 42
Tablo 4. 3. Elektroegirme Isleminin Mayalarin Canliligma Etkisi ...............c........... 46
Tablo 4. 4. % Enkapsiilasyon Verimliligi ...........oooeeoiiiieiieeeiiiiiiiiiiieeeeee e, 48
Tablo 4. 5. In vitro sindirim kosullarinin siire ile etkisi............................... 51
Tablo 4. 6. In vitro sindirim kosullarmin protein ile etkisi..........cccccceveeeeeeiiiinnnnenn. 52
Tablo 4. 7. Koaksiyel Naoliflerde 4°C depolama kosullarinda siirenin canlilia etkisi
............................................................................................................................... 56
Tablo 4. 8. Koaksiyel Naoliflerde 4°C depolama kosullarinda, kaplama materyalinin
CANIIZA CTKIST..uvvvvviiieeeeieeiiiiiie et ee e e e ee et e e e e e e ettt eeeeeeeesaaaareeeeeeeeeannnnssneeeeas 56
Tablo 4. 9. Koaksiyel Naoliflerde 25°C depolama kosullarinda siirenin canliliga
BEKIST 1ttt ettt e e et e ettt e e e e 57
Tablo 4. 10. Koaksiyel Naoliflerde 25°C depolama kosullarinda kaplama
materyalinin canliliga €tKiST .........eeiieiiiiiiiiiiiiieee e e e e 57

VI



TESEKKUR
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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Manisa Celal Bayar Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dah

Damsman: Dr. Ogr. Uyesi ismail EREN

Gida iiretiminde enkapsiilasyon uygulamalar1 liriine fonksiyonellik, ¢esitlilik
ve daha uzun raf 6mrii kazandirmas1 nedeniyle arastirmacilarin ve endiistrinin ilgisi
cekmektedir. Ozellikle fonksiyonel gidalarin {iretiminde enkapsiilasyon sonrasi etken
maddenin in vitro sindirimde kontrollii salim 6zelliklerinin gelistirilmesine yonelik
calismalarin eksikligi dikkat c¢ekmektedir. Bununla birlikte kapsiile edilen
mikroorganizmalarm canliligini korumak ve depolama siirecini arttirmak gibi kosullar
da arastirma konularmi yakindan ilgilendirmektedir.

Bu calisamada elektroegirme yontemi kullanilarak probiyotiklerin
enkapsiilasyonu icin peynir alt1 suyu proteini, sodyum kazeinat, sigir jelatini
proteinleri iceren kompozit nanolif iiretimi ve in vitro sindirimde kontrolli salim
ozelliklerinin belirlenmesi amaglanmistir. Ilk olarak kaplama icin kullanilacak
elektroegirme ¢dzeltisinin bilesimi yiizey gerilimi, viskozite ve elektriksel iletkenlik
ozelliklerinin dikkate alinarak optimize edilmistir. Sistemden elde edilen nanoliflerde
yapilan mikrobiyolojik  ekimler dogrultusunda, enkapsiilasyon verimliligi
hesaplanarak sonuglar tartisilmistir. Elektroegirme sisteminde koaksiyel iiretilen
nanoliflerde FTIR-ATR bakilarak kapsiilasyonda bulunan protein kabuk yapisinin
varliginin analizleri yapilmistir. Ayni zamanda elde edilen nanoliflerde SEM-EDX
gorilintiileri almarak Saccharomyces Cerevisiae nin kaplamasinin goriintiileri ve
protein kabuk yapis1 varligi bir kez daha test edilmistir.

Koaksiyel nanoliflerde kontrollii salim 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in yapilan
in vitro analizi sonuglar1 mikrobiyolojik ekimler sayesinde sonug¢landirilmis ve
yorumlamalar1 yapilmistir. Elektroegirme yontemiyle koaksiyel sekilde elde edilen,
cekirdek kisminda Saccharomyces Cerevisiae, kabuk kisminda peynir alt1 suyu
proteini, sodyum kazeinat, s1g1r jelatini bulunan kompozit nanolifler sistemin optimum
kosullarina gore 0,002 mL/sa debi ile elde edilmistir. Enkapsiilasyon verimliligi
hesaplandigimda %98.46 ile peynir alt1 suyu proteini, %99.70 ile sodyum kazeinat,
%99.98 ile sigir jelatini sonucuna varilmistir. Kontrollii salimi arastirma yolunda
yapilan in vitro analizi sonuglarina gore kullanilan proteinlerin gastrointestinal
kosullardaki direngleri anlamli bir farklhilik gostermistir. 25°C ve 4°C kosullu iki
sicaklik belirlenerek yapilan depolama analizi sonucunda soguk ortamda saklanan
nanoliflerin oda kosullar1 ortaminda saklanan nanoliflere gore ¢ok daha dayanikli
oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Enkapsiilasyon, Koaksiyel, Nanolif, Kontrollii Sahm, In

Vitro, Probiyotik, Protein
2023, 88 sayfa
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ABSTRACT

M.Sc. Thesis
INCi ALP

Celal Bayar University
Faculty of Engineering/Graduate School of Applied and Natural Sciences
Department of Food Engeering

Supervisor: Assoc. Ismail EREN

Encapsulation applications in food production attract the attention of
researchers and the industry, as they add functionality, diversity and longer shelf life
to the product. The lack of in vitro studies on the development of controlled release
properties of the active ingredient in the digestive system after encapsulation for
functional foods is noteworthy. However, maintaining the viability of the encapsulated
microorganisms and increasing the storage process are closely related to the research
subjects.

In this study, it was aimed to produce composite nanofibers containing whey
protein, sodium caseinate, bovine gelatin proteins for the encapsulation of probiotics
using the electrospinning method and to determine the controlled release properties in
in vitro digestion. Firstly, the composition of the electrospinning solution to be used
for the coating was optimized considering the surface tension, viscosity and electrical
conductivity properties. In line with the microbiological cultivation of nanofibers
obtained from the system, the encapsulation efficiency was calculated and the results
were discussed. The presence of protein shell structure in encapsulation was analyzed
by looking at FTIR-ATR in nanofibers produced coaxially in the electrospinning
system. At the same time, SEM-EDX images were taken in the obtained nanofibers,
and the images of the coating of Saccharomyces Cerevisiae and the presence of protein
shell structure were tested once again.

In vitro analysis results for the determination of controlled release properties
in coaxial nanofibers were concluded and interpreted by microbiological cultivation.
Composite nanofibers with Saccharomyces Cerevisiae in the core, whey protein,
sodium caseinate, and bovine gelatin in the shell, obtained coaxially by electrospinning
method, were obtained at a flow rate of 0.002 mL/h according to the optimum
conditions of the system. When the encapsulation efficiency was calculated, it was
concluded that whey protein was 98.46%, sodium caseinate was 99.70%, and beef
gelatin was 99.98%. According to the results of the in vitro analysis conducted in the
controlled release study route, the resistances of the proteins used in gastrointestinal
conditions showed a significant difference. As a result of the storage analysis
performed by determining two temperatures with 25°C and 4°C conditions, it has been
revealed that nanofibers stored in cold environment are much more durable than
nanofibers stored in room conditions.

Keywords: Encapsulation, Coaxial, Nanofiber, Controlled Release, In Vitro,
Probiotic, Protein
2023, 88 pages
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1. GIRIS

Enkapsiilasyon bir maddenin veya karigimin gevresinin baska bir veya daha
fazla madde veya sistem ile kaplanmasmi, gida bilesenlerinin korunmasini,
stabilizasyonunu ve yavas salimini saglayan bir teknoloji olmakla birlikte giiniimiizde
gida, kimya, ziraat, yem, tip, eczacilik, veterinerlik, biyoteknoloji, boya, kozmetik gibi

bircok farkli sektdrde kullanilan nispeten yeni bir teknolojidir [1].

Enkapsiilasyon teknolojisi gida alaninda bir¢ok amagla kullanilmaktadir.
Cevresel sartlara (sicaklik, nem, hava ve 151k gibi) ve isleme kosullarina kars1 hassas
gida materyallerinin korunmasini saglayarak raf Oomriinii uzatmak, buharlasma ile
kaybolmasmi dnlemek, fiziksel 6zelliklerinin daha iyi korunmasmi saglamak, bagka
bilesenlerle reaksiyona girmesini engellemek, gida bilesenlerinin fonksiyonel
ozelliklerini gelistirip biyoyararliligmi  arttrmak, az miktarlarda kullanim
gerektiginde homojen karigimlarin olusturulmasini saglamak, gida bilesenlerinin
gastrointestinal sistemde salimmi yavas ve kontrollii oranlarda ger¢eklesmesini
saglamak, maddenin tasmnmasi ve depolanmasini kolaylastirmak, istenmeyen tat ve
kokuyu maskelemek ve kaplanacak materyalin diger bilesenlerle reaksiyona girmesini
engellemek gibi bircok amag¢ bu duruma 6rnek gosterilebilmektedir. Enkapsiilasyon
isleminde kaplama materyali kabuk, duvar, membran, tagiyici veya enkapsulant olarak
adlandirilirken kaplanacak olan materyal ise i¢ faz, ¢ekirdek, aktif materyal veya dolgu

olarak adlandmrilmaktadir [2][3][4].

Enkapsiilasyon, ¢evreye duyarli hassas bilesenleri koruyarak aktif maddelerin
zamanla salinmasina yardime1 olmaktadir. Bazi bilesenlerin enkapsiile edilmesi kolay
olabilmektedir fakat bazi hassas bilesenlerin enkapsiilasyonu ¢ok zordur, bu nedenle
kontrollii koruma ve salim gerekmektedir. Enkapsiilasyonu bir baska deyisle en az bir
aktif bilesenin en az bir ¢esit kaplama materyali tarafindan cesitli teknikler kullanilarak
koruma altma alinmasi olarak da tanimlanabilmektedir. Aktif bilesenin uygun
kosullarda ve istenilen dozda salinmasi amacina dayanan bu islemde, aktif bilesenin
hangi malzeme kullanilarak hangi yOntemle kaplanacagi olduk¢a miithimdir.
Kullanilacak malzemenin biyouyumlu ve biyobozunur olmasinin yani sira aktif
bilesenin stabil kalmas1 da gerekmektedir. Genel olarak mikro ve nanopargaciklar

olarak isimlendirilen bu formlar ¢ok ¢esitli 6zellikte hidrofilik veya hidrofobik ilaglar,

1



vitaminler, mineraller ve farkli besinler gibi aktif bilesenlerin tasiyicist oldugu

bilinmektedir [5].

Kontrollii salim teknolojisinden en ¢ok faydalanan bilim dali farmakoloji olup,
ilaclar farkli yontemlerle enkapsiile edilebilmektedir. Gida bilesenleri, probiyotikler,
aroma bilesenleri gibi 6zellikle yapilar1 ¢abuk bozulmaya yatkin bilesenler de koruma

ve kontrollii salim amaciyla enkapsiile edilmektedir [5].

Enkapsiilasyon tekniginde kaplama materyalleri olarak genellikle proteinler,
lipidler, gamlar, nigasta ve nisasta tiirevleri veya bu materyallerle yapilan cesitli
kombinasyonlardan yararlanilirken dogal ya da yapay tatlandiricilar, probiyotikler,
prebiyotikler, mineraller, vitaminler ve birgok katki maddesi eklenebilmektedir [1][6].
Kapsiilleri olusturmak i¢in sprey-kurutma, piskiirtmeli sogutma, dondurarak-
kurutma, ekstriizyonla kaplama, akiskan yatak kaplama, lipozom yakalama
(tutuklama), koaservasyon, ekstriizyon ve emiilsifikasyon, kokristalizasyon,
molekiiler kalint1 ve kiimeleme gibi enkapsiilasyon iglemleri siklikla kullanilmaktadir

[61[4].

Enkapsiilasyon teknigi zaman ve finansal kaynak gerektirdiginden dolay1 gida
isleme teknolojisine ek maaliyetler c¢ikarabilmektedir. Bu maaliyetler kullanilacak
olan teknige ve lriinlin hacmine bagli olarak degisiklik géstermektedir. Bu duruma
ornek olarak dogal polimerlerin (proteinler, polisakkaritler) kullanildig1 kapsiilleme

modellerinin diger modellere gére daha maliyetli oldugu gosterilebilmektedir [6].

Son yillarda gidalarin ¢esitliligini arttirmak ve dogalligini saglamak gibi birgok
faydas: bulunmaktadir. Gelecekte, enkapsiilasyon teknolojisi ile ilgili laboratuvar
calismalar1 uygulamaya gecirilerek gidalarin fiziksel, kimyasal, biyolojik ve

fonksiyonel 6zellikleri gelistirilebilecektir [1].

Enkapsiilasyon tekniginde kapsiile edilen materyaller boyutlarma gore
makrokapsiil (>1000pm), mikrokapsiil (1-1000um) ve nanokapsiil (<1um) olarak
siniflandirilmaktadir [2].



Mikroenkapsiilasyon, 1-1000pm boyutlarindaki partikiil veya damlaciklarin
bircok faydali 0Ozellik kazanmasi amaciyla kaplanmast islemidir [1].
Mikroenkapsiilasyon teknigi enkapsiile edilen materyalin fiziksel ve kimyasal
ozelliklerine bagl olmakla beraber olusan mikrokapsiiller ¢oklu duvar yapisina da
sahip olabilmektedirler. Mikrokapsiil icerisindeki materyal 6z (core-cekirdek), i¢ faz
veya dolgu olarak ifade edilirken dis yapisindaki yapiya duvar, kabuk, kaplama veya
membran adi verilmektedir [1]. Mikroenkapsiilasyon yontemindeki cekirdek yapi,
cevresindeki 1s1, enzimler, oksijen, 151k, pH gibi dis cevresel faktorlere karsi, bu
cekirdek malzemelerin  manipiilasyonunu, tasinmasini, depolanmasini  ve

uygulanmasimi kolaylastiran fiziksel bir bariyer ve koruyucu tabaka saglamaktadir [6].

Mikroenkapsiilasyon iirlinlerinin ortaya cikis1 1950’lerde, yag damlaciklarini
cevreleyen kapsiilleyici malzeme, kompleks jellesmis hidrofilik kolloid malzemeden
yapilan kapsiillerin aksine, tek bir jellesmis hidrofilik kolloid malzemeden olusmakta
olan, basinca duyarh karbonsuz kopya kagidi iiretilmesi yoniinde gergeklestirilen
arastirmalar sonucunda baslamistir [7]. Ayrica mikroenkapsiilasyon tekniginin gida
endiistrisindeki yeri de oldukca eskiye dayanmakla birlikte giiniimiizde de tiiketicilerin

fonksiyonel gidalara olan ilgisi bu alanin daha da gelismesini saglamis bulunmaktadir

[8].

Oz kismm igerigi bir kristal, bir piiriizlii absorban partikiil, bir emiilsiyon,
katilarm bir siispansiyonu veya daha kii¢iik kapsiillerin bir siispansiyonu, kat1 ve sivi
yaglar, aroma bilesenleri, vitaminler, mineraller, renk bilesenleri ve enzimler olabilir
[1][4]. Membran kismin igeriginde ise ¢ogunlukla nisasta, maltodekstrin, pullulan,
sakkaroz, maltoz gibi karbonhidratlar, jelatin, peynir alt1 suyu proteinleri, kazein ve
kazeinatlar gibi proteinler ve gam arabik gibi gamlar kullanmilmaktadir [4].
Mikrokapsiillerin goriiniisleri, mikroenkapsiilasyon teknigine, ¢ekirdek materyalinin
fizikokimyasal Ozelliklerine ve duvar materyalinin kompozisyonuna gore degisim

gostermektedir [4].

Tarihten gilinlimiize ¢aligmalarmin artig gosterdigi bir diger yontemi ise
elektroegirme islemidir. Web of Science veri tabani incelendiginde “’elektrospinnig’’
teriminin kullaniminm ilk kez Jayesh Doshi ve Darrell H. Reneker tarafindan yazilan

“Electrospinning Process and Applications of Electrospun Fibers” makalesinde yer
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aldig1 gozlemlenmektedir [9]. Bu ¢alismada yogun elektrik alan varliginda sivi jet
iretiminin ¢esitli endiistriyel uygulamalar1 bir diger adiyla elektrospinlenmenin
slirecini karakterize etme ve sistemi yOneten islem parametrelerinin belirlenmesi
aragtirtlmistir [10]. Elektroegirme (electrospinning, electrospun) teknigi yiiksek
voltajli gli¢ kaynag1, kolektor, siringa pompa ve metal nozul kullanilan enjektorlerden
olusan, sonucunda iiriiniin mikronalt1 ve nanometre 6lgeklerinde hem kapsiil hem de

lif formunda elde edildigi teknolojik bir sistemdir [9].

Son yillarda, elektrospreyleme ve elektrospinleme teknikleri diger yontemlere
nazaran daha az kaplama materyali kullanimi gerektirdiginden yeni ve yenilebilir
kaplama tiiretim yontemleri olarak 6nem kazanmaktadir. Ayrica kaplama kalmlig:
kontrol edildigi icin deliksiz ve deformasyonsuz iiniform kaplamalar elde
edilebilmektedir. Elektrosprey kaplama nem transferini azaltabilme etkisine sahiptir.
Boylece diger yontemlere gore cevresel faktorlere ve mikrobiyal gelisimlere daha
dayanikli tirtinler elde edilmektedir. Sarma etkisi nedeniyle hedefin sadece iist yilizeyi
degil yan taraflar1 da kapatilmaktadir [11]. Genis bir elektrik iletkenligi alanina sahip

bu yontemin enerji tikketimi de diistiktiir [12].

Bu tez calismasi kapsaminda, elektroegirme sistemi ile Ttretilen farkl
biyopolimerlerin ayni konsantrasyonlarda elde edilen c¢ozeltileri ile kaplanmasi
saglanan Saccharomyces cerevisiae nanoliflerinin gastrointestinal sistemindeki
olumsuz sartlara kars1 dayanikliligiin Slgiilerek kontrollii salimi ile enkapsiilasyon
verimliliginin hesaplanmasi amacglanmistir. Bu amacla ilk asamada enkapsiilasyon
sisteminin degisken yiiksek voltajl gii¢c kaynagi (15-30 kV) ve 3D printer araciligi ile
baskist yapilmis Arduino ve koaksiyel model adma ikili siringa i¢in iki hareketli
silindir kolektdr deney tasarimlar1 belirlenmistir. Ikinci asamada materyal olarak
proteinlerden peynir alti suyu proteini, sodyum kazeinat ve jelatinin %5’lik
konsantrasyonlarindan hazirlanan c¢ozeltiler, ¢ekirdek yapisinda Saccharomycess
cerevisiae kullanilarak, ¢ekirdek yapisina da dis kaplamaya da %6’lik PVA ¢ozeltisi
karigtirilarak, ¢ift siringali sistem ile i¢ ¢ap1 14G ve dis ¢ap1 16G olan tek bir nozulden
metal levhaya lif atim saglamistir. Ugiincii asamada elde edilen liflerden ekimler
yapilarak enkapsiilasyon verimliligi hesaplanmigtir. Son olarak gastrointestinal
sistemin zor sartlarma dayaniklihigmi 6lgmek adma elde edilen liflerin in vitro

analizleri gerceklestirilerek sonuclar kaydedilmistir. Ayrica karsilagtrma amaciyla
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protein icerigi olmayan PVA-PVA-maya kontrol lifler elde edilmistir. Yapilan

analizler istatistiksel yontemler ile kargilastirmali olarak degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Elektroegirme Teknolojisi

Elektroegirme, mikron alt1 ¢apindaki liflerden (10-500 nm) olusan birbirine
bagli zar benzeri bir ag olusturup ¢ok katmanli iiriinler yapilmas: amaciyla ytliksek
voltajlarin kullanildig1 bir islemdir [13]. Elektroegirme prosesi (Sekil 2.1) yarim
ylizyildan fazla bir siiredir bilinmesiyle beraber [14], proses ve ondan iiretilen liflerin
ozelliklerini etkileyen parametreler giiniimiize kadar gelistirilmis ve hala gelismeye

acik ve ihtiyaci olan bir sistemdir.

Syinge  Nozzle Jet
. Syringe Nozzle

Jet _\5\ \ 5

foets:

Solution i
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nanoparticles
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High Voltage
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Sekil 2. 1. Elektroegirme Sistemi genel hatlar1 ve olusan lif yapis1

Elektroegirme sistemindeki ana prensip elektrostatik bir kuvvetin sivi
damlasindan bir elyaf demeti ¢ekmesi ile kompozit nanolifler elde edilmesidir.
Sistemde kullanilan yiiksek voltaj, damlacikta fazla elektrostatik yiik birikmesine
neden olmaktadir. Bu durumda damlaciga iki zit kuvvet olan elektrostatik itme ve
yiizey gerilimi ayn1 anda etki etmeye baslamaktadir. Bu iki kuvvet karsisinda damlacik
ignenin ucunda asili kalmaya baslayarak jet olusturmaktadir ve Taylor konisi adi
verilen (Sekil 2.2) konik bir sekle biiriinerek en yakin yiizeye dogru bir sivi akisi
meydana getirmektedir. Bu siv1 akisinda eger molekiiller yeterli kohezyona sahiplerse
damlama olusturmadan birikecek olan ylizeye siirekli bir lif akisi meydana
getirmektedirler. Kohezyon, uzun molekiillii yapilar i¢in birbirine dolanma egilimi ile
veya glikoz gibi daha kiiciik biyomolekiiller i¢in hidrojen bagi gibi molekiil i¢i
kuvvetlerden kaynaklanmaktadir. Elektrostatik kuvvetlerin etki etmesi sonucu elektro-

hidrodinamik yontemle iiretilen malzemeler, biyoaktif maddelerin kontrollii ve uzun



siireli salimma yonelik teknoloji olarak gida endiistrisi acisindan ¢ok cazip
bulunmaktadir. Ortam kosullarinda g¢aligmasini siirdliiren bu yontem, gida smifi
hammaddelerine uygun olup hedef malzemeleri minimum oranla denatiire etme
olasilig1 ile giivenilir bir kapsiilleme yontemi olarak dikkat ¢ekmektedir. Boylece
biyoaktif igerikli malzemelerin stabilitesini en st diizeye ¢ikararak potansiyel
iriinlerin  olusturulup gelistirilmesinde c¢alisilmas1 gereken Onemli bir konu
olmaktadir. Sonug olarak, yliksek voltaja dayanikli biyoaktif bilesenler ile ¢alisilarak
istenilen {rtinlerin elde edilmesini saglayarak, bu iirlinlerin biyoyararliligi olan
mikroorganizmalarim kaplanmasinda ve olusturulan irilinlerin gastrointestinal
kosullarda dayanikliliginin arastirilmasinda, kaplama materyallerinin gelistirilmesinde

potansiyel bir gelisim teknolojisidir [15].

Sekil 2. 2. (a) Bir dis siiriicii ile es eksenli Taylor koni jeti. (b) I¢ siiriiciilii koaksiyel
Taylor koni jeti.

Elektroegirme sisteminde mikrometre cinsinden koaksiyel jetleri ilk kez 1998
yilinda akis odaklama teknigi ile iiretilmistir. Sonrasinda ayni diisiince, akis odakl
(mekanik) ve Taylor (elektrikli) koni jetleri arasindaki analojiler temelinde koaksiyel
elektrikli jetler tretilmek amaciyla kullanilmistir. Bu sonucun etkisi muhtesem
sonuclar gostermistir ve o zamandan bu zamana kadar muhtesem gelismeler
yasanmustir. Buna ornek olarak koaksiyel Taylor koni jetleri temel olarak karmasik
liflerin {iretilmesinden daha az Olgiide karmasik liflerin iiretilmesine gecilmesi
gosterilebilmektedir. Elektroegirmede kullanilan sivilarin elektriksel iletkenligi en
yiiksek olan siviya siiriis sivis1 denmektedir. Koaksiyel sistemde genellikle bu rolii dis
ortamla (vakum, gaz veya dielektrik sivi) temas halindeki sivi oynamaktadir. Ancak

orijinal koaksiyel modelinde bu gorevi igteki sivinin listlenmesi gerekmektedir [16].



Sekil 2. 3. Elektroegirme (iistte) ve elektrosprey (altta)

Elektroegirme teknolojisi, giiglii bir elektrik alani (eriyikler de islenebilir)
uygulamas1 altinda iletken bir diizenek i¢inden ekstriide edilen polimer
siispansiyonlarindan, ¢ozeltilerinden veya emiilsiyonlardan siirekli halde liflerin
tiretilmesini ifade etmektedir. Cozelti 6zelliklerinin ve sisteme etki eden
parametrelerin ayarlanmasi1 halinde lif yerine pargaciklarin {iretilmesine sebep
olunarak islemin adina elektrosprey (Sekil 2.3) denmektedir. Proses, tek bir igne
iceriyorsa tek eksenli elektroegirme olarak adlandirilir ve tek bir ¢ozeltiden lif elde
edilmis olunur. Eger proses esmerkezli i¢ ice gecmis iki igne igeriyorsa iki ayr1 siviy1
cekirdek/kabuk seklinde koaksiyel bir sisteme ¢evirmektedir. Bu durumlara alternatif
olarak i¢ veya daha fazla siviy1 islemek de miimkiin olmakla birlikte bu sisteme ¢ok

eksenli elektrospinning adi verilmektedir (Sekil 2.4) [17].

A B € D F

Monolithic Core-shell Coaxial electrospinning Emulsion electrospinning

— Core solution —_

, Shell solution
/ \

Sekil 2. 4. Tek eksenli elektroegirme (A,B), Koaksiyel sistem (C,D), Cok eksenli
elektrospinning (E), Her ikisi de ¢ekirdek/kabuk nanolif yapisiyla sonuglanmasia
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ragmen, koaksiyel i¢ ice gecmis es merkezli igne, diger islemde tek igne ile ¢aligma
yapilmaktadir (F).

Elektroegrilen lifler, 10-500 nm arasinda degisen ¢aplara sahip olarak kii¢iik
cap, yiizey alanrvhacim orami ve yiikksek uzunluk/cap orani saglamaktadir. Bu
ozellikler, ayrma zarlari, yara pansuman malzemeleri, yapay kan damarlari, tekstil
iirlinleri, kompozit nanolifler, dokunmamis kumas, mikroorganizma igerikli gida
maddeleri gibi bir¢ok uygulamada kullanilabilmekle birlikte bir¢ok yenilik¢i fikrin de
aciga ¢ikmasimi saglamaktadir. Ayrica iiretilen lifler, ¢esitli enine kesit sekillerine ve
uzunluklar1 boyunca varyasyonlara sahip olabilmektedirler [10]. Bununla birlikte
proses biiyiik yiizey/hacim oranina ve nano ila mikro Glgcegine kadar degisebilen
boyutlara sahip yiliksek performansh lifler, kapsiiller, ¢ubuklar, tiipler, spiraller,
halkalar ve elde edilebilecek diger sekilleri iiretmek amaciyla kullanilabilmektedir

[18].

2.1.2. Elektroegirme Teknolojisi Islem Parametreleri

Elektroegirme sistemi ile lif yapimmi etkileyen bircok parametre
bulunmaktadir. Parametreler prosese beslenecek olan c¢ozeltilerin viskoziteleri,
elektriksel iletkenlikleri ve yiizey gerilimleri olmak iizere ii¢ ¢esit; kilcal damardaki
hidrostatik basing, igne ucundaki elektrik potansiyeli ve ug ile toplama yiizeyi
arasindaki mesafe dahil kontrollii degiskenler; elektroegirme cihazmnin bulundugu
ortamdaki sicaklik, nem ve hava hizi gibi ortam parametreleri olarak sekillenmektedir.
Bu parametreler bir veya daha fazlast uygun sekilde degistirilerek sisteme
verilebilmekte, boylece lifler suda ¢oziiniir polimerler, biyopolimerler ve siv1 kristal

polimerler olarak sekillenebilmektedirler [18].



Tablo 2. 1. Elektroegirme Sistemini Etkileyen Parametreler

Elektroegirme Parametreleri

e Cozelti Ozellikleri
a. Molekiil Agirlhig
b. Yiizey Gerilimi
c. Elektriksel iletkenlik (Kondiiktivite)

d. Coziiciilerin Etkisi

e Proses Isleme Kosullari
a. Voltaj
b. Akis hizi
c. Igne ucunun ¢api

d. Toplama yiizeyi ile igne ucu aras1 mesafe

e Ortam Kosullar1
a. Sicaklik
b. Nem

Diisiik viskoziteli sivilar s6z konusu oldugunda, polimer c¢ozeltileri
elektrosprey olma egilimindedirler ve yiizey geriliminin neden oldugu Rayleigh
dengesizligi (Sekil 2.5) sebebiyle olusan jet damlaciklara ayrilmaktadir. Sonucunda bu
yiiklii damlaciklar elektrostatik itme yiiziinden kendiliginden dagilmaktadir. Polimer
cozeltilerin viskozitesi veya sividaki molekiiler zincir dolanmasi yeterince yiiksek ise,
olusan jetin ucundaki Taylor konisinden gelen sivi par¢alanmak yerine jet seklinde
hareket etmeye devam eder. Sonrasinda lifler, “’whipping instability’’ olarak
adlandirilan kararsizligin, jet akimmin olugmasinin ardindan damlacigin uzayarak
(yanal kuvvetler etkisi ile) diiz bir lif olusturma kararliliginin olugsmamas: durumu,
baslamasinin ardindan ilk diiz ugus yani lif yapimi olusmaktadir ve toplanacak yiizeye
aktarilmaktadir. Cozeltinin viskozitesi daha da artirildik¢a hem olusan boncuklarin
boyutu hem de lifler lizerindeki boncuk arasindaki ortalama mesafe artmaktadir ve

boncuk sekli ayn1 anda kademeli olarak kiireselden ig benzeri bir sekle dontigmektedir.
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Bununla birlikte boncuklar ve boncuklu liflerin daha viskoz ¢ozeltilerde olusma
olasilig1 daha diisiik olarak ifade edilmektedir. Ugan jet tarafindan tasinan net yiik
yogunlugu, uygulanan elektrostatik alan ve ¢ozelti iletkenliginden etkilenmektedir.
Net yiik yogunlugu arttikca, jet lizerine uygulanan kuvvetler, boncuk olusumuna kars1
¢ikan ve daha ince jetleri destekleyen ylizey alanini arttirmaktadir. Ayrica Zong ve
arkadaglarinim yaptig1 bir calismada [19], daha yiiksek bir yiik yogunluguna atfedilen
egirme ¢ozeltisine %1 iyonik tuz eklendiginde liflerde iplik i¢cinde boncuk yapilarinin

bulunmadigi dogrulanmis olmaktadir; tuz ilavesinin neden oldugu jet [20].
Yiizey gerilimi, jetleri kiirelere doniistiirerek birim kiitle basina yiizey alanimni

azaltmaktadir. Bu nedenle, ylizey gerilimindeki bir azalma, boncuklarin ve boncuklu

liflerin olusumunu da engelleyebilmektedir.

Rayleigh Dalgazi
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Sekil 2. 5. Rayleigh Dalgas1

Ortamin nem seviyesi ile ilgili durumlarda nem seviyesi diisiik ise ignenin
ucundan ¢ikan toplama materyaline kadar olan mesafede ¢ozeltide kuruma veya aksi
halde nem seviyesi yliksek ise damlamalar gozlenebilmektedir. Sicaklik azaldikca igne
ucunda sivida donmalar, aksi halde ise igne ucunda damlamalar meydana

gelebilmektedir.

Voltajin sistemdeki etkisi liflerin ¢ekim giicii ile alakalidir. Yiiksek voltaj
cekim etkisini arttrmakla beraber liflerin olusmasinda zaman tasarrufu da
saglamaktadir. Bununla birlikte voltaj toplama yiizeyi ile igne ucu arast mesafeyi de

etkilemektedir. Sistemin akis hizinin yavas olmasi saniyede olusan lif miktarinin
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azalmasina da neden olmaktadir. igne ucunun capi ile lifin kalmligi dogru orantili

haldedir.

2.2. Koaksiyel Sistem

Koaksiyel elektroegirme ¢ekirdek/kabuk prensibine dayanan bir elektroegirme
yontemidir. Diger elektroegirme yontemleriyle kiyaslanacak olursa, elektrogekim,
nanolif membranlara daha genis spesifik yiizey alani, daha yiiksek gozeneklilik ve
daha yiiksek uzunluk-cap orani gibi benzersiz 6zellikler kazandirabilmektedir. Buna
ek olarak, benzersiz ¢ekirdek/kabuk yapisi, 6z maddelerin stabilitesi daha da

arttirabilmekte ve kontrollii salim sistemi kurabilmektedir [21].

Core Solution
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Syringe
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Sekil 2. 6. Koaksiyel elektroegirme sisteminin 6zet goriiniimil

Koaksiyel elektroegirme sisteminde olusmasi istenilen lifin  yapisi,
cekirdek/kabuk yapisinin olugmasi istenilen lifin igerigindeki malzemelere gore
sekillenmektedir. Bu durumda dis kismin olusmasini saglayan kabuk yapisi ¢ozeltisi
dis siringa sistemine bagli olarak, i¢ kismin olugmasini saglayan c¢ekirdek yapisi ise i¢
siringa sistemine bagl olarak ¢alismaktadir. Sirmgadan igne ucuna gelindiginde ise
igne uglar1 es merkezli olacak sekilde birbirleri ile i¢ ice halde bulunmaktadir.
Elektroegirme sistemini etkileyen tiim parametreler gibi voltajin da etkisiyle toplama
levhasmna alman lifler kullanima hazir halde bulunmaktadir. Bu kisimda genel

elektroegirme parametrelerine ek olarak koaksiyel elektroegirme yonteminde i¢ igne
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ile dis ignenin caplart lifin kalinligma etki etmektedir. Bu durumda lifin ¢capimna olan
etkisiyle birlikte tiim parametreleri de dogrudan veya dolayli olarak etkilemis

olmaktadir.

2.3. Probiyotik Bakteriler ve Mayalar

Antik Yunanca’da “’yasam i¢in‘’ anlamina gelen probiyotik terimi, tarihte
fermente gidalarin tiikketimi ile baslamis bulunmaktadir. Probiyotik terimini ilk defa
1953’te Kollath kullanmistir, probiyotik mikroorganizmalarin insan sagligindaki
yararli etkileri ise ilk kez Ellie Metchnikoff tarafindan ortaya c¢ikaridmistir [9].
Probiyotik bakterilerin yeterli miktarda alinmasi ile konak¢inin saghgmda olumlu
yonde degisiklikler meydana getirdigi canlt mikroorganizmalar olarak Diinya Saglik

Orgiitii (WHO) tarafindan tanimlanmaktadir [22].

Probiyotik mikroorganizmalarmm biiyilkkce bir kismi Lactobacillus ve
Bifidobacterium cinslerindendir. Fakat bu cinslerin yaninda bazi laktik asit bakterisi
olmayan tiirler, koklar, mayalar (Saccharomyces cerevisiae (“boulardii’)) ve diger
tiirlerin (EcN, Sporolactobacillus spp.) probiyotik 6zellik gosterdigi gozlemlenmistir
[9].

Probiyotikler, canlida saglik iizerinde yararlh bir etkiye sahip mikrobiyal hiicre
preparatlar1 olarak bilinmektedirler. Probiyotik mayalarin probiyotik bakterilere
kiyasla bazi1 avantajli 6zelliklere sahip olduklar1 6grenilmistir. Bu 6zelliklerden basta
gelenler ise intestinal sistem kosullarina (diisiik pH ve safraya) kars1 daha dayanakli
olmalar1; genetik madde transfer edilmemesi; insan ve hayvan sagliginda kullanilan
bircok antibiyotige karsi direncli olmalar1 ve ortamdaki diger mikroorganizmalar

izerinde sinerjistik etkilerinin olmas1 olarak tanimlanabilmektedir.

Son yillarda yapilan arastrmalarda Saccharomyces cerevisiae ve
Saccharomyces cerevisiae var boulardii tiirlerinin diginda, diger mayalarin
(Kluyveromyces  lactis,  Candida lipolytica,  Kluyveromyces  marxianus,
Schizosaccharomyces pombe, Debaryomyces hansenii, Pichia farinosa ve Pichia
anomal) da probiyotik 6zelligi gosterdigi bildirilmis ve bu mayalarim probiyotik
potansiyellerinden yararlanarak gida uygulamalarindaki kullanimlarina yonelik yogun

arastirmalar giinlimiizde de devam etmektedir [23].
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Probiyotik bakterilerin antibakteriyel aktiviteleri bir¢ok yazar tarafindan ¢ok
iyi belgelenmektedir. Cogu maya, otomatik agregasyon, koagregasyon ve adezyon
yetenegi gibi dolayli etki tarzi yoluyla patojenik bakterileri temizlemektedir.
Immiinomodiilasyon, patojeni &ldiirmek igin probiyotik mayalar tarafindan
gerceklestirilen eylem modlarindan biri oldugu bilinmektedir. B-Glukanlar , bazi
mayalarm hiicre duvarlarinda goriilen dogal olarak olusan (1—3)-B- d- bagh glikoz
polimerleri olmaktadirlar. Potansiyel probiyotigin 6nemli 6zelliklerinden biri
antimikrobiyal 6zelligi olmasidir ve bu patojeni 61diirme 6zelliginden dolay1 baslangig
kiiltiirleri olarak da kullanilabilmektedirler. Bir organizmanin antimikrobiyal 6zelligi,
patojenik bakteri biiylimesini engellemektedir, mikrobiyal kolonilerin olusumunu
engellemektedir ve mikroorganizmalart yok edebilmektedir. Bu nedenle, bu
probiyotik organizmalar, mide-bagirsak yolu enfeksiyonlarini tedavi etmek igin
kullanilabilmektedir. Maya, organik asitler, poliaminler, proteazlar, mikosinler veya
oldiiriicii toksinler gibi birka¢ molekiil iiretir ve bunlar patojenik bakterileri yok eden

antimikrobiyal bilesikler olarak islev gérmektedir (Sekil 2.7) [24].
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2.4. Probiyotik Enkapsiilasyonu ve Proteinlerin Kullanimi

Probiyotikler, gastrointestinal florada bulunan canli bakteri veya mayalar

olarak adlandirilmaktadirlar [25].

Mikroorganizmalarin en 6nemli gruplarindan olan mayalar, milattan 6nce
3000°den firincilik, biracilik, sarapcilik gibi gida ve biyoteknolojik endiistrilerde
oldukca yaygin bir sekilde kullanilmaktadir [26].

Probiyotiklerin saghigi gelistirici etkileri, temel besinleri saglama,
sindirilmeyen bilesenleri metabolize etme ve firsatg1r patojen organizmalarin
kolonizasyonunu Onleme yetenekleri bilinmektedir [25]. Probiyotiklerin saglikli
faydalar1 nedeniyle kullanimi giinlimiizde genel halk arasinda biiyiik 6l¢lide popiiler
hale gelmektedir. Probiyotikler biiylik Olciide siit ve siit {riinlerinde (yogurt,
dondurma, tathlar) bulunmasina ragmen, daha az dlgiide ¢ikolata, tahillar ve meyve

suyu gibi siit dis1 tirlinlere de dahil edilmektedir [18].

Gidalarda, mevcut probiyotiklerin canliligi, yararli etkiler saglamak ig¢in
{iriiniin raf dmrii boyunca en az 10° koloni olusturan birim/g (colony forming units
(CFU)), (CFU/g) olmalidir ayrica giinliik minimum terapdtik dozun 108-10° hiicre
oldugu ve 10%-107 canh hiicre/g iceren probiyotik iiriinlerin 100 g/giin tiiketilmesi ile
elde edildigi ileri siiriilmektedir. Bu durumda probiyotiklerin gida {riinlerinde
metabolik olarak aktif olmalar1 ve konakc¢ida kolonize olmak i¢in mideden
gecebilmeleri ve hayatta kalmalar1 gerekmektedir [18]. Bununla birlikte, bir¢ok ticari
probiyotigin, isleme, depolama ve gastrointestinal kanaldan gegis sirasinda
karsilasilan olumsuz durumlara karst siklikla duyarli oldugu atfedilmektedir. Bu
nedenle probiyotiklerin maruz kalabilecekleri bu stresleri ortadan kaldirmak i¢in etkili
stratejilerin gelistirilmesi gerekliligi dikkat cekmektedir [25]. Bu baglamda, probiyotik
hiicrelerin canliligini korumak ve arttirmak amaciyla asit ve safraya daha direngli
probiyotik suslarin se¢ilmesi, probiyotiklerin oksijenle temasini 6nlemek i¢in oksijene
dayanikli kaplarin kullanilmasi, mikro besinlerin (6rnegin fruktooligosakkaritler)
kapstilasyon yardimiyla konuya dahil edilmesi gibi stratejiler ortaya siiriilmiistiir ve
denenmigtir [18]. Bu stratejiler arasinda probiyotik canliligini korumak i¢in yeni

kapstilleme teknolojileri gelistirmek de bulunmaktadir. Bu baglamda kapsiilleme,
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probiyotiklerin hedeflenen bir sekilde bagirsaklarda hayatta kalmasini iyilestirme
yolunda etkili bir yontem olmaktadir. Probiyotik hiicreleri kapsiillemek
mikroenkapsiilasyon  yontemi tekniklerine dayanmaktadir. Canli hiicreleri
kapsiillemek i¢in mikroenkapsiilasyon yontemi kullanilsa da, biyoyararlanimlarini ve
dolayistyla probiyotiklerin hayatta kalma oranlarini ve viicut icerisindeki ¢esitli
bolgelere dagilimlarini arttirmak, partikiil boyutu, partikiilde kullanilan kimyasallar ve

mikro yapisi, mikroorganizmanin susundan dogrudan etkilenmektedir [25].

Tablo 2. 2. Probiyotiklerin farkl kapsiilleme teknolojilerinin artilar1 ve eksileri

Elektrosprey
Emiilsifikasy |Koaservasyo | Piiskiirtmey | Dondurara | Ekstriizyo /
on n le Kurutma | k Kurutma n Elektroegir
me
Kapsiilleme
A + ++ + - ++ +++
Verimliligi
Hiicre
++ + ++ ++ + ++
Canliligi
Oda
++ + - - - +++
Sicaklig
Diisiik
+ + ++ - + +
Yatirim
Malzeme
Seciminin
- + + +++ - +++
Cok
Yonliligi
Teknoloji
Sanayiles +++ - +++ +++ +++ +
me

+++: Maksimum; -: Mevcut degil.

Nanoenkapsiilasyon, gelecek vaat eden bir alternatif yaklasim olmakla birlikte,
biyoyararlanimi iyilestirme potansiyeline sahip, kontrolli salimi arttiran ve
mikroenkapsiilasyon tekniklerinden daha fazla miktarda canli mikroorganizmanin
dogru bir sekilde hedeflenmesini saglamaktadir. Ayrica nanoenkapsiilasyon teknigi,
genis ylizey alani nedeniyle immobilizasyon etkinliginin artmas1 ve hacimle birlikte

azalan termal iletkenligin bir sonucu olarak 1s1l isleme kargi korumanin artmasi gibi
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bazi yararlar1 da beraberinde getirmektedir. Bu baglamda, elektroegirme teknigi, nano
boyutta elyaf hasirlarin iiretimi i¢in iyi bilinen bir teknik olan, verimli ve uygun
maliyetli bir tekniktir. Bu teknik, elektrostatik bir kuvvet uygulanarak ¢ikarilan yiikli
polimer jetine dayali olarak caligmaktadir. Sonrasinda olusan bu jet, diiz bir hat

olusturacak sekilde uzayarak plaka iizerinde toplanmaktadir [27].

Canli mikroorganizmalarin kapsiillenmesi ve immobilizasyon sonrasinda
hiicre canliliginin degerlendirilmesi adina mayalar, elektroegirme teknolojisinde kolay
ve etkili bir sekilde nanolif i¢erisinde kapsiillenmistir. Ilk olarak, kullanilacak olan
elektroegirme ¢ozeltilerinin kiitle oranlarinin bir fonksiyonu olarak elektriksel
iletkenlikleri, viskoziteleri ve yiizey gerilimleri ¢ok etkili parametreler olduklar1 i¢in
elektroegirmedeki immobilizasyonun optimum ¢o6zelti kosullarinin belirlenmesi

amaciyla belirlenmelidir [26].

Onceleri nanoenkapsiilasyon teknolojisinde nisasta, arap zamki, jelatin gibi
tekli polimerler veya peynir alt1 suyu protein izolat1 kullanilmaktadir. Bununla birlikte,
ikili sistemlerin uygun se¢imi ve kullanimi, kapsiilleme verimliliklerinde artisa
ve/veya daha yiiksek hayatta kalma oranlarma yol agmakta oldugundan, son
zamanlarda artig gostermistir. Ek olarak bu ikili sistemlerin tek bilesenli sistemlere
gore in vitro gastrointestinal kosullarinda da iistiin bir performans sergiledikleri

bildirilmektedir [27].

Probiyotiklerin kapsiilasyonu amaciyla yaygin olarak kullanilan diger
proteinler arasinda soya, amarant proteinleri, kazein, kollajen, elastin, deniz ve
yumurta proteinleri de bulunmaktadir. Proteinlerin polielektrolit dogasi,
elektrohidrodinamik islemenin stabilitesini azalttigindan dolay1 probiyotiklerin
kapsiillenmesinde proteinlerin  kullanimi  zordur. Dolayisiyla bu durumda
probiyotiklerin yasayabilirligini etkileyen faktorlerdendir. Bu nedenle sistem
parametrelerinin bu duruma gore ayarlanmasi gerekmektedir. Ayrica proteinlerin
elektrohidrodinamik sistemlerde islenmesine yonelik diger zorluklar arasinda, kararl
bir Taylor konisinin olusumunu engelleyen sulu protein soliisyonlarmnin yiiksek yilizey
gerilimi ve probiyotikleri hareketsiz hale getirebilecek fibriler veya kapsiiler yapilar
tiretmek amaciyla yeterli protein zinciri dolasikliklarinin olmamasi da yer almaktadir

[28].
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Tablo 2. 3. Elektrosprey kullanilarak probiyotiklerin kapsiilleme ¢alismalarina genel
bakis, kullanilan polimerler, ¢oziiciiler, konsantrasyon miktarlar1 [28].

Probiyotik Sus Polimer Coziicii Konsantrasyon Referans
Bifidobacterium | Peynir Alt1 Suyu PBS; PASP: %3040 w/w [29]
strains Proteini Konsantresi | Yagsiz Siit | Pullulan:(Mw 100 kDa)
(PASP); %15-20 w/w
Pullulan
Lactobacillus Aljinat Su Aljinat %1,4 a/h/Gliserol [30]
acidophilus %8 a/h
Lactobacillus Sodyum Aljinat Su; SA: %3 ag/hac; [31]
plantarum (SA); Su/Sitrik SA/sitrik pektin:
SA/ Sitrik Pektin Asit %4 agirlik/hacim: %4
agirlik/hacim
Lactobacillus Peynir Alt1 Suyu Su; Yagsiz | PASP: 0,3 g/mL [32]
plantarum Proteini Konsantresi | Siit
(PASP)
Lactobacillus Ca- Aljinat (A)/ A:su A: (orta viskozite) [33]
plantarum Kitosan (Ch) Ch: Ch: Mw: 70-300 kDa, DD:
Asitlendiri | %75-95
Imis su
(pH3.5)
Lactobacillus Cekirdek: Aljinat Su A: %2,5 agirlik/hacim; G: [34]
acidophilus (A)/Gliserol(G) %8 agirlik/hacim; EA: %8
Kabuk: Yumurta agirlik/hacim
Aki (EA), Stearik
Asit (SA)
Bifidobacterium | Peynir Alt1 Suyu F, M: Su F ve M: %20 w/w [35]
longum subsp. Proteini Konsantresi | PASP: PASP: %20 w/w
infantis CECT (PASP), Fibersol® Yagsiz Siit | Zein: %12 w/w
4552 F) Zein: PVP: %10 w/w
Maltodekstrin (M), etanol
Zein (Z); PvP PVP: Su
Lactobacillus Aljinat (A)/kitosan Su C: 50 mg/g; Mw 80-120 [36]
plantarum ATCC | (Ch), Iniilin (I), kDa
8014™and direncli Ch: 50 mg/g, MW: 70-300
Bifidobacterium | Nisasta (RS) kDa; DA: %75-95
lactis BB12 I: Mw 4,0-6,5 kDa; DP >
23
RS: 50 mg/g
Bifidobacterium Polivinil alkol Yagsizsiit | M w 146-186 kDa [37]
animalis subsp. (PVA) (cekirdek)
laktis Bb12 su (kabuk)
Yogurt Mayast Tarim atiklarindan Su PVA: %8 agirlik/hacim; [38]
elde edilen ¢oziiniir Mw 85-124 kDa
diyet lifleri (SDF) +
PVA
Lactobacillus Cekirdek: Gliserol Formik G: %99,5 saflik [39]
paracaseiare (G) asit S: %17 a/a
Kabuk: Nisasta (S) (kabuk)
Lactobacillus PVA Su PVA: %20 agirlik/hacim [40]
rhamnosus Sodyum aljinat (SA) SA: %3 agirlik/hacim
Lactobacillus Sodyum aljinat (SA) | Su SA: %2 wiw [41]
plantarum PVA PVA: %6 ve %8, wiw
Lactobacillus PVA Su/Triflor | BC: %5 wiw [42]
acidophilus 016 | Bakteriyel seliiloz oasetik PVA: %5 wiw
(BO) asit
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Tablo 2. 4. Elektrosprey kullanilarak probiyotiklerin kapsiilleme ¢aligmalarina genel
bakis, kullanilan polimerler, ¢oziiciiler, konsantrasyon miktarlari [28] (devam ediyor)

Probiyotik Sus Polimer Coziicii Konsantrasyon Referans
Bifidobacterium | Kitosan (Ch) Asetik asit | Ch: %1 agirlik/agirlik; orta | [43]
animalis subsp. Poli (Vipilalkol) Su Mw %75-85 DD
laktis Bb12 (PVA) Iniilin (I) PVA: %15 w/w; Mw: 89—
98 kDa

Lactobacillus Poli etilen oksit Su PEO: %4 agirlik/agirlik; [44]
plantarum ATCC | (PEO) Mw, 900 kDa
8014 PEO/liyoprotektan L: %4 wiv

L)
Lactobacillus PVA Su Bahsedilmemis [45]
reuteri ES1
Lactobacillus Sodyum aljinat (SA) | Su PVA: %20 agirlik/agirlik; [27]
paracasei KS- PVA Mw 130 kDa
199 SA: %3 wiw, Mw: 60 kDa

Tablo 2.3‘te de goriildiigi tizere polisakkaritler de probiyotiklerin
kapsiillenmesi i¢in yaygin kullanilan biyoaktif maddelerdir. Polisakkaritler, glikozidik
baglarla baglanan monosakkaritlerin tekrar eden birimleri tarafindan olusturulmus
olunan makromolekiillerdir. Elektrohidrodinamik (EHD) islemede polisakkaritlerin
kullanimi, gida ve diger yasam bilimi uygulamalariyla ilgili 6zellikler olan diisiik
maliyetleri, kimyasal cesitlilikleri, biyouyumluluklari, biyobozunurluklar1 ve nihai

olarak biyolojik aktiviteleri nedeniyle artmakta oldugu bilinmektedir [28].

Polisakkaritlerin EHD islemi (elektrosprey, elektroegirme) molekiiler agirlik,
fonksiyonel gruplar ve yiikler gibi kimyasal 6zelliklerine de baglidir. Bir diger kritik
parametreler ise polisakkarit ¢ozeltilerinin iletkenligi, genlesme ve i¢sel viskozitesi,
yiizey gerilimi ve buhar basincidir. Elektroegirme polisakkarit lifleri, 6Gnemli polimer
zincir dolasikliklar1 ve zayif kesme inceltme soliisyon 6zellikleri mevcut oldugunda
kolaylikla olusturulabilir. Tek tek polisakaritlerin elektrospinlemesini kolaylastirmak

amaciyla PVA, PEO, pullulan gibi polimer tasiyicilar da kullanilabilmektedir [28].
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Tablo 2. 5. Elektrosprey kullanilarak probiyotiklerin kapsiilleme ¢alismalarina genel
bakis, proses kosullari, ortalama ¢ap [28].

Probiyotik Sus Proses Kosullar: Ortalama Cap Referans
Bifidobacterium strains 12-14 kV 658—1315 nm (Pullulan/siit) | [29]
7 cm 259-2024 nm (PASP/siit)
0,3 mL/saat
Lactobacillus acidophilus 4,6, 10kV 259-543 deniz mili [30]
6 cm
10 mL/saat
Lactobacillus plantarum 24 kV SA 116+ 13 ym [31]
15 cm SA/Pektin: 111 £ 13 um
2 ml/saat
Lactobacillus plantarum 10-14 kV Belirtilmemis [32]
10 cm
0,15 mL/saat
Lactobacillus plantarum 9,5kV 300550 mikron [33]
100 mm
5 mL/saat
Lactobacillus acidophilus 8 kV 450 *+ 50 mikron [34]
6 cm
10 mL/saat
Bifidobacterium longum Belirtilmemis PASP: 2,47 + 1,15 um [35]
subsp. infantis CECT 4552 F:87 £2,07 um
M: 1,95 £ 0,54 um
Lactobacillus plantarum 9,5kV 460—710 mikron [36]
ATCC 8014™gnd 100 mm
Bifidobacterium lactis BB12 5 mL/saat
Bifidobacterium animalis 11 kV 150 nm [37]
subsp. laktis Bb12 13 cm
0,06-0,3 mL/saat
Yogurt Mayasi 12 kV 229-703 deniz mili [38]
15 cm
0,1 mL/saat
Lactobacillus paracaseiare 21kV; 4,45 + 0,91 mikron [39]
2 ml/saat(cekirdek) 5
mlL/saat (kabuk)
10 cm
Lactobacillus rhamnosus 22 kV; 583,1 deniz mili [40]
10 cm
1,2 mlL/saat
Lactobacillus plantarum 16 kV 270 + 64 deniz mili [41]
14 cm
0,4 mL/saat
Lactobacillus acidophilus 016 | 20 kV 450-800 deniz mili [42]
20 cm
0,5 mL/saat
Bifidobacterium animalis 18 kV 117,5 £70,6ila 217,6 £ 62,7 | [43]
subsp. laktis Bb12 15 cm nm
0,1 mL/saat
Lactobacillus plantarum 15 kV 815 + 115 deniz mili [44]
ATCC 8014 15 cm
0,4 mL/saat
Lactobacillus reuteri ES1 25kV 381,83 + 130,69 deniz mili [45]
10 cm
0,4 mL/saat
Lactobacillus paracasei KS- 15-27kV 170-360 deniz mili [27]
199 6-15 cm
1,2 mL/s
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Cesitli protein ve polisakkaritlerle kapsiillenebilen probiyotiklerin olusturdugu
EHD sistemlerinden olan elektroegirme yontemiyle {iretilen nanoliflerin ¢ap1
100nm’den kii¢lik olmastyla bilinen basit bir islemdir. Literatiirde de birgok ¢calismaya
konu olan elektroegirme yontemi ile iiretilen nanolifler ayrica nutrasotik ve tat salimi

gibi gida endiistrisi uygulamalari i¢in yeni bir arag olarak vurgulanmaktadir [46].
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3. DENEYSEL KISIM (MATERYAL VE YONTEMLER)

3.1. Materyal
3.1.1. Maya ve Proteinlerin Temini

Nanolif tiretiminde kullanilan Saccharomyces cerevisiae ekmek mayasi
yas halde ticari iirlin olarak satin alinmistir. Analizlerde mayalar her analiz igin steril

ve taze halde kullanilmstir.

Mikroenkapsiilasyon tekniginde kullanilan polivinil alkol (PVA, Ma
85000-124000, %99+ hidrolize) ve proteinler olarak belirlenen peynir alti suyu
proteini (whey protein), sodyum kazeinat ve sigir jelatini MERCK - Sigma
Aldrich’ten (Almanya) temin edilmistir.

3.1.2. Kimyasal ve Biyokimyasal Malzemelerin Temini

Yapilan calismada kullanilan Etanol (= %99.8), Hidroklorik asit (HCI)
(%37), Sodyum kloriir (NaCl) (> %99.0), Potasyum kloriir (KCI) (> %99.0), Sodyum
hidroksit (NaOH) (= %98.0), Trikloroasetikasit (TCA) (= %99.0), Kalsiyum kloriir
(CaCly) (= %97.0), p-toluene sulfonyl-L-arginine methyl ester (TAME) (Ma 428.50),
Tris (hydroxymethyl) aminomethane (Trizma base) (= %99.8), Potasyum dihidrojen
fosfat (KH2POs) (Ma 136.09), Sodyum bikarbonat (NaOHCOs) (Ma 84.01),
Magnezyum klorid dihidrat (MgCl(H20)s) (Ma 203.30), Amonyum karbonat
((NH4)2COs3), Kalsiyum kloriir dihidrat (CaCl2(H20)2) (= %99.0), Hemoglobin,
Pepsin, Pankreatin, Safra tuzu, Agar Sigma-Aldrich Co. (St Louis, A.B.D.)

firmasindan temin edilmistir.

3.1.3. Kullanilan Cihazlar

e FTIR-ATR Spektrometresi (Perkin Elmer Spectrum Two ™ | USA)
e SEM-EDX Cihazi

e Au-Pd Kaplama Cihazi

e pH Metre (WTW marka 7110 model, Almanya)

e Manyetik Karistirici (Labart SHT-5, USA)

e Vorteks Karistirict (WiseMix VM-10)
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e Inkiibatdr (Niive)

e Otoklav (HMC Hirayama)

e Hassas Terazi (Mettler Toledo)

e Calkalamali Inkiibator (IKA KS 4000i)

e Spektrofotometre (Shimadzu UV-1601)

e Buzdolab1 (+4 ve -18°C) (Argelik)

e Stomacher Cihazi

e Dijital Ayarlanabilir Otomatik Mikropipetler (Brand ve Capp marka)
e Derin Dondurucu (-86°C)

e Elektriksel Iletkenlik Ol¢iim Cihaz1 (Hanna HI 99300)
e Viskozimetre (Brookfield LVDV-II), Spindle SC4-18

e Temas Acisi ve Yiizey Gerilimi Olgiim Cihazi (Attension Theta)

3.2. Yontem

3.2.1. Elektroegirme Sistemi

Laboratuvar 6lcekli olarak tasarlanan elektroegirme sisteminin tam bir hali
Sekil 3.1°de gosterilmistir. Sistemde PASP, SK ve SJ olmak iizere ii¢ ¢esit proteinle
ekmek mayasinin koaksiyel olarak mikroenkapsiilasyonu saglanip nanolif
olusumunun elde edilmesi amaglanmistir. Bu ama¢ dogrultusunda sistemde degisken
voltajli giic kaynagi (15-20 kV) ve sabit plaka tlizerine lif iiretimi saglanacak sekilde
iki adet siringa pompasi, iki adet siriga ve iki adet siringay1 baglayan kolonlarin
birlestigi kisma metal nozuller degistirilebilir 6zellikte sabitlenmistir. Bu sekilde

sistemin beslenmesi saglanmstir.

3.2.2. Taramah Elektron Mikroskobu

Taramal1 elektron mikroskobu (Scanning Electron Microscope, SEM) analizi
oncesi elektroegirme prosesinden elde edilen nanolifler pargalara ayrilmis ve ayrilan
bu parcalardan rastgele secimler yapilip karbon bantlar kullanilarak o6rnekler
sabitlenmistir. Sabitlenen 6rnekler iletken ylizey saglamak amaciyla piiskiirtmeli altin-

paladyum (Au-Pd) kaplama cihazi (Precision Etching and Coating System 682, Gatan
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Inc., Pleasanton, CA,USA) kullanilarak 10nm kadar kaplandiktan sonra, SEM

cihazina alinarak ¢esitli boyutlarda goriintiiler elde edilmistir.

SEM cihazindan elde edilen goriintiiler Image] yazilimi (NIH, Maryland,
ABD) ile islenerek nanoliflerin ¢ap histogramlari ve ortalama ¢ap degerleri elde
edilmistir. Elde edilen ortalama c¢ap ve standart sapma verileri en az 2000

Ol¢tim/mikrograf olacak sekilde belirlenmistir.

3.2.3. Fourier Doniisiimlii Kiz1lotesi Spektroskopisi (FTIR) Analizi

Saf ve lif elde edilmis protein 6rneklerinin ve PVA’nmn FTIR spektrumlari,
ATR ve potasyum bromiir (KBr) kapli elmas kristal ve doteryum triglisin siilfat
(DGTS) dedektorii ile donatilmis FTIR-ATR spektrometresi (Perkin Elmer Spectrum
Two ™ | FTIR Spectrometer, United States) kullanilarak {i¢lii 6l¢timler alinmistir ve
ortalama degerler kaydedilmistir. Orneklerin FTIR-ATR spektrumlari, 4 cm -1
¢Oziiniirliikte, 400-4000 cm -1 MIR araliginda belirlenmistir. ATR kristali her 6rnek
Olciimii sonrasi etanol ile temizlenmistir ve bir arka plan spektrumu toplamak {izere

kurumaya birakilmaistir.

3.2.4. Elektroegirme Cozeltilerinin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Elektroegirme yontemi ile nanoliflerinin eldesi i¢cin GRAS (Generally
Recognized as Safe- Genellikle Giivenli Kabul Edilir) listesinde yer alan PVA
polimeri tercih edilmistir. PASP , SK ve SJ her biri %5’lik konsantrasyonlarda olacak
sekilde hazirlanmistir. Optimum konsantrasyonlarin belirlenmesi i¢in %10, %8, &6
(a/h) oraninda c¢ozeltiler 55°C’de wultra saf su kullanilarak hazirlanmistir.
Karisimlardan elde edilen sonuglardan %6’lik konsantrasyonlu PVA ¢ozeltisi tercih
edilip analizlere devam edilmistir. PASP, SK ve SJ ile hazirlanan PV A karisimlarmin
karakterizasyonu icin viskozite ve elektrik iletkenligi (kondiiktivite) analizleri

yapilmistir.

Cozeltilerin viskozite analizi, viskozite degerlerine gore se¢ilmis olan SC4-25
ve LV3 (63) milleri kullanilarak Brookfield Viscometer DV-II+Pro viskozimetresi
(Brookfield Engineering Laboratories INC., Middleboro, MA, USA) ile yapilmustir.
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25°C’de yapilan dlgtimlerde, kullanilan viskozimetrenin talimatlarina uygun olarak, %
10-90 tork araligindaki (giivenilir 6l¢iim araligi) viskozite degerleri kaydedilmistir.
Hazirlanan ¢ozeltilerin kondaktivite degerleri HI 8633 kondiiktivimetre (Hanna
Instruments, Woonsocket, A.B.D.) cihazi kullanilarak o6lgiilmistir. pH ve

kondaktivite analizleri i¢in yapilan 6l¢iimlerde {i¢ paralel kullanilmistir.

3.2.5. Saccharomycess cerevisiae ‘min Standardize Edilmesi

Saccharomycess cerevisia, elektroegirme sistemine enkapsiilasyon amaciyla
verilmeden Once belirli bir standardize islemine almmustir. Standardize islemi
amaciyla kullanilan diliisyonla sivi hazirlanip, her seferinde elektroegirme sistemine
11 log birimlik maya verildiginden emin olunmustur. Sistemin g¢ekirdek kisminin
cozeltileri hazirlanirken her seferinde mayalarin en aktif oldugu sicaklik ve siirede
sisteme enjekte edilmeye 6zen gosterilmistir. Mayalarin standardizasyonunu saglamak
amaci ile mikrobiyolojik ekimler gerceklestirilerek 11 log birimlik mayalarin sisteme

verildiginden emin olunmustur.

3.2.6. PVA/PASP, PVA/SK ve PVA/SJ Nanoliflerinin Uretilmesi ve
Karakterizasyonu

Laboratuvar 6lgekli tasarlanan elektroegirme sistemi (Sekil 3.1) kullanilarak
hazirlanan nanolifler koaksiyel nozulden elde edilmistir. Bu proseste nanolif iiretimi
icin hazirlanan tiim ¢ozeltiler sabit plaka ve metal nozul arasinda 7cm mesafe olacak
sekilde, siriga pompa kullanilarak, 15-20 kV’de, i¢ yarigap1 1.6mm (14 Gauge (14G))
olan metal nozulden PVA/maya karigimi, i¢ yarigapt 1.2mm (16 Gauge (16G)) olan
metal nozulden dis kaplama PV A/protein (PVA/PASP, PVA/SK, PVA/SJ) karisimlar1
0.002 mL/sa akis hizinda sisteme beslenmistir. Elektroegirme sistemindeki ¢ozeltilere
uygulanan yiiksek voltaj ile olusturulan elektrik alan sayesinde iiretilen nanolifler

(Sekil 3.2), dik ag1 ile koaksiyel halde sabit metal plaka {izerinde toplanmstir.
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Sekil 3. 1. Laboratuvar 6lgekli tasarlanan elektroegirme sistemi

Sekil 3. 2. Uretilen nanolifler

Uretilen nanoliflerin SEM cihazi ile goriintiileri alinmus, Image] yazilimi ile
islenerek ortalama caplar1 ve standart sapma degerleri hesaplanmistir. Ayrica
nanoliflerin FTIR analizi yapilip, saf protein ve PVA’nin FTIR spektrumlar: ile

karsilastirilmistir.
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3.2.7. Protein Kaph Probiyotik Liflerin Viskozite Analizi

Akigkanlarm bir 6zelligi olan viskozite sivilarmm akmaya karsi gosterdikleri
diren¢ veya i¢ siirtiinmesi anlamma gelmektedir. Sivi molekiilleri birbirlerinin
iizerinden kayarak hiz kazanmalarin1 engellemeye calisarak aralarinda siirtiinme
olusturmaktadirlar. Bu durumda siirtlinme azalirsa akis hizi artar ve vizkozitesi
diismektedir. Sicaklik ve basing viskoziteyi etkileyen parametrelerdir. Viskozite
sicaklik ile ters basing ile dogru orantili konumdadir. Basincin artmasi sivilarin
icerisindeki bosluklarm azalmasmma dolayisiyla sivi molekiillerinin hareketinin

yavaslamasina neden olmaktadir.

Koaksiyel iiretilen protein kapl liflerin dis katmanindaki protein ¢ozeltilerin
viskozitesi Brookfield viscometer cihazi ve SC4-18 spindle (Sekil 3.1) ile dl¢iilmiistiir.
Bu analiz ile yapilan nanoliflerin dis katmanindaki PASP, SK ve SJ proteinleriyle
belirli oranlarda karistirilan PVA c¢ozeltilerinin yapisinin degerlendirilmesi ve

viskozite degerlerinin akis hizina etkisinin bilinmesi amaglanmaistir.

Yapilan bu analizde, sistemde kullanilan dis katmandaki c¢d6zeltiler %5
konsantrasyon protein ¢ozeltileri ve %6 konsantrasyon PVA ¢ozeltisi olacak sekilde

birbirleri ile homojenize edilmistir.

Sekil 3. 3. Brookfield LVDV-II + Viscometer
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Sekil 3. 4. Spindle SC-18

Protein/PV A ¢6zeltilerinin kayma hizina (1/s) karsilik kayma gerilimi (N/m?)
grafigi ¢izdirilip egime gore viskozitesi hesaplanarak olusan egrilerin akis tiirii

belirlenmistir. Analizdeki her bir 6rnek tiglii paralel halinde ¢alisilmstir.

3.2.8. Protein Kaph Probiyotik Liflerin Elektriksel Iletkenlik (Kondiiktivite)
Analizi

Elektriksel iletkenlik, bir diger adiyla elektriksel iletkenlik, suyun elektrik
akimini iletebilme kapasitesinin belirlenmesidir. Saf su igerisinde baska higbir madde
bulunmazken elektrik akimmi iletemez haldedir ve yalitkan malzeme olarak
bilinmektedir. Saf suda baska maddeler ¢ozdiiriildiigliinde yalitkan halini terk
etmektedir ve elektriksel iletkenlik kazanmaktadir. Suda ¢6ziinen maddelerin
molekiilleri yapilari itibari ile tuz olup, elektriksel iletkenlik 6l¢en cihazlarm dlgiimde
verdigi EC (electrical conductivity) degeri soliisyonun tuzluluk miktarmin gostergesi

olmaktadir.

Bu analiz kapsaminda koaksiyel nanoliflerin dis kaplama materyalleri olan ii¢
farkl protein ¢esidi ile ayr1 ¢ozeltileri hazirlanmig PVA’nin elektriksel iletkenlikleri
ticer paralel olacak sekilde dlgiimleri alinmistir. Cozeltilerin konsantrasyon oranlari
viskozite analizindeki konsantrasyon oranlar1 ile ayni miktarda c¢alisilmistir.
Cozeltilerin EC degerlerinin nanoenkapsiilasyon sistemindeki etilerinin 6grenilmesi
amaglanmistir. Analizde elektriksel iletkenlik 6l¢iimiinde Hanna Instruments EC/TDS
Meter HI 99300 (Sekil 3.4) cihazi kullanilmistir. Kullanilan bu cihazin O uS / cm ile
3999 uS / cm’ye kadar ¢oziiniirliige genis elektriksel iletkenlik dlgtimleri yani EC
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degeri alma kapasitesine sahiptir. Ayni zamanda cihazin sicaklik ayarlama degerleri
0,0 ila 60,0 °© C /32,0 ila 140,0 ° F arasindaki genislige sahiptir. Analizde cihaz 25°
C’de tutularak dlgiimler alinmistir. Cozeltilerin pH’1n1 belirlemek igin 6zel bir sensor

kullanilmistir (yani, HI-11310 sensorii).

Her olciim setinden sonra Hanna Instruments EC/TDS Meter HI 99300
cihazina 0Ozgii oOzel kalibrasyon tuzlar1 yardimiyla bir kalibrasyon islemi

gerceklestirilmistir. Deneysel verilerin tartigilmasi i¢in deger kaydedilmistir [49].

Sekil 3. 5. Elektriksel Iletkenlik Cihazi (Hanna Instruments EC/TDS Meter HI
99300)

3.2.9. Protein Kaph Probiyotik Liflerin Temas Agis1 ve Yiizey Gerilimi Analizi

Swvilarin ylizeyindeki molekiiller ile i¢ kisimlarindaki molekiiller arasinda
olusan elektriksel kuvvetlerin farklilik gdstermesi ve yiizeydeki molekiillere etki eden
elektriksel kuvvetlerin dengeli olmamasindan kaynaklanan terime yiizey gerilimi

denmektedir.

Nanoenkapsiilasyon sisteminde elde edilen koaksiyel iiretilen protein kapl
nanoliflerin dis katmanindaki protein ¢ozeltilerinin temas agis1 ve yiizey gerilimi
Olgctimleri Attension Theta cihazi (Sekil 3.5) ile yapilmistir. Cihaz, beslendigi 6rnek
cozeltilerin her birinden ayr1 ayr1 damla goriintiilerini kaydederek zamanla damlanin

seklinde meydana gelen degisimleri analiz etmektedir. Damla sekli, sivinin yiizey
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geriliminin ve buna bagli olarak sivi ve stvinin bulundugu ortam arasindaki yogunluk

farkinin bir gostergesi olmaktadir.

Bu analizde nanoliflerin dis katmanidaki PASP, SK ve SJ proteinleriyle belirli
oranlarda karistirilan PVA ¢ozeltileri viskozite ve elektriksel iletkenlik analizindeki
oranlartyla ayni sekilde hazirlanip olgiilerek degerleri alinmistir. Burada amag dis
kaplama materyali olan protein ¢ozeltilerinin temas agisi ve ylizey gerilimlerinin
nanoenkapsiilasyon sistemine etkisinin bilinmesidir. Yapilan bu analizde, ¢cozeltilerin

her biri tiglii pareleller halinde caligilmistir.

Sekil 3. 6. Temas Agis1 ve Yiizey Gerilimi Ol¢iim Cihaz1 (Attension Theta)

3.2.10. Elektroegirme Prosesinin Mikroorganizma Canhhgina Etkisi ve
Enkapsiilasyon Verimliligi

PVA-Maya/PVA-PVA, PVA-Maya/PVA-PASP, PVA-Maya/PVA-SK, PVA-
Maya/PVA-SJ hibrit nanoliflerde dncelikli olarak elektroegirme isleminin canlilik

lizerine etkisi arastirilmistir.

[k olarak elektroegirme prosesinin PV A/Protein-Maya nanolifleri iizerine
etkisine bakilmistir. Yapilan protein kaplamanin mayalarin canliligi lizerindeki
olumsuz etkisi olup olmadiginin kontrolii amaciyla PVA/PVA kontrol nanolifi ele

alinarak mikrobiyolojik analizler yapilmistir.

Yapilan bu ¢alismada teorik olarak sistemden elde edilen PV A-Protein/PV A-
Maya nanolif igerisindeki agirlikca 10mg PVA nanolifine denk gelecek sekilde
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cozeltiden 84 pL alinmis ve 1 mL ultra saf su kullanilarak siispanse edilmistir. Daha
sonra bu c¢ozeltiden seri diliisyonlar hazirlanarak DRBC (Dichloran Rose Bengal
Chloramphenicol) Agar kullanilarak yiizeye yayma yontemine uygun olarak ekimler
yapilmistir. Petri kaplar1 4 giin boyunca 25 °C’de inkiibasyona birakilmis ve siire
sonunda olusan mayalar sayilip sonuglar kaydedilmistir. Ayni islemler kontrol grubu
olarak kullanilan PVA/PV A-Maya nanolifleri i¢in de gerceklestirilmistir. Bu islem

elektroegirme prosesindeki mayalarin canliligi tizerine etkisini vermistir.

Bir diger islem sadece nanoliflerin ylizeyine tutunmus olup enkapsiile olmayan
mayalarin tespiti icin yapilan yikama islemidir. Bu amagla her 6rnekten 10mg tartilip
her 6rnek lizerine 1 mL PBS (10 mM, pH 7.4) eklenmistir. Siispanse edilen 6rnekler
10s vortekslendikten sonra seri diliisyonlar1 hazirlanip DRBD agar besiyerine yiizeye
yayma yontemine uygun halde ekimleri yapilmistir. 4 giin boyunca 25°C’de
inkiibasyona birakilan petrilerden sayimlar alinp sonuglar kaydedilmistir. Bu analiz
sonucunda yikamasi yapilan siipernatanttan enkapsiile olmamis maya sayisi kob/mL

olarak belirlenmistir.

PVA-Protein/PVA-Maya ve PVA/PVA-Maya nanoliflerindeki toplam maya
sayisini belirlemek amaciyla 10mg nanolif 6rnegi 1 mL PBS (10 mM, pH 7.4) ile
siispanse edilmistir. Siispanse edilen c¢ozelti igerisindeki maya salimi icin oda
sicakliginda (~25°C) karistiricidda 4 saat boyunca ¢alkalanmistir. Daha sonra
orneklerin seri diliisyonlar1 hazirlanip DRBC Agar besiyerine yiizeye yayma yontemi
ile ekimler yapilmistir. 4 giin boyunca 25°C’de inkiibasyona birakilan petrilerden

sayimlar alinip sonuglar kaydedilmistir.

Elektroegirme isleminin mayalarin canliligina etkisinin tespiti i¢in maya
inokiile edilen PVA ¢o6zeltisinden alman sayim sonuglar ile elektroegirme islemi
sonucu elde edilen nanoliflerdeki toplam bakteri sayist (kob/mL) karsilastirilarak

logaritmik diisiis olup olmadig1 incelenmistir.

Enkapsiilasyon verimi (%EV) [9] ise nanoliflerdeki toplam maya sayisiyla,
nanoliflere yapilan yikama islemi sonucunda elde edilen enkapsiile olmamis maya
sayilar1 karsilastirilarak hesaplanmistir. Bu agamadaki biitiin analizler iki paralel ile

gerceklestirilmistir.
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Enkapsiilasyon verimliligi su formiil ile hesaplanmistir;

WEV = (%) x 100 (Es. 3.1)
Esitlik 3.1° de a, PVA ¢ozeltisindeki maya sayisini, b ise hibrit nanolifteki

toplam maya sayisini ifade etmektedir.

Elektroegirme prosesinden elde edilen hibrit nanoliflerden alinan toplam maya
sayilariyla, yikama islemi yapilan hibrit nanoliflerden elde edilen enkapsiile olmamais
maya sayilar1 karsilastirarak enkapsiilasyon verimliligi hesaplanmistir. Bu asamada
yapilan tiim analizler iki paralel uygulanarak gerceklestirilmistir. Enkapsiilasyon

verimliliginde kullanilan formiil Esitlik 3.1°de verilmistir.

3.2.11. Sindirim Sistemi Simiilasyonu (in-vitro)

Uygulanan elektroegirme yonteminde kullanilan protein koaksiyel kaplama
isleminin mayalar1 sindirim sistemi kosullarma karsi daha direngli hale getirip
getirmedigi arastirilmistir. Sindirim sistemi simiilasyonunda agiz, mide ve bagirsak
ortamlar1 taklit edilerek Minekus ve arkadaslarinin [50] in vitro sindirim modelinin
modifikasyonu ile hazirlanan SSF (Simulated Salive Fluid, Simiile Ag1z Sivis1), SGF
(Simulated Gastric Fluid, Simiile Mide S1vis1), SIF (Simulated Intestinal Fluid, Simiile
Bagirsak Sivisi) ‘nin bilesenleri kullamlmistir. in vitro analizi boyunca hazirlanan tiim

cozeltiler giinliik ve taze olmakla birlikte buz iizerinde tutulmustur.

3.2.11.1. Pepsin Enzimi Aktivite Testi

Calisma kapsaminda in vitro analiz 6ncesinde kullanilan enzimlerin aktiviteleri
belirlenmistir. Pepsin enzimi aktivitesi i¢in hemoglobin substrat olarak kullanilmistir.
Pepsin ¢ozeltilerinin konsantrasyonlar1 sirastyla 0,01-0,02-0,03-0,04 ve 0,05 mg/mL
olarak hazirlanmis ve her bir konsantrasyon icin deney tiiplerine kor ve test 6rnekleri
de hazirlanmistir. Kor ve test ornekleri tiiplerine 5 mL hemoglobin ¢dzeltisi (%2,5)

konulduktan sonra tiipler 37°C inkiibatérde 10 dakika bekletilmistir ve ardindan test

32



tiipiine 1 mL enzim ¢ozeltisi eklenip vortekslenerek 10 dakika daha 37°C inkiibatorde
bekletilmistir.

Analizin devaminda kor ve test tiiplerine 10’ar mL %5’lik trikloroasetik asit
cozeltisi (TCA) eklenerek kor drnek tiipline 1 mL enzim ¢dzeltisi eklenmistir. Tiipler
vortekslenerek 37°C inkiibatorde 5 dakika bekletilmistir. Sonrasinda 6000 rpm de 30
dakika santriftij edilerek hemoglobinin ¢okmesi saglanmistir. Daha sonra kor ve test
ornekleri 0,45 pm siringa filtreden gegirilerek kuvars kiivetlere alinmistir. Her bir filtre
edilmis ornek, 280 nm’de havaya karsi spektrofotometrede absorbans degerleri

kaydedilmistir [51].

Hesaplama i¢in kullanilan formiil asagida verilmistir;

T . (A280 TEST —A280 KOR)(df)
Unite/mg enzim = W) 00wl (Es. 3.3)

Esitlik 3.3’de df, seyreltme faktorii; 10, denemedeki inkiibasyon siiresi (dk); 1:
eklenen enzim miktar1 (mL); 0,001, sabit (Tanima gore, 37°C sicaklikta ve pH degeri
2’de bir iinite enzim, bir dakikada AA280 degerinde 0,001°lik bir degisime yol
acmaktadir.)

3.2.11.2. Tripsin Enzimi Aktivite Testi

Tripsin enziminin aktivite testi, p-toluene-sulfonyl-L-arginin metil esterin
(TAME) 247 nm’deki (pH=8,1) kinetik olarak dl¢iimiine dayanmaktadir. 25 °C’de
(pH=8,1) dakikada 1 pmol TAME’nin hidrolizi, 1 {nite enzim aktivitesi ile
gerceklestirilebilmektedir.

Pankreatin ¢ozeltileri sirastyla 0,25, 0,5 ve 1 mg/mL konsantrasyonlarinda
hazirlanmistir. Kor ve test 6rnekler de kuvars kiivetlere alinmistir. Kor 6rnegin kuvars
kiiveti icerisine 2,6 mL Tris-HCI tamponu (pH 8,1) ve 300 puL substrat (10 mM
TAME) almip karistirilmistir ve 4dk boyunca 25°C’ye gelmesi i¢in inkiibatorde
bekletilmistir. Uzerine 100 uL. 1 mM HCl eklenen kuvarslarin 247 nm’de 10’ar saniye
araliklarla 5 dakika boyunca absorbans degerleri kaydedilmistir. Test 6rnekleri i¢in de
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kiivetin icerisine 2,6 mL Tris-HCI tamponu (pH 8,1) ve 300 puL substrat (10 mM
TAME) alnip karistirilmig ve 25°C’ye gelmesi icin 4 dakika boyunca inkiibatorde
bekletilmistir. Uzerine 100 pL enzim konularak 10’ar saniye araliklarla 247 nm de

absorbans degerleri alinmistir [51].

Hesaplamada i¢in kullanilan formiil asagida verilmistir;

(A247 TEST —A247 KOR)(1000)(3)
(540%X)

Unite/mg enzim = (Es. 3.4)

Esitlik 3.4. AA247: Lineer egrinin egimi (absorbans/dakika), 540: TAME nin
247 nanometredeki molar soniimleme katsayisi, 3: reaksiyon karisiminin hacmi (mL),

X: reaksiyon karigimindaki pankreatinin ya da tripsinin miktar1 (mg)

3.2.11.3. In Vitro Analizinde Kullanilan Kimyasal ve Enzimlerin Hazirlamsi

In vitro sindirim sistemi simiilasyonunda, analiz icin izlenilen yol agiz, mide

ve bagirsak seklinde devam etmektedir.
Bu analizde sirasiyla her bir sindirim ortami i¢in ayr1 sivilar ve enzimler
hazirlanmaktadir. Sirasiyla falkon tiiplere hazirlanan c¢ozeltiler ve enzimler su

sekildedir;

e SSF (Simulated Salive Fluid, Simiile agiz sivisi);

1.5 mmol/L CaCl, (H20):
0.06 mmol/L (NH4)2CO3
0.15 mmol/L MgCl2(H20)6
13.6 mmol/L NaHCO3

3.7 mmol/L KH2PO4

15.1 mmol/L KC1
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e SGF (Simulated Gastric Fluid, Simiile Mide Sivisi);

0.15 mmol/L CaCl2(H20)»
0.5 mmol/L (NH4)2CO3
0.1 mmol/L. MgCl>(H20)e
25 mmol/L. NaHCO3

0.9 mmol/L. KH2PO4

6.9 mmol/L KCI

47.2 mmol/L NaCl

e SIF (Simulated Intestinal Fluid, Simiile Bagirsak Sivisi);

0.6 mmol/L CaCl.(H20):
0.33 mmol/L MgCl>(H20)e
85 mmol/L NaHCO3

0.8 mmol/L. KH,PO4

6.8 mmol/L KC1

38.4 mmol/L NaCl

e Pepsin Enzimi Hazirlanist;

Mide fazinda 2000 U/mL aktivitesine gore hesaplanan miktar kadar pepsin
tartilip falkon tiipte 10 mL’ye ultra saf su ile tamamlanip ¢6ziiniinceye kadar
vortekslenmistir.

e Pankreatin Enzimi Hazirlanisi;
Bagirsak fazinda 100 U/mL aktivitesine gore hesaplanan miktar kadar

pankreatin falkon tiipe tartilip lizerine bagirsak sivisi (SIF) da ilave edilmistir. Tiip 25

mL’ye ultra saf su ile tamamlanip ¢oziinlinceye kadar vortekslenmistir.
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e Safra Tuzu Hazirlanisy,

Bagirsak fazinda falkon tiipiine 1.997 gram safra tuzu tartilarak ultra saf su ile

25 mililitreye tamamlandiktan sonra vortekslenmistir.

3.2.11.4. In Vitro Analizi Yapihs1

Sindirim islemi i¢in PASP, SK ve SJ kapl koaksiyel nanoliflerden 50mg
falkon tiiplere almarak iizerine 25 pL 0.3 M CaCl 2(H20), eklenip 4 mL SSF ile
karistirilmistir. Karistirilmis 6rneklerin pH degeri 7 olacak sekilde ayarlanarak ultra
saf su ile 10 mL’ye tamamlanmistir. Kor o6rnek olarak proteinsiz olarak pva-maya
nanolifleri ayn1 sekilde ayarlanmais, ayrica mayalarin sindirimdeki salimin1 incelemek
amaciyla 1 mL maya ¢6zeltisi de ayn1 adimlardan gececek sekilde 6rnekler arasina
almmistir. Bu dogrultuda toplam 5 6rnek 37 °C’de, 100 rpm’de, 2 dakika boyunca
calkalamali inkiibatorde bekletilerek agiz sindirimi yapilmistir. Minekus ve ark.
tarafindan yapilmis olan sindirim yontemindeki agiz sindiriminde rol oynayan a-
amilaz enzimi nanolif 6rneklerdeki nisasta miktar1 yok denecek kadar az oldugundan
kullanilmadan devam edilmistir. Ayrica Minekus ve arkadaglar1 [50] tarafindan
yapilmis olan sindirim sistemi yonteminin temel aliarak modifiye edildigi bir bagka
arastirma olarak Mackie ve arkadaglarinin [52] ¢alismasi 6rnek gosterilebilir. 2 dakika
sonunda her ornekten diliisyon sivilar1 hazirlanjp DRBS Agar ile petrilere yiizeye

yayma yontemiyle ekimler yapilmistir.

Ag1z sindirimindeki 6rnekler alindiktan hemen sonra siire kaybedilmeksizin
mide sindirimi ile devam edilmistir. Ornekler iizerine 5 puL 0.3 M CaCl,(H.0)>
eklendikten sonra 8 mL SGF ile karistirilmistir. Karisan 6rnekler pH’ 13 olacak sekilde
6 M HCl ile ayarlanmistir. Sonrasinda iizerlerine 1 mL pepsin enzim ¢ozeltisi eklenip
son hacim 20 mL olacak sekilde ultra saf su ile tamamlanmistir. Hazirlanan 6rnekler
calkalamali inkiibatérde 37 °C’de, 100 rpm’de, 2 saat siiresince mide sindirimine
birakilmistir. Mide sindirimi boyunca her bir 6rnekten 30, 60, 90 ve 120. dakikalarda
ornekler almip diliisyon sivilar1 hazirlanarak DRBC Agar ile petrilere yiizeye yayma

yontemi ile ekimleri yapilmistir.
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Bagirsak sindirimine mide sindiriminden hemen sonra vakit kaybetmeksizin
baslanmistir. Mide sindirimine ugramis drnekler 11 mL SIF ile karistirilip pH degeri
7 olacak sekilde 1 M NaOH ile ayarlannustir. Ornekler iizerine 40 pL 0.3 M
CaClx(H20): eklendikten sonra 160 mM safra ¢ozeltisi de eklenerek karistirilmistir.
Her bir 6rnege 5 mL pankreatin ¢dzeltisi de eklendikten sonra son hacim 40 mL olana
kadar ultra saf su ilavesi yapilmistir. Hazirlanan 6rnekler ¢alkalamali inkiibatore 100
rpm’de, 37 °C’de 2 saat boyunca sindirime birakilmistir. Bagirsak sindirimi boyunca
her 5 Ornekten 30, 60, 90 ve 120. dakikalarda Ornekler alinip diliisyon sivilari
hazirlanarak DRBC Agar ile petrilere ylizeye yayma yontemi ile ekimleri yapilmstir.
Minekus ve arkadaglar1 [50] tarafindan Onerilen sindirim yonteminde analiz sonu
enzim reaksiyonlarmimn durdurulmasi amaci ile Pefabloc enzim inhibitori ekleme
kismmi bu calisma dogrultusunda modifikasyona gore ihtiya¢ olmadigindan yok

sayilmistir.

Analiz boyunca yapilan ekimler 25°C’de 4 giin boyunca inkiibatore
brrakilmistir. Siire sonunda ekim sonuglar1 kaydedilmistir. Sindirim sistemi analizi

boyunca gerceklestirilen tiim analizler ikili paralel seklinde gerceklestirilmistir.

3.2.12. Protein Kaph Probiyotik Liflerin Depolama Analizi

Bu analiz kapsaminda ektroegirme yontemiyle yapilan PVA-Maya/PVA-
PASP, PVA-Maya/PVA-SK, PVA-Maya/PVA-SJ ve kontrol grubu olan PVA-
Maya/PVA-PVA nanoliflerinin depolama kosullarmin canliliga etkisi aragtirilmastir.
Depolama analizi kosullarinda sicakliklar 4°C ve 25°C olarak belirlenmistir ve
nanoliflerdeki mayalarin zamana bagli canliliklarindaki degisimleri incelenmistir.

Depolanan nanoliflerin 1 ay siiresince periyodik olarak canlilik analizleri yapilmistir.

Depolanan nanolifler yapildig1 giin dahil olmak iizere 1 aylik siire boyunca 5’er
kez 7 giin tekrarlarla mikrobiyolojik ekimleri yapilmistir. Nanolifler kontrol, PASP’l1,
SK’I1 ve SJ’li olarak 4 ¢esit olup her bir mikrobiyolojik ekim analizleri iki paralel
halinde ¢alisilmigtir. Ekimi yapilan numunelerin 25°C’de inkiibatorde 4 giinliik
bekleme siiresi sonucunda sayim sonuglart not edilmistir. Sonuglar1 kaydedilen

analizin % Canlilik oran1 hesaplanip kaydedilmistir.
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3.2.13. istatistiksel Analiz

Ortalama nanolif c¢aplari,, elektriksel iletkenlik, viskozite, %EV
(Enkapsiilasyon Verimliligi), in vitro sindirim sistemi simiilasyonu ve FTIR analizi
etkisinin arastirilmasi i¢in yapilan analizler sonucunda elde edilen verilerin istatistik
analizi icin Tukey ve Duncan® i coklu karsilastirma testleri ile birlikte tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) uygulanmustir. Istatistik analizi SPSS yazilimi kullanilarak
yapilmistir. Istatistiksel olarak anlaml fark p < 0.05 olarak kabul edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Elektroegirme Cozeltilerinin Bilesimlerinin Belirlenmesi

Hibrit nanoliflerin eldesi i¢in segilen, biyouyumlulugu, protein yapisma
egiliminin diistiik olmas1 ve diislik toksisitesi nedeniyle suda ¢Oziiniir sentetik bir
polimer olan PVA’nin PASP, SK ve SJ proteinleriyle c¢ozeltileri hazirlanmis ve
karakterizasyonlar1 yapilmistir. Calismada kullanilan PV A-protein ¢ozeltilerinin farkl
konsantrasyonlardaki yiizey gerilimi, viskozite (mPa-s) ve elektriksel iletkenlik
(mS/cm) bakilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda yapilan optimum konsantrasyonlar (a/h)
belirlenmistir. Basarili 1if yapisi1 olarak nitelendirilen, tek diize boyutlara sahip ve
damlama kusuru olmayan nanoliflerin iiretimi i¢cin ¢ozeltilerin PVA (3-10% w/w),
PASP (5-30 % w/w), SK (5-20 % w/w) ve SJ (5-20 % w/w) i¢erikleri degistirilerek 6n
denemeler gercgeklestirilmistir. Elde edilen nanolifler morfolojik ozellikleri ve
boyutlar1 acisindan benzer Ozellikler gosterdigi belirlenmistir. Karakterizasyon
sonuglarmin 1s1gmda nanolif iiretimi i¢in en uygun PVA-PASP, PVA-SK ve PVA-SJ

cozeltisi i¢in bilesimde %6 PV A ve % 5 protein icermesi gerektigine karar verilmistir.

Brookfield viscometer cihazi ve SC4-18 spindle ile yapilan viskozite
analizinde protein/PVA ¢ozeltilerinin kayma hizina (1/s) karsilik kayma gerilimi
(N/m?) grafigi ¢izdirilip egime gore viskozitesi hesaplanarak bulunmustur. Bu degerler

kapsaminda olusan egrilerin newtonian akisa yonelik oldugu belirlenmistir (Ek-B).

Nanoliflerin dis katmaninda yapilan elektriksel iletkenlik analizi kapsaminda
pH’1 farkl bir sensorle dlciilen ¢ozeltilerin EC degerleri 6l¢ililmiistiir. Alinan 6lgtimler,

pH icin oda sicakliginda (yani 293.15 K) yapilmstir.

4.2. Farkh Proteinler ile Kaplanmis Nanoliflerde SEM Goriintiileri ve Boyut
Dagilim

Optimum konsantrasyonlarm se¢ilmesi sonucu hazirlanan c¢ozeltilerden
olusturulan nanolifler boyut analizi icin SEM-EDX cihazinda goriintiilenmistir. Alinan
goriintiilerdeki liflerin boyutlar1 ImageJ programinda incelenerek sonuglardan elde

edilen verilerin OriginLab 2023 Programinda islenmesi ile %Dagilim grafikleri
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cizdirilmistir. SEM-EDX cihazindan elde edilen goriintiiler, ¢izdirilen grafikler ve elde

edilen liflerin boyut dagilimlar1 asagida verilmistir.

Tablo 4. 1. Elektroegirme Sistemi ile Uretilen Nanoliflerin Boyut Dagilimi

Ortalama i¢in %95

N Ortalama Std. Std. hata  giiven aralig1 Minimum Maksimum
sapma Altsmir  Ust sinir
PVA 2 117,0150 75,41294 53,32500 -560,543 794,5734 63,69 170,34

PASP 2 167,3650 68,89341 48,71500 -451,617 786,3478 118,65 216,08

SK 2 145,0100 66,17105 46,79000 -449,513 739,5333 98,22 191,80
SJ 2 155,8750 20,58388 14,55500 -29,0638 340,8138 141,32 170,43
Toplam 8 146,3163 50,74459 17,94092 103,8927 188,7398 63,69 216,08

Elektroegirme sistemiyle elde edilen kompozit nanoliflerin boyut dagiliminin
ANOVA analizi sonucu istatistiksel degerleri PVA 117,02 + 75,41 nm, PASP 167,37
+ 68,89 nm, SK 145,01 £ 66,17 nm, SJ 155,86 + 20,58 nm olarak bulunmustur. Tiim

nanoliflerin ortalamasi 146,32 + 50,75 nm olarak bulunmustur.
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Tablo 4. 2. Nanoliflerdeki Boyut Farkliiginin istatistiksel Analizi

Kareler Ortalama F Degeri Anlamhhk
Toplamm kare
Gruplar arast 2789,378 929,793 ,244 ,862
Grup ici 15235,718 3808,929
Toplam 18025,096

Sonuglar iki paralelin ortalamasi + SS olarak verilmistir. Farkli 6rneklerden elde edilen

nanolif boyutlarinin arasindaki farkin anlamli olmadigi belirlenmistir (p > 0.05).

4.3. Farkh Proteinler ile Hazirlanmms Nanoliflerde FTIR Analizi

Nanokompozit liflerin kimyasal 6zelliklerini belirlemek amaciyla, calisma
kapsaminda elde edilen PVA-Maya/PVA-PVA, PVA-Maya/PVA-PASP, PVA-
Maya/PVA-SK, PVA-Maya/PVA-SJ hibrit liflerden ve ayrica PVA, PASP, SK ve
SJ’den toz halde alinan 6rneklerden olusan veri setinde toplamda 8 adet 6rnegin FTIR-
ATR analizi gercgeklestirilmistir. Toz ve nanokompozit lif haldeki 6rneklerin FTIR
spektrumlari, 6zgiilliigii ve temel bant titresimine duyarlilig1 nedeni ile orta kizilotesi
(MIR) bolgesinde olup, 4000 ile 400 cm™’ dalga sayis1 araliida toplanmustir.
Nanokompozit liflerin ve toz numunelerin FTIR-ATR spektrumlar1 Sekil..’de
verilmigtir. Ayrica protein drneklerin parmak izi bolgesi olarak bilinen ve tamamen
molekiile 6zgii, molekiil yapisindan etkilendiginden bu isimle ¢agirilan IR bdlgesi

1200 cm™ - 700 cm™ dalga sayisi aralig1 gosterilmektedir.

Toz haldeki Orneklerin, koaksiyel nanoliflerin bilesiminde kullanilan
bilesenlerin kimyasal yap1 elemanlar1 arasindaki etkilesimleri incelemek amaciyla
yapilan FTIR analizinde ayni zamanda nanoliflerin dis kapsiilasyonunu saglayan

PV A-protein ¢ozeltileri 90°C’de 30 dk boyunca isiya maruz birakilmistir. Boylece
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1sitma islemi ile PV A-protein bilesimleri arasinda ¢apraz baglanma olusup elde edilen

liflerin stabilitesinde bir etkisi olup olmadig1 aragtirimastir.

Sekil 4.2 'de (a) sunulan FT-IR analizi sonucunda saf PVA’nin [53] zirve
yaptig1 piki belirleyen 1271 cm™’deki tepe noktasi ile PVA kontrol lifindeki 1251 cm’
>deki tepe noktast hemen hemen esit bir spekturuma sahip oldugu goriintiilenmistir.
PV A kontrol grubu nanokompozit nanoliflerdeki 3349 cm™ civarinda pik veren 3000
cm’! ve 3639 cm! arahgindaki genis bant, molekiil i¢ci ve molekiiller aras1 H
baglarindan uzanan hidroksil gruplarimin [54] O — H gerilme titresimlerinin varligini
gostermektedir [43]. PVA kontrol nanoliflerinin 2925 cm™ alkil gruplarimm C — H
gerilmesini gostermektedir [55]. 1739 cm™ deki pik karbonilin asetat asetat grubundan
gerilmesiyle iliskili olarak [56] C-O ¢ift bagmi gdstermektedir [55]. 1438 cm’
PVA’da CH; biikiilmesi [43] bir diger tabirle CH» gerilme titresimini [55] vermektedir.
1100 cm™ PVA’da kalan asetat gruplarmin C-O-C gerilmesini, 856 cm™ piki C-C

biikiilme titresimlerini vermektedir [55].

Sekil 4.2 'de (b) peynir alt1 suyu proteini (PASP) icin FTIR spektrumlar1
gosterilmektedir. 850 cm ‘deki genis pik, S-S disiilfit baglarmm varhgmni
gostermektedir. 1248 ile 1437 cm™ arahgindaki {iciincii tip amid yapis1 tepe noktalari,
C—N'nin esneyen baglanmasina ve N—H'nin biikiilmesine baglanmaktadir. 1573 cm’!
bolgesindeki ikinci tip amid yap1 pikleri, proteinlerin ikincil yapisiyla ilgili olarak
%60'" m1 N-H bilkkme gruplarindan ve %40'm1 diger C-N germe gruplarindan
olustugunu gostermektedir. Birinci tip amid yapisi, 1675 cm™ bolgesinde bir tepe
noktasi gosteren, proteinlerin ikincil yapisinin tanimlanmasinda en énemli spektrum
durumundadir tanis1 konulmustur. Yogunlugun 3642 cm™'e kadar artmasi, hidrojen
baglarinin sayisindaki artisa baglanabilmektedir. Bu nedenle, bu hidrojen baglari,
elektrosprey islemi sirasinda Saccharomycess cerevisiae yuklii elektrosprey
partikiillerinin olusumuna miidahale edebilir olarak diislintilmiistiir. Protein ile olusan
yapilarin hidrojen baglar1 ile stabilize edilmis olmasi muhtemeldir denmektedir.
Peynir alt1 suyu proteini izolatinin FTIR spektrumu, daha 6nce bildirilen ¢aligmalarla

da uyum i¢inde oldugu gozlemlenmistir [57].

Sekil 4.2 'de (c) Sodyum kazeinat/PV A-Maya nanoliflerinin FTIR spektrumlar1
literatiire uyumlu bir sekilde gézlemlenmistir. -CONH- (amid I) 1646 cm™''de, -NH-
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(amid II) 1545 cm’’de ve —CH- ile birlikte karakteristik absorpsiyon bandini
gostermektedir. SK/PVA elektrospun numunelerinde kazeinin 3321 cm™ bandi,
karisimdaki kazein igerigindeki artisla birlikte, 1646 ve 1545 cm™'deki absorpsiyon
bandinin yogunluklari artmigtir, bu da SK/PV A elektrospun nanolifli matta kazeinin
varligm diisiindiirmektedir. SK/PVA karisimi IR spektrumunda, 3604 ve 2980 cm’!
arasinda gozlenen genis bant, N-H gerilmesiyle ortiisen molekiiller arasi ve molekiiller
arast hidrojen baglarindan uzanan O-H ile baglantilidir denilmistir. Pik kademeli
olarak genisletilebilmektedir ve karisimdaki PV A igerigi artirilarak daha diisiik dalga
sayisina kaydirilabilmektedir. Kazein/PV A nano lifli mat, gézenekli liflerde kazein ve
PVA'nin varhigimi gosteren hem kazein hem de PVA'nin karakteristik bantlarmi
gostermistir  [58]. Ayrica sodyum kazeinatin FTIR Olclimlerine bakildiginda

! ve 3673 cm " araligindaki giiglii bir

molekiiliin OH bagiyla ilgili olan pik 3136 cm -
bant olarak goriilmektedir. Sodyum kazeinatlarin rastgele sarmal yapisindan dolayi,
genis molekiiller aras1 hidrojen bagi olusturabilir oldugu bilinmektedir. Devam eden
zirvelerden 2961 cm ' dalga sayisindaki bant, alkil CH gerilme titresimini
gostermektedir. 1636 cm ' ve 1517 cm ! “deki bantlar 1653 cm ' ve 1546 cm™'deki
kayma ile iligkilendirilmistir, sebepleri sirasiyla amid I CO gerilme titresimi ve amid

I N-H biikiilme / C-N gerilme titresimi olarak adlandirilmistir [55].

Sigir jelatinin karakteristik absorpsiyon bantlarmin FTIR analizinden ¢ikarilan
sonuglarinda gézlemlenen (Sekil 4.2, (d)) 3286 cm™ ve 3369 cm™ N-H (tekli bag)
sekonder amidin gerilmesine bagl pikler kayda alinmistir [56]. Ayrica 1634 cm’! *de
amid I C=0 (¢ift bag) esneme titresimlerine bagli bir zirve elde edilmistir. 1532 cm’!
amid II C-H esneme ve N-H esneme titresimleri, 1226 cm™ amid III N-H egilme
titresimlerine bagli olarak c¢ikan pikler oldugu belirlenmistir [54]. PVA/SJ
nanoliflerinin FTIR analizi sonucu olusturdugu tepe noktalar1 incelendiginde 1634 cm
“den 1653 cm™’e olan kayma amid I, 1532 cm™ ‘den 1552 cm™ ‘ye olan kayma amid
II, 1226 cm™ ‘den 1249 cm™ ‘ye olan kayma amid III gruplarinin PVA ve sigir jelatini
arasinda molekiiller aras1 etkilesimler oldugunun kanit1 olarak one siiriilmiistiir [59].
3356 cm™! ‘de pik veren PVA’dan yola gikarak 3335 cm™ ‘ye olan kayma, absorbsiyon
bandmin sigir jelatini ilavesi ile bu hale geldiginin bir gostergesi olmaktadir. Bunlarla
birlikte 2942 cm™’de pik veren PVA/SJ nanolifinin alkil gruplarina bagli olarak C-H
gerilmesinden kaynaklanan bir degisim oldugu gézlenmektedir. 1736 cm™’deki pik

karbonilin asetat grubundan gerilmesiyle iliskilendirilmistir.1093 c¢m ' ‘deki zirve
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C-O bagmin esnedigini [56]/ikincil alkollii gruplarin C-O gerilmesine veya bir CH»
egilme titresiminin sonucu [60] olarak goriilmiistiir.946 cm™ ve 849 cm™!’daki bantlar,
diizlem dis1 olan O-H ve C-H tepe noktalarina bagh oldugu sdylenmistir [56]. Toz
haldeki sigir jelatinin yapisiyla ilgili tepe noktalari, calismada elde edilen PVA/SJ

nanoliflerinin tepe noktalari ile hemen hemen ayni noktalarda gézlemlenmistir.

4.4. Elektroegirme Isleminin Probiyotiklerin Canl Kalma Oranlarina Etkisi

Elektroegirme prosesi ile mayalarin protein dis katmanli koaksiyel nanoliflere
enkapsiilasyonunda sistem parametreleri optimum olarak belirlenmistir. Maya inokiile
edilmis PV A ¢ozeltisi sisteme dis katmaninda sadece PVA ¢6zeltisi bulunacak sekilde
koaksiyel igne ucundan her siringa sistemi de 0,002 mL/sa hizda beslenmistir. Elektro
egirme sistemi 25 kV ’de igne ucu ile nanoliflerin toplandig1 plaka aras1 7cm olacak
sekilde kullanilmistir. Hem proses oOncesi ¢ozeltiden hem de proses sonrasi
nanoliflerden alinan oOrneklerden sayim sonuclar1 kaydedilmistir. Bu asamada

elektroegirme isleminin mayalarm canliligina olan etkisi gézlenmistir.

Tablo 4. 3. Elektroegirme Isleminin Mayalarm Canliligmna Etkisi

Canlilik Sonuglar1 (log,kob/mL)

Elektroegirme Cozeltisi Kompozit Nanolif
PVA/PV A-Maya 11,73 £0,05 10,37 £ 0,20
PVA/PASP-Maya 11,73 £0,05 8,48 £0,16
PVA/SK-Maya 11,73 £ 0,05 7,21 £0,21
PVA/SJ-Maya 11,73 £0,05 9,57 £ 0,05

Sonuglar iki paralelin ortalamasi1 = SS olarak verilmistir. Farkli 6rneklerden elde edilen

nanolif boyutlariin arasimdaki farkin anlamli olmadig: belirlenmistir (p > 0.05).
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Calismadaki bu analizde, elektroegirme ¢ozeltisindeki ve proses sonucu elde edilen
hibrit nanoliflerdeki sayim sonuglar1 Tablo 4.3’te listelenmistir. Alinan tiim sonuglar

iki paralelin ortalamasi + SS olarak verilmistir.

Tablodaki listelenen sayim sonuglar1 incelendiginde, PVA/PVA-Maya
nanoliflerinde elektroegirme islemi sonucu canlilikta ~1 log (kob/mL) biriminde
azalma oldugu goriilmektedir. Ancak literatiirdeki ¢aligmalarda bu seviyedeki ve
istiindeki distisler dahi kabul edilebilir goriilmektedir. Bu a¢idan bakildiginda tercih
edilen parametrelerle yapilan elektroegirme isleminin mayalarin canliligmi ciddi
anlamda etkilemedigi ve probiyotik enkapsiilasyonu amaciyla uygulanabilir oldugu
kabul edilmistir. PVA/PASP-Maya nanoliflerinde ise bakteri canliliginda ~2 log
(kob/mL) azalma tespit edilmistir. PVA/SK-Maya nanoliflerinde ise bakteri
canliliginda ~3 log (kob/mL) azalma tespit edilmistir. PVA/SJ-Maya nanoliflerinde
ise bakteri canliliginda ~2 log (kob/mL) azalma tespit edilmistir. Bu sonuglara
bakildiginda kullanilan proteinlerin ve ¢ozeltilerin, mayalar iizerinde herhangi bir
toksik etki yaratmadigi ortaya konulmustur. PV A/Protein-Maya nanoliflerinde ~9 log
(kob/mL) diizeyinde canli mikroorganizmanin bulunmasi, kurulan koaksiyel igne u¢lu
elektroegirme sistemi ile mayalarin probiyotik enkapsiilasyonunda kullanilabilirligini

gostermektedir.

4.5. Farkh Proteinler ile Hazirlanmis Nanaliflerde Enkapsiilasyon Verimliligi

Elektroegirme prosesinde kullanilan ¢ozeltilerin etkinliginin en iyi sekilde
gbzlenebilmesi i¢in mayalarin nanoliflerin yiizeyine immobilize halde degil nanolif
icerisine koaksiyel halde enkapsiile olmalar1 gerekmektedir. Bu dogrultuda
enkapsiilasyon verimliligi nanoenkapsiilasyon yontemlerinin her birinde en dnemli

parametrelerden biri olarak goriilmektedir.

Yapilan c¢alisma kapsaminda, enkapsiile olmamis mayalarm bulunmasi
amaciyla prosesten elde edilen nanoliflerin yikanmasi sonucu yapilan ekimlerle,
nanoliflerdeki toplam maya sayisini bulmak amaciyla yapilan ekimlerden alinan

toplam maya sayisi sonuglar1 %EV hesaplanmasinda kullanilmistir.
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Tablo 4. 4. % Enkapsiilasyon Verimliligi

Kompozit Nanolifler J0EV
PVA/PV A-Saccharomyces cerevisiae 100

PVA/PASP-Saccharomyces cerevisiae 98,46
PVA/SK- Saccharomyces cerevisiae 99,71
PVA/SJ- Saccharomyces cerevisiae 99,98

Bu analizde alinan sayim sonuglar1 Tablo 4.4°de verilmistir. Alinan tiim sonuglar iki

paralelin ortalamasi = SS olarak verilmistir.

Sayim sonuglar1 incelendiginde hem PVA-PVA/PVA-Maya hem de PVA-
Protein/PV A-Maya nanoliflerinin yiiksek enkapstilasyon verimliligine sahip oldugu
gozlemlenmistir (Tablo 4.4). Farkli proteinlerle yapilan nanoliflerle kontrol grubu
nanoliflerin enkapsiilasyon verimlilikleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir.
PVA/PASP-Maya’nin daha diisiikk % EV’ye sahip olmasinin nedeni, PASP’in suda
¢Oziinlir yapisindan dolay1r oldugu, hibrit nanoliflerde yikama sirasinda da diisiik
miktarda da olsa salimin  ger¢eklesmis olabileceginden kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Ayrica diger protein kapli nanoliflerinde oransal veya konsantrasyon
olarak bir fark olmamasina ragmen suda c¢oziiniirliigi PASP’a goére daha zor

oldugundan daha yiiksek %EV saglamis olabilir diisiincesi mevcuttur.

4.6. Farkh Proteinler ile Hazirlanms Nanaliflerde Sindirim Sistemi
Simiilasyonu ve Salim Kinetikleri

Ag1z, mide ve bagwsak ortamlarinin simiile edildigi in vitro sindirim

simiilasyonu analizinde mayalarin canliliginda elektroegirme prosesinin matrislerinin

etkileri arastirilmistir (Sekil 4.3).

48



Simiile edilmis agiz, mide ve bagirsak ortamlarinda yapilan sindirim
simiilasyonunda ~11 log (kob/mL) baslangi¢c yiikiine sahip olan serbest formdaki
mayalar, mide simiilasyonunun 120. Dakikasinda da bastaki canlilik oranini1 korumus
bulunmaktadir. Bagirsak simiilasyonundan da basariyla gegen serbest haldeki mayalar
log birimlerinde azalma olmadan gegtiginden, enzimlerden zarar gormedigi
gozlemlenmistir. PASP ile kapli nanoliflerin sindirim simiilasyonunda ~11 log
(kob/mL) baslangi¢ yiikiine sahip iken agiz simiilasyonunda ~3 log (kob/mL) birimlik
bir yiik agiga ¢ikmistir. Bu deger mide sindiriminin 2. saati sonunda her yarim saatte

bir alinan ekim sonuglarma gore ~1’er log (kob/mL) kadar bir artig gdstermistir.

—e=S§] =e=PASP SK =e=PVA Kontrol

12

10
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(@)

N
{

0 50 100 150 200 250 300
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Sekil 4. 3. In vitro sindirim sirasinda mide ve bagirsak sivilarina Saccharomyces
cerevisiae salim kinetigi

Bagirsak simiilasyonuna gegcildiginde ilk yarim saatinde ~1 log (kob/mL)
birimlik bir azalma gozlemlenirken, 1. saat sonunda ~2 log (kob/mL) birimlik artis ve
2 saatlik siire sonunda ise ~8 log (kob/mL)’luk birime ulagmis goriilmektedir. Bu
durumda PASP’m gastrointestinal kosullarda mayalar1 korumas1 ve kontrollii salimin

gerceklestirilmesi adina uygun bir numune oldugu gézlemlenmektedir.
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SK ile kapli nanoliflerin sindirim simiilasyonunda ~11 log (kob/mL) baslangi¢
yiikiine sahip iken agiz simiilasyonunda ~3 log (kob/mL) birimlik bir yiik agiga
¢cikmistir. Bu deger mide sindiriminin 2. saati sonunda her yarim saatte bir alinan ekim
sonuglarina gore ~3 log (kob/mL)’lik bir artig gostermistir. Bagirsak simiilasyonuna
gecildiginde ilk yarim saatinde ~1 log (kob/mL) birimlik bir azalma gozlemlenirken,
1.5 saat sonunda ~1 log (kob/mL) birimlik artig ve 2 saatlik siire sonunda ise ~7 log
(kob/mL)’luk birime ulagmis goriilmektedir. Bu durumda SK’m gastrointestinal
kosullarda mayalar1 korumasi ve kontrollii salimin gerceklestirilmesi adina uygun bir

numune oldugu gézlemlenmektedir.

SJ ile kapli nanoliflerin sindirim simiilasyonunda ~11 log (kob/mL) baslangi¢
yiikiine sahip iken agiz simiilasyonunda ~5 log (kob/mL) birimlik bir yiik agiga
cikmistir. Bu deger mide sindiriminin 2. saati sonunda her yarim saatte bir alinan ekim
sonuglarma gore ~3 log (kob/mL)’lik bir artis gdstermistir. Bagirsak simiilasyonuna
gecildiginde ilk yarim saatinde ~1 log (kob/mL) birimlik bir azalma gozlemlenirken,
1.5 saat sonunda ~1 log (kob/mL) birimlik artis ve 2 saatlik siire sonunda ise ~11 log
(kob/mL)’luk birime ulasmis goriilmektedir. Bu durumda SK’nin gastrointestinal
kosullarda mayalar1 korumasi ve kontrollii salimin gergeklestirilmesi adina uygun bir

numune oldugu gézlemlenmektedir.

Mide simiilasyonunun ve sindirim sistemi simiilasyonunun sonunda yapilan
istatistik analizleri, serbest Maya, PVA/PVA-Maya, PVA/PASP-Maya, PVA/SK-
Maya ve PVA/SJ-Maya nanoliflerinden elde edilen datalarin istatistiksel olarak

anlamli oldugunu gostermektedir.

Bu sonuglar koaksiyel halde ti¢ farkli protein kaplamanin sindirim sistemindeki
avantajin1 sergilemektedir. Yapilan calismada kullanilan koaksiyel igne uglu
elektroegirme islemi ile kullanilan solventlerin herhangi bir toksik etkisine maruz
kalmadan, mayalarin sindirim sistemi kosullarina kars1 diren¢ kazandirilabilecegi
anlasilmigtir. Sonug olarak koaksiyel elektroegirme sisteminde PVA ve protein
kullanimiyla sindirim sistemi kosullarina dayanikli enkapsiilasyon materyallerinin
tiretilebilecegi tespit edilmistir. Ayrica ayni sistemle, hazirlanmasinda toksik

olabilecek solventlerin kullanildig1r polimerlerin bu etkilerinin bertaraf edilerek
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avantajlarindan  yararlanilabilecegi yeni enkapsiilasyon materyallerinin de

iiretilebilecegi gosterilmis bulunmaktadir.

Bu analizde alinan sayim sonuglar1 Tablo 4.5’te verilmistir. Alinan tiim

sonuglar iki paralelin ortalamasi = SS olarak verilmistir.

In vitro analizi swrasinda proteinlerin mide ve bagirsakta ayri iki sekilde
incelenmesi sonucu aralarinda anlaml bir fark gézlemlenmektedir (Tablo 4.6). Siire,
sindirimin bir fonksiyonu olarak ifade edildigi icin istatistiksel degerlendirmeler bu
duruma gore yapilmistir. Sindirim analizi parametrelerinden siirenin %95 giiven
seviyesinde anlamli oldugu bulgulanmistir. Mide ve bagirsak kosullar1 aralarindaki

kiyaslamaya gore midedeki anlamlilik seviyesi daha yiiksek bulunmustur.

Tablo 4. S. In vitro sindirim kosullarmin siire ile etkisi

Kareler Ortalama  F Degeri  Anlamhhk
Toplam kare
Mide* Gruplar 83,059 20,765 16,099 ,000
siire arasi
Grup ici 45,143 1,290
Toplam 128,202
Bagirsak* Gruplar 45,676 11,419 3,222 ,024
siire arasi
Grup ici 124,040 3,544
Toplam 169,716

Sonuglar iki paralelin ortalamasi + SS olarak verilmistir. Farkli 6rneklerden elde edilen

nanolif boyutlariin arasimdaki farkin anlamli olmadig: belirlenmistir (p > 0.05).
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Tablo 4. 6. In vitro sindirim kosullarinin protein ile etkisi

Kareler Ortalama F Anlamhhk
Toplanm kare
Mide* Gruplar 27,311 9,104 3,248 ,033
protein araslt
Grup ici 100,891 2,803
Toplam 128,202
Bagirsak* Gruplar 117,346 39,115 26,888 ,000
protein araslt
Grup ici 52,370 1,455
Toplam 169,716

Sonuglar iki paralelin ortalamasi1 + SS olarak verilmistir. Farkli 6rneklerden elde edilen

nanolif boyutlarinin arasindaki farkin anlamli olmadigi belirlenmistir (p > 0.05).

Bu analizde aliman sayim sonuglar1 Tablo 4.6’da verilmistir. Alinan tiim

sonuglar iki paralelin ortalamasi + SS olarak verilmistir.

In vitro analizi srrasmnda proteinlerin mide ve bagirsakta ayri iki sekilde
incelenmesi sonucu aralarinda anlamli bir fark gézlemlenmektedir (Tablo 4.6).
Protein, sindirimin bir fonksiyonu olarak ifade edildigi icin istatistiksel
degerlendirmeler bu duruma gore yapilmustir. Sindirim analizi parametrelerinden
proteinin %95 giiven seviyesinde anlamli oldugu bulgulanmistir. Mide ve bagirsak
kosullar1 aralarindaki kiyaslamaya gore midedeki anlamlilik seviyesi daha yiiksek

bulunmustur.
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4.7. Farkh Proteinler ile Hazirlanmis Nanoliflerde Depolama Kosullarinin
Canhihga Etkisi

Depolama kosullarinin mayalarin canliligi {izerine etkisinin arastirilmasi i¢in
yapilan bu analizde nanolifler 4°C ve 25°C olmak iizere iki farkli sicaklikta 1 ay
boyunca depolanmistir. Depolanan nanoliflerin her hafta mikrobiyolojik ekimleri
yapilip 25°C’de inkiibatorde 4 giin sonunda sayim sonuglar1 alinarak kaydedilmistir.
Nanoliflerin zamana bagli maya canhliklarindaki degisimleri incelenerek

depolamadaki en uygun sicaklik belirlenmistir.

Nanoliflerin 4°C ve 25°C’de depolanmasi sonucu bir aylik siire boyunca
canlilik devam etmektedir. 4°C’de depolanan nanolifler 25°C’de depolanan
nanoliflere gore daha uzun siire canliliklarini korumuslardir. Koaksiyel nanoliflerin
dis kaplama materyalindeki degisiklik gdsteren proteinlere gore yapilan canlilik
grafiklerinde (Sekil 4.5) de goriilecegi gibi 4°C’deki sonuglara gore PASP proteinli
nanoliflerde depolama siiresince ~3.2 log (kob/mL) azalma, SK proteinli nanoliflerde
~2.3 log (kob/mL) azalma, SJ proteinli nanoliflerde ~4.3 log (kob/mL) azalma ve
kontrol grubu olan proteinsiz nanoliflerde ~4.6 log (kob/mL) azalma goriilmiistiir.
Buna karsilik 25°C’deki sonuglara gore PASP proteinli nanoliflerde depolama
stiresince ~4.6 log (kob/mL) azalma, SK proteinli nanoliflerde ~6.5 log (kob/mL)
azalma, SJ proteinli nanoliflerde ~5.7 log (kob/mL) azalma ve kontrol grubu olan
proteinsiz nanoliflerde ~6.1 log (kob/mL) azalma goriilmiistiir. Bu durumda 4°C’deki
depolama isleminin 25°C’deki depolama islemine gore daha etkili bir sicaklik oldugu
goriilmiistiir ve daha yiliksek canlilik sonuglar1 elde edilmistir. Sonuglar istatistiksel

olarak anlamli bulunmustur.
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Sekil 4. 4. Ortam Kosullarinda Depolanan Liflerdeki Saccharomyces cerevisiae Sayisi

Sonuglar incelendiginde 25°C’de yapilan depolamada, mayalarm 1. giin ile 28.
giin arasindaki canlilik sonuglarinin istatistiksel olarak anlamli bir fark
gbézlemlenmistir (p < 0.05). Saccharomyces cerevisiae nin literatiir arastirmalarina
gore gram basma 1.7 x 10'° koloni olusturan birim (cfu/g) maksimum kiiltiir maya

sayis1 beklenmekte oldugu 6grenilmistir [61].
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Sekil 4. 5. Soguk Kosullarda Depolanan Liflerdeki Saccharomyces cerevisiae Sayisi

Baslangi¢ yiikii 10.67 + 0.1 log CFU/g olan Saccharomyces cerevisiae larin
zamanla 4.02 = 0.1 log CFU/g’a diistiigii SJ proteini kapli olan nanoliflerde
gbézlemlenmistir. Bu durum 4°C’de 5.11 + 0.1 log CFU/g olarak kontrol grubu
nanoliflerinde goriilmektedir. Uzun siireli depolama kosullarinda oda sicakligi olarak
referans alman 25°C’nin mayalarin canlili1 agisindan pek de iyi bir derece olmadig1

goriilmektedir.
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Tablo 4. 7. Koaksiyel Naoliflerde 4°C depolama kosullarinda siirenin canliliga etkisi

Kareler Ortalama F Degeri Anlamhhk
Toplamm kare
Gruplar arast 105,190 26,297 30,102 ,000
Grup ici 30,577 ,874
Toplam 135,767

Sonuglar iki paralelin ortalamasi + SS olarak verilmistir. Farkli 6rneklerden elde edilen

nanolif boyutlarinin arasindaki farkin anlamli olmadigi belirlenmistir (p > 0.05).

Tablo 4. 8. Koaksiyel Naoliflerde 4°C depolama kosullarinda, kaplama materyalinin
canliliga etkisi

Kareler Ortalama F Degeri Anlamhhk
Toplam kare
Gruplar arasi 15,030 5,010 1,494 ,233
Grup i¢i 120,737 3,354
Toplam 135,767

Sonuglar iki paralelin ortalamasi1 &+ SS olarak verilmistir. Farkli 6rneklerden elde edilen
nanolif boyutlarinin arasindaki farkin anlamli olmadigi belirlenmistir (p > 0.05).
Sonuglar incelendiginde 4°C’de yapilan depolamada, mayalarin 1. giin ile 28.
giin arasindaki canlilik sonuglarinin istatistiksel olarak anlamli bir fark
gbézlemlenmistir (p > 0.05). Uzun siireli depolama kosullarinda 4°C’nin referans
alindigr bu durumda mayalarin canliligi goz oniinde bulundurularak 25°C’deki
canliligin logaritmik diislisiine gére cok daha etkili bir koruma yontemi oldugu, tistelik
-20°C gibi ¢cok daha diisiik sicakliklara gerek kalmaksizin bir aylik siire boyunca etkili

bir yontem oldugu goriilmiistiir.

56



Tablo 4. 9. Koaksiyel Naoliflerde 25°C depolama kosullarinda siirenin canliliga
etkisi

Kareler Ortalama F Degeri Anlamhhk
Toplam kare
Gruplar arast 238,997 59,749 136,166 ,000
Grup ici 15,358 ,439
Toplam 254,355

Sonuclar iki paralelin ortalamasi + SS olarak verilmistir. Farkli 6rneklerden elde edilen

nanolif boyutlarinin arasindaki farkin anlamli olmadigi belirlenmistir (p > 0.05).

Tablo 4. 10. Koaksiyel Naoliflerde 25°C depolama kosullarinda kaplama
materyalinin canliliga etkisi

Kareler Ortalama F Degeri Anlamhhk
Toplam kare
Gruplar arasi 5,006 1,669 ,241 ,867
Grup ici 249,349 6,926
Toplam 254,355

Sonuglar iki paralelin ortalamasi1 & SS olarak verilmistir. Farkli 6rneklerden elde edilen

nanolif boyutlariin arasidaki farkin anlamli olmadig: belirlenmistir (p > 0.05).

4°C ve 25°C’de yapilan depolama analizleri sonucunda elde edilen canlilik
sonuglar1 incelendiginde PVA-PVA/PVA-Maya, PVA-PASP/PVA-Maya, PVA-
SK/PVA-Maya, PVA-SJ/PV A-Maya nanoliflerinin dort hafta sonundaki canliliklar
(log, kob/mL) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olusmustur (p < 0.05).
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Istatistiksel olarak veriler incelendiginde haftalara ve proteinlere bagli olarak
tim degisimler bulgulanmistir. Bu durumda 4°C’de proteinlerin ayr1 ayri
Saccharomyces cerevisiae nin 10.67 £ 0.1 log CFU/g degerinden kontrol grubu icin
5.12 £0.1 log CFU/g, PASP icin 6.43 £ 0.1 log CFU/g, SK i¢in 7.42 £ 0.1 log CFU/g
ve SJ i¢in 5.42 + 0.1 log CFU/g degerlerine diisiis oldugu bulunmustur. Ayni durum
25°C’de ise Saccharomyces cerevisiae nin yine 10.67 £ 0.1 log CFU/g degerinden
kontrol grubu i¢in 3.85 + 0.1 log CFU/g, PASP icin 4.96 + 0.1 log CFU/g, SK icin
4.16 £ 0.1 log CFU/g ve SJ icin 4.02 = 0.1 log CFU/g degerlerine diisiis oldugu

bulunmustur.

Uriinlerin depolanmast siirecinde proteinlerin ayr1 ayr1 bakildiginda ekstra bir
koruyuculuk sagladigi acik¢a goriilmiistiir. Ancak yapilan tez kapsaminda proteinlerin
koruyuculugunun asil gézlemlenmesi gereken nokta sindirim sistemi kosullarina daha
direngli bir kaplama materyali olmalarinin gelistirilmesini saglamaktir. Sindirim
sistemi analizi sonuglarma goére bu amaca ulasildig1 gézlemlenmektedir. Ayrica
elektroegirme yontemi ile mayalarin enkapsiilasyonu amaciyla en ¢ok kullanilan
materyallerden biri olan PVA’nin depolama sirasindaki koruyuculuguna, iiretilen
PVA-PVA/PVA-Maya, PVA-PASP/PVA-Maya, PVA-SK/PVA-Maya, PVA-
SJ/PV A-Maya nanolifleri ile denk bir koruyuculuk saglanmasi, gelistirilen bu hibrit
nanoliflerin de elektroegirme yonteminde probiyotik enkapsiilasyonu amaciyla

kullanilabilirligini gostermektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢aligmada probiyotik mayalarin dista protein igeren ¢ift katmanli olarak
koaksiyel yapida enkapsiile edilmesinde elektroegirme yontemi kullanilmistir.
Farkli proteinler ile enkapsiile edilen proteinlerin agiz, mide ve bagirsak
sindirimleri salim kinetikleri incelenmistir. Elektroegirme yonteminde probiyotik
mayalarm enkapsiilasyonunda % 99 canlilik ve % 95,90 enkapsiilasyon verimliligi
elde edilmistir. Bu ¢aligmada kullanilan koaksiyel enkapsiilasyon yonteminin
probiyotik mayalarm gastrointestinal sistemde dayanimlarim arttirdigr ve ince
bagirsakta probiyotik mayalar i¢in tanimlanan 10° ‘dan biiyiik olma kosulunu
saglayabildigi kanitlanmistir. Ayrica yapilan depolama caligmalarinda sogukta
depolanan nanoliflerdeki maya sayilarinin 9 log CFU/g ve canli kalma oranlarini
9% 80’°den biiyiik oldugu belirlenmistir. Oda kosullarinda elde edilen degerlerden
sogukta depolamanin daha iyi sonu¢ verdigi goriilmektedir. Sindirim sistemi
dayanimi ve salim kinetiklerinde elektroegirme islem kosullarinin (voltaj, igne
cap1, mesafe, vb.) optimize edilerek kaplama materyali kalinliklar1 ve nanolif
caplar1 ayarlanarak ¢aligmada elde edilen sonug¢larin bundan sonraki yapilacak

olan ¢caligmalara onciiliik ederek gelistirilebilecegi goriilmektedir.
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EKLER

EK A. (3.2.5. Saccharomycess cerevisiae ‘nin Standardize Edilmesi)

McFarland Standartdina goére Ornekler
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EK B. (4.1. Elektroegirme Cozeltilerinin Bilesimlerinin Belirlenmesi )
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EK C. (4.6. Farkli Proteinler ile Hazirlanmis Nanaliflerde Sindirim Sistemi
Simiilasyonu ve Salim Kinetikleri)

SURE Mide Bagirsak
0 Mean 6,3393 10,1782
N 8 8
Std. Deviation 1,18529 1,62937
30 Mean 6,7214 9,4722
N 8 8
Std. Deviation ,49303 1,96794
60 Mean 7,7283 10,1945
N 8 8
Std. Deviation ,75727 1,99006
90 Mean 9,0825 11,1330
N 8 8
Std. Deviation 1,25408 2,07599
120 Mean 10,1782 12,5674
N 8 8
Std. Deviation 1,62937 1,70946
Total Mean 8,0100 10,7091
N 40 40
Std. Deviation 1,81307 2,08607
PROTEIN Mide Bagirsak
jelatin Mean 9,1308 13,0412
N 10 10
Std. Deviation 2,33315 1,03576
kazein  Mean 6,7973 8,4139
N 10 10
Std. Deviation 1,24396 1,30494
kontrol  Mean 8,0468 11,4072
N 10 10
Std. Deviation 1,46594 1,32334
whey Mean 8,0649 9,9740
N 10 10
Std. Deviation 1,43880 1,13669
Total Mean 8,0100 10,7091
N 40 40
Std. Deviation 1,81307 2,08607
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Multivariate Tests?

Effect Value F Hypothesis df | Error df Sig.
Intercept Pillai's Trace 1,000| 40310,806° 2,000 19,000 ,000
Wilks' Lambda ,000 | 40310,806° 2,000 19,000 ,000
Hotelling's Trace 4243,243 | 40310,806° 2,000 19,000 ,000
Roy's Largest Root | 4243,243| 40310,806° 2,000 19,000 ,000
sure Pillai's Trace 1,704 28,781 8,000| 40,000 ,000
Wilks' Lambda ,006 56,499° 8,000| 38,000 ,000
Hotelling's Trace 47,220 106,244 8,000| 36,000 ,000
Roy's Largest Root 44,571 222,855° 4,000] 20,000 ,000
protein Pillai's Trace 1,360 14,154 6,000 40,000 ,000
Wilks' Lambda ,006 78,164° 6,000| 38,000 ,000
Hotelling's Trace 111,992 335,975 6,000| 36,000 ,000
Roy's Largest Root 111,408 742,720° 3,000] 20,000 ,000
sure * protein  Pillai's Trace 1,561 5,933 24,000 40,000 ,000
Wilks' Lambda ,040 6,360° 24,000 38,000 ,000
Hotelling's Trace 9,039 6,780 24,000 36,000 ,000
Roy's Largest Root 6,822 11,370°¢ 12,000] 20,000 ,000

a. Design: Intercept + sure + protein + sure * protein

b. Exact statistic

c. The statistic is an upper bound on F that yields a lower bound on the significance level.
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MiDE/SURE

Testler

Sire

Alt kimeler

2

3

Tukey HSDaP

0

6,3393

30

6,7214

60

7,7283

90

9,0825

120

© |0 |0 |0 |

10,1782

Sig.

,562

1,000

1,000

1,000

Duncan&P

0

6,3393

30

6,7214

60

7,7283

90

9,0825

120

© |0 [0 [0 |

10,1782

Sig.

144

1,000

1,000

1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

Based on observed means.

The error term is Mean Square(Error) = ,252.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 8,000. b. Alpha = ,05.

BAGIRSAK/SURE

Testler

Siire

Alt kiimeler

2

3

Tukey HSDaP

9,4722

10,1782

60

10,1945

90

11,1330

120

© |0 |0 |0 |

12,5674

Sig.

1,000

1,000

1,000

1,000

Duncana®

30

9,4722

0

10,1782

60

10,1945

90

11,1330

120

© (00 (00 |0 |

12,5674

Sig.

1,000

,890

1,000

1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

Based on observed means.

The error term is Mean Square(Error) = ,054.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 8,000. b. Alpha =,05.
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MIDE/PROTEIN

Alt kimeler
Testler Protein N 1 2 3
Tukey HSD**  SK 10 6,7973
Kontrol 10 8,0468
PASP 10 8,0649
SJ 10 9,1308
Sig. 1,000 1,000 1,000
Duncan&P SK 10 6,7973
Kontrol 10 8,0468
PASP 10 8,0649
SJ 10 9,1308
Sig. 1,000 ,936 1,000
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on observed means.
The error term is Mean Square(Error) = ,252.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 10,000. b. Alpha = ,05.
BAGIRSAK/PROTEIN
Alt kimeler
Testler Protein N 1 2 3 4
Tukey HSD#P SK 10 8,4139
PASP 10 9,9740
Kontrol 10 11,4072
SJ 10 13,0412
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000
Duncan®® SK 10 8,4139
PASP 10 9,9740
Kontrol 10 11,4072
SJ 10 13,0412
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

Based on observed means.
The error term is Mean Square(Error) = ,054.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 10,000. b. Alpha = ,05.
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EK D. (4.7. Farkli Proteinler ile Hazirlanmis Nanaliflerde Depolama
Kosullarinin Canliliga Etkisi)

CFU/25°C
Alt kiimeler
Testler Protein N 1 2

Tukey HSDab PVA 10 6,4220

SK 10 6,7980 6,7980

SJ 10 6,8820 6,8820

PASP 10 7,4130

Sig. ,310 ,113
Duncana® PVA 10 6,4220

SK 10 6,7980

SJ 10 6,8820 6,8820

PASP 10 7,4130

Sig. ,106 ,053

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on observed means.

The error term is Mean Square(Error) = ,333.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 10,000. b. Alpha = 0,05.

CFU/4°C
Alt kimeler
Testler Protein N 1 2 3
Tukey HSDaP PVA 10 7,6420
SJ 10 7,7780
PASP 10 8,4260 8,4260
SK 10 9,1880
Sig. ,100 ,114
Duncan?® PVA 10 7,6420
SJ 10 7,7780 7,7780
PASP 10 8,4260
SK 10 9,1880
Sig. ,676 ,057 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on observed means.

The error term is Mean Square(Error) = ,514.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 10,000. b. Alpha = 0,05.
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