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YUKSEK LiSANS TEZi

NAR SIRKESINE EKLENEN MiIKROENKAPSULE Saccharomyces boulardii
MAYASININ CANLILIGININ BELIRLENMESI

Rumeysa ETLIK

Aksaray Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dah

Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Deniz KOCAN

OZET

Diinya niifusundaki laktoz intoleransi (%65), siit alerjileri ve artan vejetaryenlik egilimi goz
Oniine alindiginda siit iirtinii olmayan yeni probiyotik gidalara olan ilgi her gegen giin
artmaktadir. Saccharomyces boulardii, giivenilirligi EFSA (Europen Food Safety
Authority) tarafindan kanitlanmis, ¢ocuk ve yetiskinlerde mikrobiyel ve antibiyotik
kaynakli diyare gibi gastrointestinal rahatsizliklarin tedavisinde koruyucu ve tedavi
edici olarak kullanilan probiyotik bir mayadir. Diisiik pH ve organik asitlere karsi ¢ok
iyi bir dirence sahip olmasi nedeniyle meyveli, fermente ve asitli gidalarda S. boulardii
kullanilabilme potansiyeli bulunmaktadir. Enkapsiilasyon yontemi yiiksek asitlik gibi
stres kosullarindan probiyotiklerin korunmasinda etkili olmaktadir.

Bu tez ¢alismasinda S. boulardii CNCM 1-745 (Biocodex, Fransa) probiyotik mayasi,
serbest hiicre (SH) formunda, iniilin prebiyotigi eklenmis aljinat (ALG-INU) ve ¢ift
tabaka aljinat ve kitosan (CTS-ALG-INU) polimerleriyle simbiyotik mikroenkapsiile
edilerek nar sirkesine (3.6 pH) eklenmistir. Nar sirkesi 6rneklerinin 4+1°C’de 4 hafta
depolama siiresi boyunca haftalik olarak bazi kimyasal 6zellikleri (titrasyon asitligi
degeri, pH degeri, suda ¢oziiniir kuru madde miktar1) ve S. boulardii maya sayisi
belirlenmistir.

Calisma sonucunda baslangigta nar sirkesine ~8 log kob/mL diizeyinde eklenen S.
boulardii maya sayisinin 4+1°C’de 4 hafta depolama siiresi sonunda SH; ALG-INU
ve CTS-ALG-INU igin sirasiyla 4.27; 7.24 ve 5.02 log kob/mL olarak belirlenmistir.
Nar sirkesi ortaminda aljinat polimerinin S. boulardii mayasini kitosana kiyasla ¢ok
daha iy1 korudugu anlagilmistir. Kitosan polimerinin asetik asit ile etkilesime gecgerek
maya lizerinde olumsuz etki olusturdugu diistiniilmektedir. pH ve titrasyon asitligi
degerlerine gore S. boulardii mayasinin nar sirkesinde herhangi bir fermantasyona
neden olmadig1 sonucuna varilmistir. Bu ¢aligmadan elde edilen sonuglar, yiiksek asitli
fermante gidalarda S. boulardii mayasimmin kullanimma dair bundan sonraki
caligmalara 151k tutacaktir.

Anahtar Kelimeler: S. boulardii, Probiyotik maya, Probiyotik nar sirkesi, Simbiyotik
mikroenkapsiilasyon, Kitosan, Aljinat, Ekstriizyon metodu.

Haziran, 2024; 82 sayfa



M.Sc. THESIS

DETERMINATION OF THE VIABILITY OF MICROENCAPSULATED
Saccharomyces boulardii YEAST ADDED TO POMEGRANATE VINEGAR

Rumeysa ETLIK

Aksaray University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Dr. Ogr. Uyesi Deniz KOCAN

ABSTRACT

Considering lactose intolerance (65%), milk allergies and the increasing trend towards
vegetarianism in the world population, interest in new non-dairy probiotic foods is
increasing day by day. Saccharomyces boulardii is a probiotic yeast whose reliability
has been proven by EFSA (Europen Food Safety Authority) and is used as a preventive
and therapeutic agent in the treatment of gastrointestinal disorders such as microbial
and antibiotic-induced diarrhea in children and adults. S. boulardii has the potential to
be used in fruity, fermented and acidic foods due to its low pH and high resistance to
organic acids. The encapsulation method is effective in protecting probiotics from
stress conditions such as high acidity.

In this thesis study, S. boulardii CNCM 1-745 (Biocodex, France) probiotic yeast, in
free cell (SH) form, was encapsulated in symbiotic microencapsulates with inulin
prebiotic added alginate (ALG-INU) and bilayer alginate and chitosan (CTS-ALG-
INU) polymers and added to pomegranate vinegar (3.6 pH). Some chemical properties
(titratable acidity value, pH value, amount of water-soluble dry matter) and the number
of S. boulardii yeasts of pomegranate vinegar samples were determined weekly during
the 4 week storage period at 4+1°C.

As a result of the study, the numbers of S. boulardii yeast initially added to
pomegranate vinegar at the level of ~8 log cfu/mL at the end of 4 weeks storage at
4+1°C for SH, ALG-INU and CTS-ALG-INU the living cell numbers were determined
as 4.27, 7.24 and 5.02 log cfu/mL respectively. It has been understood that alginate
polymer protects S. boulardii yeast in pomegranate vinegar environment much better
than chitosan. It is thought that chitosan polymer interacts with acetic acid and has a
negative effect on yeast. According to pH and titratable acidity values, it was
concluded that S. boulardii yeast did not cause any fermentation in pomegranate
vinegar. The results obtained from this study will shed light on future studies on the
use of S. boulardii yeast in high-acidic fermented foods.

Keywords: S. boulardii, Probiotic yeast, Probiotic pomegranate vinegar, Synbiotic
microencapsulation, Chitosan, Alginate, Extrusion method.

June, 2024; 82 pages
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1. GIRIS

Uluslararas1 Bilimsel Probiyotikler ve Prebiyotikler Birligi (ISAPP), Birlesmis Milletler
Gida ve Tarm Orgiitii (FAO) ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO) probiyotikleri ““Yeterli
miktarda uygulandiginda konak¢min viicuduna saglik agisindan fayda saglayan canli
mikroorganizmalar’® olarak tammlamistir (FAO/WHO, 2001; Hill vd., 2014).
Probiyotiklerin insan sagligi lizerindeki olumlu etkileri arasinda bagirsak
mikrobiyotasinin diizenlenmesi, patojen bakteri gelisiminin 6nlenmesi, enfeksiyonlara
kars1 direncin artirilmasi ve bagisiklik sisteminin desteklenmesi basta gelmektedir.
Besin degerinin Gtesinde sagliga ekstra faydasi olan gidalar olarak tanimlanan fonksiyonel
gidalar iginde yer alan probiyotik gidalar, fonksiyonel gida pazarinin %70’ini temsil etmekte
olup sektorde hizli gelisim géstermektedir (McFarland, 2010; Ohland ve Macnaughton,
2010; Khan vd., 2013). Arastirmacilar son yillarda kardiyovaskiiler hastaliklar, Alzheimer,
osteoporoz gibi kronik hastaliklar1 6nlemeye ve saglikli bir hayat siirmeye yardimei olacak

fonksiyonel gidalarin gelistirilmesine yonelik aragtirmalara yonelmislerdir (Sadler, 2005).

Saccharomyces boulardii, EFSA (Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi) tarafindan
giivenilir kabul edilmis, saglik iizerine yararh etkileri kanitlanmus, bakteriyel, viral ve
antibiyotige bagl akut ve kronik diyare tedavisinde basarili sonuglar veren probiyotik
bir mayadir. Gida kokenli olan bu maya, insan gastrointestinal sistemini diizenleyerek
bagirsaklarda bulunan faydali mikroorganizmalarin tekrar kolonize olmasini
saglamaktadir (EFSA, 2010; McFarland, 2010). Insan kaynakli bir probiyotik maya
olmamasima ragmen S. boulardii insan viicut sicakligi olan 37 °C’de ¢ok rahat
gelismekte olup mide asidine, safra tuzlarina, pankreatik sivilara ve antibiyotik
uygulamasina kars1 dayaniklilik gostermektedir (Karaolis vd., 2013). S. boulardii
yaygin olarak klinik ¢aligmalarda preparat olarak kullanilmakta olup gidalar yoluyla

viicuda alinmasi konusunda literatiirde olduk¢a az sayida aragtirma bulunmaktadir.

Sirke, ¢ok eski yillardan beri ¢esitli hammaddelerden farkli yontemler kullanilarak,
asetik asit fermantasyonuyla iiretilen fermante bir gidadir. Sirkede bulunan organik
asitler, fenolik bilesikler, amino asitler, vitaminler ve melanoidinler sirkenin
organoleptik 6zelliklerini etkilemekte olup ayni zamanda antimikrobiyel, antioksidan,
antidiyabetik, antitiimor, antikarsinojenik, antienfeksiyon etkilerin olusumunu da

saglamaktadir (Budak vd., 2011).



Diinya niifusundaki laktoz intoleransi (%65), siit alerjileri ve artan vejetaryenlik egilimi goz
Oniine alindiginda siit {iriinii olmayan yeni probiyotik gidalarn {iretimine yonelik artan bir
ilgi bulunmaktadir (Lillo-Perez vd., 2021; Mantzourani vd., 2019). Bu ilgi, siit igermeyen
yeni fonksiyonel gidalarin gelistirilmesine yol agmis ve fitokimyasallar, tibbi bitkiler, dogal
antioksidanlar, probiyotikler, prebiyotikler, biyoaktif peptitler gibi sagilig1 tesvik eden yeni
biyoaktif bilesiklerin arastirimasin gerekli hale getirmistir (Fernandes vd., 2019). Ozellikle
pandemiden sonra, bagisiklik sistemini gelistiren gidalar {lizerine olan g¢alismalar
yogunlasmistir. Bu ¢alismalarda sindirim sistemi mikrobiyotasi ile saglikli beslenme
ve yasam arasinda dogrudan bir iliski oldugu netlik kazanmistir. Giiniimiizde
probiyotikler sagligin korunmasinda ve bir¢ok hastaligin tedavi edilmesinde tercih
edilmektedir. Bu caligsma ile sirke gibi antioksidan madde zengini fermante bir gidaya
S. boulardii mayas1 eklenerek saglik i¢in ekstra faydalar sunan, yeni bir fonksiyonel
gida tretimi gerceklestirilmistir. Probiyotik nar sirkesinin fonksiyonel bir gida
olmasinin yaninda diyare tedavisinde ila¢ almakta zorlanan bireyler i¢in de alternatif

bir yol olabilecegi diisiiniilmektedir.

Probiyotik mikroorganizmalar, gida isleme, muhafaza, gastrointestinal sistem ve ¢evre
sartlarina kars1 onemli 6l¢iide duyarli olup canliliklarini biiylik oranda kaybetmektedir.
Gastrointestinal sistemden gecis sirasinda, ozellikle mide asitligi olan 1.5-2.0 pH
arasinda  probiyotik mikroorganizmalarin ¢ogunun canliligt olumsuz yonde
etkilenmektedir. Bu tez c¢alismasinda tercih edilen S. boulardii mayasinin diger
probiyotiklere gore asit stresine karsi daha dayanikli oldugu ¢esitli ¢alismalar ile
belirlenmistir (Alkan, 2012; Czerucka vd., 2007; McFarland, 2015). Sirke yiiksek
asitli gidalar arasinda degerlendirilmekte olup nar sirkesinin asitligi 3.0-3.6 pH
arasinda degismektedir (Oztiirk vd., 2015). S. boulardii’nin yiiksek asitli, meyve bazl
gidalarda kullanimina dair az sayida literatiir bilgisi mevcuttur. Bunlar arasinda; kaju
suyu (Santana vd., 2020), elma suyu ve pargalar1 (Farinazzo vd., 2020), elma pargalari
(Gallo vd., 2014), iizimsii meyveler (Fratianni vd., 2014), domates ve havug suyu
(Sivudu vd., 2016), karpuz, kirmizi1 pancar ve siyah havug suyu (Degirmencioglu vd.,
2016) yer almaktadir. Sirkede S. boulardii kullanimina dair literatiirde herhangi bir

calismaya rastlanilmamis olup bu ¢alisma ilk olma 6zelligi tasimaktadir.



Yiiksek asitli gidalara eklenen probiyotikler depolama siiresi boyunca ortam
kosullarindan etkilenerek canliliklarin1 kaybedebilmektedir. Mikroenkapsiilasyon,
probiyotiklerin yiiksek asitlik gibi olumsuz ortam kosullarindan etkilenmelerinin
ontine gecebilmek icin onlarin gesitli polimerlerle kaplanmasi seklinde uygulanan bir
yontemdir (Palamutoglu ve Saricoban, 2013). Kullanilan bu polimerlerin farkli stres
kosullarina kars1 koruyucu fiziksel bariyer olusturma potansiyelleri de degismektedir.
Mikroenkapsiilasyon metodunda en yaygin kullanilan polimer, farkl alg tiirlerinden
elde edilen aljinattir. Aljinat polimerinin kullanim kolayligi, diisiik maliyetli olmasi,
biyouyumlulugu ve toksik olmamasi avantajli yanlariyken gozenekli yapisi nedeniyle
asit direncinin diisiik olmasi, mekanik stabilite kaybina yatkinliklar1 ve gastrointestinal
kanal gecisindeki kayiplar1 dezavantajli yanlaridir (Riaz ve Masud, 2013; Ding ve
Shah, 2008). Yiiksek asitli gidalarda tek bagma aljinat kullanilmas etkisiz olabildigi
icin ¢ift tabaka enkapsiilasyon yontemi tercih edilmektedir. Mikroorganizma ilk
tabaka olarak aljinat ile kaplanirken ikinci tabakada asit direnci yiliksek farkli bir
polimer ya da polimer kombinasyonu ile kaplanmaktadir. Bu ¢ift tabaka kaplama
sayesinde probiyotiklerin hassasiyeti azalmakta, canliligi en yiiksek diizeyde
tutulmakta ve yararlihi@ artmaktadir. Aljinat ile tek tabaka kaplanmig
mikrokapsiillerin ikinci bir tabaka kitosan ile kaplanmasiyla aljinat kapsiillerinin
yogunlugu ve mukavemeti artmaktadir (Krasaekoopt vd., 2003; Ding ve Shah, 2008;
Cook vd., 2012).

Kitosan kapli aljinat kapsiiller, aljinat mikrokapsiillerin gozenekliligini azaltir ve
sadece aljinattan olusan kapsiillere gore daha iyi bir fizikokimyasal stabilite saglar.
Yengeg, karides ve kerevit kabugundan elde edilen kitosan polimeri katyonik karakter,
yuksek biyouyumluluk, toksik olmama ve biyolojik olarak pargalanabilme
ozelligindedir (Anal ve Singh, 2007). Asidik kosullara maruz kalma sirasinda 6zellikle
aljinat-kitosan kombinasyonu kitosanin anyonik aljinata gore giiclii katyonik dogasi
nedeniyle etkili koruma saglamaktadir (Calinoiu vd., 2019; Krasaekoopt vd., 2006;
Krasaekoopt vd., 2004). Bu nedenle tez ¢alismasinda ekstriizyon yontemiyle aljinat ve

kitosan polimerleriyle ¢ift tabaka enkapsiilasyon tercih edilmistir.

Prebiyotikler bagirsaklarda bulunan probiyotik mikroorganizmalarin gelismesini
stimiile eden, gastrointestinal sistemin {ist boliimlerinde sindirime ugramadan (ince

bagirsakta sindirilmeyen) kolona gegebilen, kalin bagirsakta fermante olabilen ve



patojen bakterilerin sayisini sinirlayan oligosakkaritlerdir. Probiyotik ve prebiyotigin
ayni irlinde simbiyotik olarak bulunmasi her ikisinin de olumlu fonksiyonel
etkilerinden faydalanilmasini saglar (Holzapfel ve Schillinger, 2002). Yapilan
arastirmalar ile prebiyotik ve probiyotiklerin birlikte eklendigi gidalarda
probiyotiklerin daha uzun siire canli kaldigi ve sinerjistik bir etki ortaya ¢ikardigi tespit
edilmistir (Gandomi vd., 2016; Krasaekoopt vd., 2004). Iniilin dogada yaygin olarak
bitkilerin depo karbonhidrati formunda bulunan ve fruktoz polimerlerinin heterojen
karistmia verilen isimdir (Holzapfel ve Schillinger, 2002). Iniilin prebiyotiginin
probiyotik mikroorganizmalarin gelisimini destekleyerek meyve bazli fonksiyonel
gidalarin (elma suyu, nar suyu, kizilcik suyu) iiretilmesinde olumlu sonuglar ortaya
koydugu c¢alismalarla belirlenmistir (Gandomi vd., 2016; Doherty vd., 2012;
Krasaekoopt vd., 2004). Bu tez ¢alismasinda sirkedeki yiiksek asitlikte goz oniinde
bulundurularak S. boulardii mayasinin gelisimini tesvik edecek prebiyotik olarak

iniilin tercih edilmistir.

Bu tez ¢alismasinda, S. boulardii probiyotik mayasi serbest hiicre formunda (SH),
iniilin prebiyotigi iceren tek tabaka aljinat (ALG-INU) ve aljinat {izerine kitosan
polimeriyle c¢ift tabaka (CTS-ALG-INU) olmak iizere ekstriizyon ydntemiyle
simbiyotik mikroenkapsiile edilerek nar sirkesine eklenmistir. Nar sirkesi 6rneklerinin
4+1 °C’de depolama siiresinin 0, 1, 2, 3 ve 4. haftalarinda baz1 kimyasal 6zellikleri
(titrasyon asitligi degeri, pH degeri, suda ¢6ziiniir kuru madde miktar1) ile S. boulardii

maya sayis1 belirlenmistir.

Bu tez calismasindan elde edilen sonuglar, bundan sonra iiretilecek olan bitkisel
fermante gidalar gibi yiiksek asitli gidalara S. boulardii mayasinin eklenmesi sirasinda

olusabilecek sorunlarin ¢ézlimiine yardimci olacaktir.



2. KAYNAK OZETLERI
2.1 Sirke

Insanlik tarihinde sirke, meyvelerden, tahillardan ve sebzelerden alkollii
fermantasyonun kesfi ile tarimin baslangicinda ortaya ¢ikmustir. Sirkenin dogusu
sarabin kokeninden pek ayirt edilemez. Onceleri gida gesnisi ve koruyucu madde
olarak goriilse de glinlimiizde saglikli bir igecek olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Solieri

ve Giudici, 2009).

Sirke kelimesi Fransiz vin (sarap) ve aigre (eksi) kelimelerinden tiiretilmistir. Baharat
ve gida koruyucu olarak kullanilan eksi ve keskin bir sividir (Cruess, 1958). insan
tilkketimine uygun nisasta ve sekerler iceren tarimsal kdkenli uygun bir hammaddeden

cift fermantasyon islemiyle fretilen bir sivi olarak tanimlanmaktadir (Codex

Alimentarius, 1987).

Farkli bir ifade olarak Tirk Standartlart Enstitiisii sirkeyi tarimsal kokenli
hammaddelerden iiretilen ilk olarak etil alkol fermantasyonu ardindan asetik asit
fermantasyonu ile ¢esitli fermantasyon teknikleriyle elde edilen 6zgiin bir {iriin olarak
tanimlamaktadir. Farkl1 hammaddelerden elde edilebilen bu iiriin sarap, tahil, malt gibi

ve hatta meyvelerden genis 6l¢ekte elde edilebilmektedir (TSE 1880 EN13188, 2024).

FAQ (Food and Agricultural Organization) ve WHO (World Health Organization) ise
sirkeyi tanimlarken nisasta ve seker igerikli tarimsal hammaddelerin iki asamali
fermantasyonuyla (etil alkol fermantasyonu, asetik asit fermantasyonu) iiretilen

kendine 6zgii bir s1v1 olarak tanimlamaktadir (Giudici vd., 2017).

Sirkede bulunan organik asitler, fenolik bilesikler, amino asitler, vitaminler ve
melanoidinler sirkenin organoleptik 6zelliklerini etkilemekte olup ayni zamanda
antimikrobiyel, antioksidan, antidiyabetik, antitiimor, antikarsinojenik, antienfeksiyon

etkilerin olusumunu da saglamaktadir (Samanidou vd., 2001).
2.1.1 Sirke iiretim yontemleri

Sirke {iretimi Oncelikle seker ve/veya nisasta igerikli hammaddelerin mayalar

tarafindan anaerobik bir sekilde fermente edilmesiyle baslamaktadir. Mayalar



tarafindan fermente edilen sekerler etanole (C2HsOH) doniisiir ve ikinci fermantasyon
asamasi olan etanolden asetik asit bakterilerinin (AAB) fermantasyonu ile asetik asit
(CHsCOOH) olusur. Bu iki fermantasyon olay1 biyokimyasal reaksiyon olarak
degerlendirilmekte olup alkol dehidrogenaz enzimi ile etanoliin oksidasyonu ve
ardindan aldehit dehidrogenaz enzimi ile asetik asidin olusmasini ortaya koymaktadir
(Gullo vd., 2006).

Sirke, bir bakteri cinsi olan Acetobacter tarafindan etil alkoliin asetik aside
doniistiiriilmesinden elde edilen {iriindiir. Bu nedenle alkol-su karisimlarindan cesitli
meyve saraplarina kadar herhangi bir alkollii maddeden sirke {iretilebilir (Peppler ve
Beaman 1967). Asetik asit bakterileri (AAB) olarak da adlandirilan sirke bakterileri
Acetobacter cinsinin iyeleridir ve etil alkolii (C2HsOH) oksidasyon yoluyla asetik
aside (CHsCOOH) doniistiirme yetenekleriyle karakterize edilir. Sirkedeki asetik

asidin olusumuna ait akis semasi Sekil 2.1’de verilmistir (Sievers ve Swings, 2005).

Asetik asit
Glukoz Maya Etanol AAB (2CH:COOH +
(Anaerobik) (C.HsOH) (Aerobik, H,0)

Sekil 2.1. Sirkedeki etil alkol ve asetik asit fermantasyonu.

Asetik asit bakterileri (AAB), sirke iiretiminde en basta gelen mikroorganizma tiirti
olup Acetobacter ve Gluconobacter familyasindan, Gram negatif, obligat (zorunlu)
aerob, cubuk seklinde, katalaz pozitif ve oksidaz negatif, polar olabilen flagella
varhigindan dolay1 hareketli bakterilerdir. Optimum gelisme sicakliklar1 25-30°C
arasindadir. Genel olarak gelisme sicakliklar1 degerlendirildiginde 5-45°C arasinda
degisim gozlenmektedir. Boyutlar1 0.4-1 pm genisliginde ve 0.8-4.5 pm uzunlugunda
degisen bakterilerdir. Optimum gelisim pH degeri yaklagik 5.0- 6.5 pH’dir. Ayni
zamanda 3-4 pH gibi diisiik asit degerlerinde de gelisme gosterebilmektedir (Sievers
ve Swings, 2005).

Meyvelerden, ¢igeklerden ve fermente gidalardan izole edilen AAB tiirleri arasinda
farkli kiiltiir ortamlarindaki besinlere bagli olarak gelisim farkliliklart bildirilmistir.

Sonuglar incelendigine tiim besiyeri ortamlarin AAB'nin gelisimini esit sekilde
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desteklemedigi ve hatta suslar arasinda secici olabildiginden uygun bir sentetik
ortamin olmamasi nedeniyle sentetik kiiltiir ortaminda zay1f bir geri kazanim oldugunu
gostermistir. Bununla birlikte c¢esitli kiltiir ortamlarmin gelistirilmesiyle AAB
izolasyonunda 6nemli ilerleme kaydedilmistir (Gullo vd., 2014). Yamada ve Yukphan
(2008), AAB'nin genellikle seker ve/veya etanol igeren substratlarda bulundugunu ve
bu substratlarin meyve sulari, sarap, elma sarabi, bira, kakao ve sirke gibi meyveler,

cigekler, yiyecekler ve fermente igeceklerde yer aldigini bildirmistir.

Fermantasyon sirasinda sekerin etil alkole donistiiriilmesinde mayalar rol
oynamaktadir. Mayalar arasinda en 6ne ¢ikan tiir Saccharomyces cerevisiae olmakla
birlikte 700’den fazla maya tiirii oldugu bilinmektedir. Sirke ¢esidine bagli olarak
farkli maya tiirleri izole edilmistir (Giudici vd., 2017). Farkli maya izolatlarinin maya
fermantasyon hizini, sarap aromasimi ve sirke kalitesini etkiledikleri ortaya
koyulmustur. Mayalarin asitlige karsi yiiksek tolerans gosterdigi bilinmektedir

(Rainieri ve Zambonelli, 2009).

Sirke tretiminde kesikli (Basit yavas yontem, Orleans yontemi, Pastor yontemi ve
Cabuk yontemler), yar1 siirekli ve siirekli yontemler uygulanmaktadir (Ak¢icek vd.,
2020). Bunlar i¢inde baslica 3 ana yontem kullanilmaktadir. Bunlar yavas (yiizey
kiiltiir), hizli (Alman) yontemi ve derin kiiltiir (daldirma-submers) yontemi olarak
bilinmektedir. Geleneksel nar sirkesi iiretimi icin yavas (ylizey kiiltiir) yontem
kullanilirken; endiistriyel nar sirkesi iretimi igin ise diger sirke tiretim metotlari tercih

edilmektedir (Nanda vd., 2001).

Ev tipi geleneksel nar sirkesi liretiminde, 6ncelikle nar meyvesinin temin edilip kabuk
kismindan ayrilmasi ve yikanmasi ile nar sirkesi iiretimine baglanmaktadir. Ardindan
cam kavanoz igerisine alinan nar tanelerinin par¢alanmasi amaciyla tahta bir kasik ile
ezilerek nar suyunun c¢ikmasi saglanarak iizerine kaynatilip sogutulmus su ile bir
yemek kasig1 dogal tuz ilave edilir. Yiizey kiiltiir yonteminde fermantasyon i¢in sirke
anast ya da ¢esitli meyve sirkeleri eklenip fermantasyon i¢in cam kavanozun {izeri

uygun bir bez ile ortiilmektedir (Budak, 2010).

Biitiin yontemler kullanilabilirlik agisindan elverislidir fakat hizli, ekonomik ve nitelik
acisindan derin kiiltlir yontemi daha sik kullanim alanina sahiptir (Tesfaye vd., 2002).

Sirke tiretimine dair akis semas1 Sekil 2.2°de verilmistir (Yetiman, 2012).
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SIRKE URETIM AKIS SEMASI
Hammadde temini
Yikama
Pargalama
Presleme
Fermantasyon
Filtreleme
Pastorizasyon

Dolum tanki

Siseleme ve paketleme

Sekil 2.2. Sirke tiretim akis semasi.

Geleneksel yontem olarak bilinen yavas yontemde basit, orleans (Fransiz usulii) ve
pastor (gelistirilmis orleans yontemi) yontemleri 6ne ¢ikmaktadir. Basit yontemde
bagcilar tarafindan uzun yillardan beri siiregelen bir yontemle fig1, tahta kap ve cam
damacana ile nar sirkesi iiretilmektedir. Zaman agisindan biraz uzun siirdiigii i¢in
dezavantajhidir fakat kalite olarak yiiksek bir avantaj saglamaktadir. Orleans
yonteminde 1se ©Ozel sirkelestirme kaplarindan (220-230 litrelik  figilar)
yararlanilmaktadir. Belirli delikler ile havalanma saglanmaktadir. Uretim ydntemi
basit yonteme benzemektedir. Son olarak pastor yontemi eskiden kullanilan fakat
giiniimiizde kullanimini yitirmis olan bir yontemdir. Teneke ve figilarin tist iiste
konumlanmasi ve birbirlerine baglanilarak bir akis hatti olusturulmasiyla elde edilir.
Nar sirkesinin en tist kaptan belirli bir akis ile alt kaba dogru akmasiyla sirke tiretimi
gerceklestirilmis olur (Bamforth ve Singleton, 2005; Nanda vd., 2001). Pastor
yonteminde kullanilan figilar Sekil 2.3’te verilmistir (URL-2). Geleneksel yontem olan
yavas yontem ile sirke iiretimi, alkol ile muamele edilmis pastorize sirkenin (%25-30
etil alkol) 6-8 hafta boyunca yaklasik 28-30°C sicaklikta olgunlastiriimasi ile elde
edilmesi seklindedir (Bamforth ve Singleton, 2005; Nanda vd., 2001).



Sekil 2.3. Pastor yonteminde kullanilan figilar.

Nar sirkesi iiretiminde seri iiretim yapilan fabrikalarin ¢gogunun tercih ettigi yontem
olan hizli (Alman) yontemi zaman ve kalite avantaji ile nitelikli {riinlerin
cikarilmasinda tercih edilen bir yontemdir. Sirke bakterilerinin genis bir alanda
muamele gormesini saglamak amaci ile biiylik figilar ile genis bir ylizey alani
saglanmistir. Yiizey alaninin bakterilerin tutunmasi amaci ile kayin odunu, mese,
koknar, selvi, cibre, ¢ali demeti, sdgiit, yonga, daneleri alinmis misir kogan1 parcalari
vb. malzemelerle kaplanarak 3 ila 7 giin araliginda sirke iretimi gergeklestirilmeye
calisilmaktadir. Asetik asetik bakterilerinin hava ile temast minimuma diistiriilerek
zaman agisindan avantaj saglanilmaktadir. Yiizey alanini genigletmek adina jenerator
tanklar1 kullanilmaktadir. Bu yiizden ayn1 zamanda bu yonteme jeneratdr yontemi de
denilmektedir. Jenerator yontemi, O. Hromatka ve H. Ebner tarafindan 1949 yilinda
gelistirilmis olup diger metotlarin aksine dolgu malzemesi olmadan asetik asit
bakterilerinin yiizey yerine maysede ¢ogalmasi ile sirke iiretiminin gergeklestigi bir

yontemdir (Bamforth ve Singleton, 2005; Nanda vd., 2001; Unal, 2007).

Derin kiiltiir yontemi ayn1 zamanda en ¢ok kullanilan yontem olarak 6ne ¢ikmaktadir.
Zaman agisindan 24-48 saat araliginda gelisme goOstermesi bu yoOntemin
avantajlarindandir. %12’den fazla asit liretimi bu metotla miimkiin olabilmektedir. Bu
durum daha hizli ve daha verimli bir kontinii sistem olarak sirke iiretiminde diger

metotlarin 6niine ge¢mistir (Akbas, 2008; Budak, 2010; Yetiman, 2012).



2.1.2 Nar sirkesi bilesimi ve ozellikleri

Nar; Punicaceae familyasina ait Punica granatum Linnaeus tiiriinde olan, tilkemizde
yaygin olarak tiretilen ve nar eksisi, nar suyu, nar sirkesi, nar ¢ekirdegi yagi gibi yan
tiriinleriyle son yillarda ¢ok 6ne ¢ikan bir meyvedir (Sarkhosh vd., 2006). Diinya
tizerinde nar tiretimi yaklagik 2 milyon ton olup ithalati ve ihracati yaygin olan bir
trtindiir (Yildiz Turgut ve Seydim, 2013). Hindistan, ABD, Afrika, Cin, Peru, Sili ve
Tiirkiye gibi tilkeler nar ihracatinda on plana ¢ikmaktadir. Nar taze meyve olarak
tiketildigi gibi, nardan meydana getirilen mamiillerin tiiketimi de yaygindir (Kurt ve
Sahin, 2013). Nar suyu, nar suyu konsantresi, nar sirkesi, nar sarabi, nar eksisi nardan
meydana getirilen tiriinlerden bazilaridir. Ayrica nar ¢i¢egi, nar kabugu, nar ¢ekirdegi
ve nar ¢ekirdegi yagi da terapétik etkileriyle bilinen yan triinlerdir (Gil vd., 2000).
Narn yenilebilir kismi 6nemli miktarda seker, vitamin, polisakkarit, fenolik bilesikler
ve mineral maddeler igermektedir. Nar meyvesi fizyolojik olarak; nar tanelerinden,
kabuktan ve tanelerin igerisinde yer alan ¢ekirdekten olusmaktadir. Yenilebilir
kisminda ise nar tanelerinin %20°lik kismin1 ¢ekirdek olusturmaktadir. Cekirdek kismi1
disinda kalan tanelerin %85°lik kismini su, %10 seker ve %]1.5 pektin, askorbik asit,
polifenolik flavonoidler olusturmaktadir (EI-Nemr vd., 2006). Nar meyvesinin
antioksidan kapasitesi diger meyvelerden (ayva %60.4, iiziim %26.6, elma %25.7 ve
armut %13.7) daha yiiksek olup %62.7 olarak belirlenmistir (Aviram vd., 2000).

Nar sirkesi igerisinde yer alan polifenoller, organik asitler ve mineraller sayesinde
antioksidan kapasitesi yiiksek gidalar arasinda yer almaktadir. Ayni1 zamanda nar
sirkesinin antibakteriyel, antihipertansif, antitlimor ve kan sekerini diizenleyen ¢esitli
terapotik etkileri vardir (Fadavi vd., 2005). Nar suyunun asetik asit bakterileri ile
fermante edilmesiyle olusan nar sirkesinde bazi biyoaktif maddeler artarken
bazilarinin azaldigi ve buna bagli olarak antioksidan kapasitesinde degisiklikler
meydana geldigi belirlenmistir (Kalaycioglu ve Erim, 2017). Narin fermante olmasiyla
birlikte toplam fenolik madde, antosiyanin, glukoz, fruktoz, malik asit, punikalajin
(tanen), elajik asit miktarlarimin azaldigi; gallik asit miktarin ise arttigi tespit
edilmistir (Kalaycioglu ve Erim, 2017). Narin asetik asit bakterileri ile fermante olmasi
ile iiretilen nar sirkesinin antioksidan aktivitesinde azalmalar olsa da besin degeri
kaybolmamaktadir. Ayrica diger meyve sirke/saraplarina gére daha giiclii antioksidan

ozellik gostermektedir (Ergin, 2019).
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Fermante bir iiriin olan sirke, yiiksek asitli gidalar arasinda degerlendirilmekte olup
nar sirkesinin asitligi 3.0-3.6 pH arasinda degismektedir (Oztiirk vd., 2015).
Gliniimiizde nar sirkesi yalnizca yemeklerde ve salatalarda degil aym1 zamanda
antioksidan su, mayonez, tursu, hardal, salga vb. gidalarin hazirlanmasinda da
kullanilmaktadir. Nar sirkesi, B1, B2 vitaminleri ile kalsiyum ve fosfor minerallerini
igeren gii¢lii bir antioksidan gida maddesidir (Akan, 2016). Sekil 2.4’te nar sirkesine
ait bir gorsel bulunmaktadir (URL-1).

Sekil 2.4. Nar sirkesi.

2.1.3 Nar sirkesinin insan saghgina olan etkileri

Nar sirkesinin antioksidan, antitiimor, antimutajenik ve antikarsinojenik 6zellikleri
nedeniyle insan saglhigina olan faydalari oldukg¢a fazladir (Samanidou vd., 2001).

Asagida verilen maddeler ile bu faydali etkiler belirtilmistir.

o Nar sirkesi B1, B2 vitaminleri, kalsiyum ve fosfor mineralleri ile polisakkarit
ve fenolik bilesikler bakimindan zengindir (Akan, 2016).

e Nar sirkesi diger sirkelere gore icerdigi fenolik maddeler nedeniyle antioksidan
kapasitesi diger sirkelere gore oldukga yiiksektir. Bu nedenle nar sirkesi
antienflamatuar ve antiaterosklerotik etkilidir (Balasundram vd., 2006).

e Sirke, kan sekeri seviyesini de olumlu yonde etkiledigi i¢in son yillarda
diyabetik hastalarin tedavisine yardimci olarak kullanilmaktadir. Sirkenin
antidiyabetik etkisinin arastirildigi bir calismada insiilin-direngli bireylerde

kan seker diizeyini plasebo degerlerine kiyasla %64 oraninda diistirdiigii
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belirlenmistir. Bununla birlikte %0.3 ve % 2 asetik asit ¢ozeltisinin tiiketiminin
diyabetli deneklerde aglik kan glukoz seviyelerini %34 oraninda diistirdiigii
tespit edilmistir (Johnston vd., 2004).

Sirkede bulunan fenolik maddelerin antioksidan, antitiimor, antimutajenik ve
antikarsinojenik  Ozellikleri bulunmaktadir. Sirkenin igerdigi fenolik
maddelerden salisilik asidin enfeksiyon onleyici etkisi nedeniyle antibakteriyel
etkisi de mevcuttur (Samanidou vd., 2001).

Sirke bagisiklik sistemini desteklemekte ve anti bakteriyel etki gdstermektedir
(Choi vd., 2015). Sirkenin gida kaynakli patojenler iizerinde -etkisinin
incelendigi bir ¢alismada Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Yersinia
enterocolitica, E. coli O157:H7, Salmonella typhimurium, Staphylococcus
aureus gibi mikroorganizmalari inhibe ettigi belirlenmistir (Hindi ve Chabuck,
2013; Sengiin vd., 2004). Sirkenin antimikrobiyal etkisinin arastirildigi bagka
bir ¢alismada ise en yiiksek antimikrobiyal etkinin Yersinia enterocolitica
tizerine oldugu goriilmistiir (Choi vd., 2015).

Sirkenin kardiyovaskiiler hastaliklar {izerinde koruyucu etkisi oldugu tespit
edilmistir (Johnston vd., 2004). Sirkenin kolesterol seviyesini diisiirdiigii, LDL
oksidasyonunu inhibe ettigi ve kardiyovaskiiler hastaliklar1 6nledigi
kanitlanmistir (Ademoglu vd., 2006).

Sirke yara ve egzamalarda tedavi edici Ozelligi yani sira soguk su ile
karistirtlarak atesli rahatsizliklarda ates diisiiriicti etkisi oldugu bilinmektedir
(Samanidou vd., 2001).

2.2 Saccharomyces boulardii

Saccharomyces boulardii probiyotik mayas1 Fransiz mikrobiyolog Henri Boulard

tarafindan 1920'de Hindigin'de bir kolera salgini sirasinda koleraya yakalanmayan bazi

insanlarin igtikleri 6zel bir caydan izole edilmistir. Tropik bir meyve olan li¢i ve mango

meyvesinin dis kabugundan yapilan bu caydan izole edilen mayaya bilim insani

Boulard tarafindan “Saccharomyces boulardii” adi verilmistir. Arastirma ve liretim

protokollerini baglatan Laboratories Biocodex tarafindan S. boulardii patenti 1947'de

satin alinmistir. Su anda bu probiyotik maya Avrupa, Kuzey ve Giiney Amerika, Orta

Dogu ve Asya'y1 kapsayan 80'den fazla iilkede kullanilmaktadir (McFarland, 2015).
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2.2.1 Taksonomi ve etki mekanizmasi

S. boulardii, Saccharomyces cinsinden olup S. cerevisiae tiirliniin bir alt tiirtidiir S.
cerevisiae suslar ile akrabalik gosterse de genetik ve metabolik Ozellikleri analiz
edildiginde farkli genetik bilesime ve enzim profillerine sahip oldugu ortaya
koyulmustur (Lazo-Velez vd., 2018). S. boulardii optimum gelisim sicakliginin 37 °C
olmasi, yiiksek asitlige direncli olmasi ve safra asitlerine toleransli olmasi bakimindan
fizyolojik ve metabolik olarak diger Saccharomyces tiirlerinden farklilik
gostermektedir. Diger S. cerevisiae suslar1 daha diisiik sicakliklarda (30-33°C) gelisme
gosterirken yiiksek asitli ortamda inhibe olma egilimindedir (Fietto vd., 2004). S.
boulardii'nin hiicre duvari diger mayalara gore daha kalin oldugu i¢in gastrointestinal
pH kosullarinda mide ve safra asidine kars1 direng gostererek gastrointestinal sisteme
tutunmakta ve yiiksek canlilik gostermektedir. S. boulardii diger bakteriyel
probiyotikler ile karsilastirildiginda antibiyotiklerden etkilenmemeleri, fizyolojik
olarak daha biiyiikk boyutlarda olmalar1 gibi bircok farklilik ortaya koyulmaktadir
(McFarland, 2010; Pennacchia vd., 2008).

S. boulardii, insanlara oral olarak verildiginde, gastrointestinal sistemde optimum
konsantrasyonuna 3 giin icinde ulasmakta ve ila¢ kesildikten sonra 3-5 giin icinde
gastrointestinal sistemden atilmaktadir. S. boulardii probiyotik mayasinin yedi farkl
etki mekanizmasi oldugu ve bunlarin sirasiyla antitoksin etki, antimikrobiyal aktivite,
bagirsak florasinin modiilasyonu, metabolik aktivite, enzimatik aktivite ve

antienflamatuar etki oldugu belirlenmistir (McFarland, 2010; Garcia-Vilela vd., 2008).

Antitoksin etkisi, S. boulardii’nin kolera toksinlerini, Clostridium difficile toksinlerini
ve E. coli endotoksinlerinin etkilerini azaltabilecegini ve hiicre yiizeyindeki reseptor
bolgelerini pargalayabilen bir proteaz iirettigi ¢alismalarla belirlenmistir. S. boulardii
tarafindan iiretilen Clostridium difficile toksin A ve B’yi dogrudan parcalayabilen 54
kDa’lik bir proteaz, kolera toksinlerini parcalayabilen 120 kDa’lik bir protein ve E.
coli endotoksinini yok eden 63 kDa’lik bir fosfataz bulunmustur (Buts vd., 2006;
Castagliuolo vd., 1996).

Antimikrobiyal aktivite, S. boulardiinin bagirsaktaki enterositler arasindaki siki

baglantilar1 koruyarak sivi kaybini (ishal) azalttig1 gdsterilmistir. Crohn hastalig1 olan
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hastalara S. boulardii (4 ay boyunca giinde 1.6 x 10° kob/mL) verildiginde bagirsak
gecirgenliginin azaldig1 belirlenmistir (Garcia-Vilela vd., 2008).

Bagirsak florasinin modiilasyonu, bir insanin bagirsak mikrobiyomunda 40.000'den
fazla bakteri tiirii tastyabilecegi calismalarla belirlenmistir. Normal mikroflora, besin
maddelerini veya baglanma yerlerini rekabet¢i bir sekilde dislayarak hareket edebilir,
bakteriyosinler iiretebilir veya patojenik bliylimeye zararli enzimler iiretebilir. Bu
koruyuculugu bozan faktorler 6rnegin antibiyotik kullanimi veya cerrahi miidahaleler
normal mikroflora yeniden olusana kadar konakg¢inin patojen kolonizasyonunda
duyarliligina neden olur. Antibiyotik maruziyetinden veya hastalik diizelmesinden
sonra normal mikrobiyotanin yeniden olusmasi yaklasik 6-8 hafta siirer. S.
boulardii'nin antibiyotik alan veya ameliyat olan hastalarda bozulan normal
mikrofloray1 diizeltmeye yardimci oldugu ayni zamanda daha kisa siirede normal
mikrobiyotaya doniigmesine yardimei oldugu da gosterilmistir (Dethlefsen vd., 2008;
McFarland, 2014).

Metabolik aktivite, S. boulardii'nin hastalik sirasinda baskilanan kisa zincirli yag
asitlerini artirabildigi gosterilmistir. Kisa zincirli yag asitleri, kalin bagirsaktaki
bakterilerin karbonhidrat ve lifleri fermente ederek iirettikleri biyoaktif molekiillerdir.
Gastrointestinal sistemle ilgili hastaliklarin (Ulseratif kolit, Crohn hastalig1, diyabet,

ishal) korunulmasinda ve 6nlenmesinde karsimiza ¢ikmaktadir (Girard vd., 2002).

Enzimatik aktivite, S. boulardii mayasinin iirettigi enzimler ve kisa zincirli yag asitleri
gibi bilesikler sayesinde faydali bagirsak florasinin ve bagirsak epitel hiicrelerinin
giiclenmesini saglamaktadir. S. boulardii mukoziti (ag1z ici yaralar) azaltabilir, siv1
tagima yollarini geri getirebilir, protein ve enerji liretimini uyarir veya enterositlerin
(ince bagirsak mukozasinin epitelinde bulunan ve emilimden sorumlu hiicreler)

olgunlagmasina yardime1 olan enzimleri aktiflestirebilir (Czerucka ve Rampal, 1999).

Bagisiklik mekanizmasi, S. boulardii ya bir bagisiklik uyaricisi olarak hareket ederek
ya da proinflamatuar yanitlar1 azaltarak bagisiklik yanitlarii diizenleyebilir.
Bagirsakta salgisal IgA diizeylerinde artisa neden olabilir. S. boulardii'nin Clostridium
difficile toksinleri A ve B'ye kars1 daha yiiksek serum IgG seviyeleri ile iliskili oldugu
da bulunmustur (Kyne vd., 2001).
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Antimikrobiyal etki mekanizmasi, S. boulardii bagirsak patojenlerine dogrudan veya
dolayli olarak miidahale etme yetenegine sahiptir. Bazi patojenlerin (Candida
albicans, Salmonella typhimurium, Yersinia enterocolitium, Aeromonas hemolysin

gibi) gelismesini dogrudan inhibe edebilir (Altwegg vd., 1995; McFarland, 2010).
2.2.2 8. boulardii’nin saghk iizerine etkileri

S. boulardii ¢ocuklarda ve yetiskinlerde diyare tedavisinde kullanilmakta olup
Clostridium difficile, rota virlis ya da antibiyotige bagli akut ve kronik diyare
tedavisinde basarili sonuglar vermistir (McFarland, 2017). S. boulardii’nin diyare
lizerine etkisinin arastirildig1 bir ¢alismada ishal baslangicinda 1.2x10! kob/g tek doz
alindiginda ishali azalttig, 5 giin giinde iki kez 1.2 x10%° kob/g alimda ise 6nemli
oOl¢iide ishali azalttig1 ve tekrarlayan tedavilerde ise daha giiglii bir koruma sagladig:
bildirilmistir (Girard vd., 2003). S. boulardii’nin turist ishali ve ¢ocuklarda goriilen
akut gastroenterit ile Clostridium difficile, Vibrio cholerae ve diger patojenik
enterobakterilerin neden oldugu kronik ishal tedavisindeki etkileri ortaya koyulmustur

(Czerucka vd., 2007; Ryan vd., 2011).

S. boulardii takviyesinin Helicobacter pylori tedavisinin yan etkilerinden olan kusma

ve diyareyi azalttigi ve H. pylori bakteri inhibisyonunu ise hizlandirdigi gortilmiistiir

(McFarland, 2017).

S. boulardii'nin ilseratif kolit hastaliginin 6nlenmesinde ve Crohn hastaliginin
(sindirim kanalinda 6zellikle ince bagirsagin son kisminda goriilen iltihabi bir hastalik)
tedavisinde etkili olabilecegi bildirilmistir (Guslandi vd., 2000). Ayrica huzursuz
bagirsak sendromu (IBS), tedavisinde de etkileri ortaya koyulmustur (Czerucka vd.,
2007; Ryan vd., 2011).

2.2.3 Fermante gidalarda S. boulardii kullanim

S. boulardii yaygin olarak klinik ¢alismalarda preparat olarak kullanilmakta olup
gidalar yoluyla viicuda alinmas1 konusunda az sayida literatiir bilgisi mevcuttur. Son
yillarda saglik iizerine olumlu etkileri olan yeni {riinler gelistirmek amaciyla
probiyotikler gidalara daha fazla eklenmektedir. S. boulardii siit tiriinleri (yogurt,

peynir alt1 suyu, dondurma), tahil bazl {irlinler (bira, boza, misir gevregi), meyve
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sular1 (kaju suyu, havu¢ suyu, elma suyu vb.) ve diger gidalar1 kapsayan (gikolata,

kahve ve cay) ¢ok cesitli gida gruplarina dahil edilmistir (Chan ve Liu, 2022).

Probiyotik gidalarda S. boulardii kullaniminin giin gegtikge artis gostermesinin temel
nedeni, bu mayanin bazi gida matrislerinde probiyotik bakterilere kiyasla {istiin
teknolojik 6zellikler sunmasidir. Bu 6zellikler arasinda asit direnci, antibiyotiklerden
etkilenmemesi, gida bilesenleriyle etkilesiminin sinirli olmasi ve gastrointestinal kanal
gecisinde canliligini korumasi basta gelmektedir. Ornegin kahve ve ¢aya eklenen S.
boulardii mayasinin canliligini (6-7 log kob/mL) Lactobacillus spp. bakterilerine gore
en az birka¢ ay daha uzun siire koruyabildigi belirlenmistir (Wang vd., 2022). Bu
nedenle tez ¢alismasinda nar sirkesine S. boulardii probiyotik mayasi eklenerek yeni

bir fonksiyonel gida olarak probiyotik nar sirkesi iiretilmi gerceklestirilmistir.

S. boulardii’nin meyve bazli fermante gidalarda kullanimina dair literatiir bilgileri su

sekildedir:

Santana vd. (2020) tarafindan yapilan bir ¢alismada, S. boulardii mayas1 ve farkli
tatlandiricilar kaju suyuna ilave edilmis ve kaju suyunun 7 °C’de 28 giin boyunca pH,
titrasyon asitligi ve probiyotik 6zellikleri belirlenmistir. Baslangigta 10® kob/mL S.
boulardii ilave edilmis Kaju suyunun 28. giin sonunda maya sayisi 8.24 log kob/mL
olarak belirlenmistir. Bu ¢alisma ile S. boulardii mayasinin asitli bir meyve igeceginde
28 giin boyunca canliligin1 koruyabildigi goriilmektedir. pH degeri ise ilk giin kontrol
ve S. boulardii mayali 6rneklerde sirasiyla 3.24 pH ve 3.26 pH iken 28. giin sonunda
3.68 pH ve 3.59 pH bulunmustur. Kaju suyunda S. boulardii maya ilavesi sonucunda
asitlik artis1 goriilmemistir. Titre edilir asitlik degeri kontrol 6rneginde 1.95 g/100 mL
laktik asit olup 28 giin i¢inde degismemistir. S. boulardii mayali 6rneklerde ise 0. giin
2.04 g/100 mL laktik asit iken 28. giin sonunda asitligin 1.95 g/100 mL laktik asit

degerine diistiigii bulunmustur.

S. boulardii kullanilarak fermante edilmis karpuz, kirmizi pancar ve siyah havug
suyunun 20°C’de 16 giin boyunca depolandig1 bir ¢alismada fermante {iriiniin pH,
titrasyon asitligi ve S. boulardii canliligi arastirilmistir. S. boulardii mayasi ilave
edilen karpuz, kirmiz1 pancar ve siyah havug suyu i¢in pH degerleri ilk giin sirasiyla
4.27 pH, 4.80 pH ve 5.6 pH iken depolamanin 16. giinii sonunda 3.35 pH, 3.20 pH ve

3.41 pH olarak bulunmustur. Depolamanin 16. giinii sonunda sirasiyla toplam asitlik
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miktart karpuz, kirmizi pancar ve siyah havug suyu i¢in ilk giin sirasiyla %0.01 laktik
asit, 90.03 laktik asit ve %0.47 laktik asit miktarinda iken, depolamanin 16. giinii
sonunda sirastyla %0.46 laktik asit, %0.47 laktik asit ve %0.90 laktik asit olarak tespit
edilmistir. Baslangigta karpuz, kirmizi pancar ve siyah havug sularina 108-10° kob/mL
S. boulardii ilave edilmis olup depolamanin 1. giiniin sonunda S. boulardii sayist
sirasiyla 7.90 - 8.76 - 8.98 log kob/mL olarak belirlenmistir. Depolamanin 16. giinii
sonunda sirastyla S.boulardii sayis1 7.78 - 8.30 - 8.65 log kob/mL olarak belirlenmistir.
Fermante karpuz, kirmiz1 pancar, siyah havug¢ suyularinda 16 giin depolama siiresi
sonunda asitligin artisiyla beraber S. boulardii sayisinda sirasiyla 0.12 log, 0.46 log ve
0.33 log birimlik bir azalma oldugu belirlenmistir. Fermante {iriinlerin asitlik
miktarindaki degisim ¢ok yiiksek olmadigi i¢in S. boulardii sayisinda da 6nemli bir

degisim olmamistir (Degirmencioglu vd., 2016).

Sivudu vd. (2016), domates ve havug sularina S. boulardii ilave etmis ve 6 hafta
boyunca depolanan bu probiyotik igeceklerdeki S. boulardii sayisini belirlemistir. Bu
amagcla 63 °C'de 20 dakika pastorize edilen probiyotik 6rneklere S. boulardii inokiile
edilmis ve ardindan 37 °C'de 72 saat inkiibe edilmistir. Arastirmada domates ve havug
suyuna enkapsiile edilmis ve serbest Saccharomyces boulardii ilave edilmis ve 4°C’de
6 hafta siiresince depolanan iiriinlerdeki hiicrelerin canliliklar1 belirlenmistir. Domates
suyunda serbest hiicre formundaki S. boulardii sayisi baglangicta 3.8x10° kob/mL iken
depolamanin 5. haftasinin sonunda 4x10° kob/mL olarak belirlenmistir. Enkapsiile
edilmis S. boulardii ilaveli domates suyunda ise S. boulardii sayis1 baslangicta 3.8x10°
kob/mL iken depolamanin 6. haftasinin sonunda 4x10° kob/mL olarak belirlenmistir.
Havug suyunda serbest hiicre formundaki S. boulardii sayis1 baslangicta 3.8x10°
kob/mL iken depolamanin 5. haftasinin sonunda 4x10° kob/mL olarak belirlenmistir.
Enkapsiile edilmis S. boulardii ilaveli havu¢ suyunda ise S. boulardii sayisi
depolamani 6. haftasinin sonunda 3x10° kob/mL belirlenmistir. Depolama siiresi
sonunda fermante domates ve havug sularindaki S. boulardii sayisinda yaklasik 1 log
birimlik azalma tespit edilmis olup bu degisim S. boulardii ilave edilis seklinden

(serbest hiicre ve mikroenkapsilasyon) bagimsiz olarak gergeklesmistir.

Organik ya da endiistriyel yontemlerle elde edilmis elmanin S. boulardii mayas: ile
fermante edildigi bir ¢alismada, baslangi¢ canli hiicre sayis1 8.7 log kob/g iken 27.5

°C’de 14 saat inkiibasyon sonunda organik ve endiistriyel elma pulplari igin S.
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boulardii sayis1 sirasiyla 8.27 log kob/ mL ve 8.25 log kob/ mL olarak bulunmustur.
Calisma sonuglarina gore, fermante elma pulpundaki S. boulardii sayisinda baslangica
gore 0.43-0.45 log birimlik bir azalma oldugu ancak bu azalmanin hammaddenin

organik ya da endiistriyel olmasi ile bir iliskisinin olmadig1 anlasilmistir (Farinazzo

vd., 2020).

Yesil ¢caya Saccharomyces boulardii CNCM 1-745 ve Lactiplantibacillus plantarum
299V probiyotik mikroorganizmalarinin ilave edilerek 25 °C'de 85 giin boyunca
depolandig: bir ¢alismada, yesil ¢aydaki baslangi¢ S. boulardii sayis1 6 log kob/ mL
olup depolamanin 85. giinlin sonunda 8 log kob/mL olarak belirlenmistir. S.
boulardii hiicresi sayis1 depolamanin ilk giinii iginde 2 log kob/mL artmis ve sonraki
85 giin boyunca degismemistir. Lactobacillus plantarum sayist depolamanin 1.
giinlinde 8 log kob /mL iken 3. giiniinde 2.5 log kob /mL'lik bir artig elde edilmis olup
17. gliniin sonundan itibaren keskin bir diisiis gostermis ve 31. giin sonunda bakteri
olimi gergeklesmistir. Lactobacillus plantarum ile S. boulardii kiiltiirleri birlikte
kullanildiginda ise mikroorganizma sayist depolamanin 85. giinii sonuna kadar
yaklasik 7 log kob/mL olarak tespit edilmistir. Bu aragtirmadan elde edilen sonuglara
gore yesil ¢cayin probiyotiklerle fermantasyonunu sonucunda yeni bir fonksiyonel gida
elde edildigi ve LAB'nin S. boulardii mayasi tarafindan korundugu anlasilmistir
(Wang vd., 2022).

Uziimsii meyvelerden elde edilen meyve suyuna enkapsiile edilmis (aljinat, ksantan
gum ve iniilin) S. boulardii mayasinin ilave edildigi ve 4 °C'de 4 hafta boyunca
depolandig1 bir ¢alismada, serbest hiicre formundaki S. boulardii nin hiicre sayisi
depolamanin 24. saatinin sonunda 6.98 log kob/mL iken 1. haftanin sonunda 5.98 log
kob/mL, 2. haftanin sonunda 4 log kob/mL ve 4. haftanin sonunda S. boulardii mayas1
inhibe olmustur. Serbest hiicre formundaki S. boulardii depolamanin 2. haftasina kadar
kademeli olarak bir diisiis gostermis ve 4. haftanin sonunda canliligini yitirmistir.
Enkapsiile formdaki S. boulardii nin hiicre sayis1 depolamanin 24. saatinin sonunda
7.59 log kob/mL iken depolamanin 4. haftasinin sonunda 7 log kob/mL canlilik
gdstermistir. Uziimsii meyvelerden elde edilen meyve suyuna S. boulardii mayasinin
enkapsiile edilerek ilave edilmesi, serbest formda ilave edilmesine kiyasla biiyiik
oranda bagar1 gostermistir. Bu ¢alisma probiyotik fonksiyonel bir i¢cecek iiretiminde

mikroenkapsiilasyon tekniginin etkinligini ortaya koymustur (Fratianni vd., 2014).
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Elma parcalarina aljinat matriksi ile enkapsiile edilmis S. boulardii mayasinin ilave
edilerek 4 °C'de 77 giin boyunca depolandigi bir ¢alismada, baslangigtaki S. boulardii
sayis1 7.84 log kob/mL olup depolamanin 56. giiniinde 7.58 log kob/mL ve 77. giinde
ise 7.88 log kob/mL olarak belirlenmistir. Depolamanin baslangi¢ ve son giinii
arasinda S. boulardii sayisinda 6nemli bir degisim gézlemlenmemistir. Bu ¢alisma ile
S. boulardii mayasmin aljinat ile enkapsiile edildiginde elma pargalarinda 77 giin
boyunca canliligmi koruyabildigi ve bdylece probiyotik elma pargalarinin

uiretilebildigi tespit edilmistir (Gallo vd., 2014).

Siite %4 (v/v) oraninda kivi suyu ile S. boulardii, Lactobacillus plantarum RS,
Lactobacillus casei LCS ve Lactobacillus fermentum kiiltiirleri eklenerek 37 °C'de 12
saat fermante edildigi bir calismada, S. boulardii igeren siitte kivi suyunun laktik asit
ve asetik asit liretimini tesvik ettigi belirlenmistir. Kivi suyu icermeyen S. boulardii
ilaveli slitte ise laktik ve asetik asit miktarinda fermantasyonun 10. saatine kadar artis
goriilmiis ancak sonrasinda azalma oldugu tespit edilmistir. Siitteki laktik asit
bakterileri asit Uretimini olumlu yonde etkilemekle beraber fermantasyonun 6.

saatinden itibaren asit {iretiminde azalmalara neden olmustur (Mousa vd., 2019).

S. boulardii mayas: ile probiyotik bira iiretimi {izerine olan bir ¢aligmada farkli
konsantrasyonlarda serbetci otu (10, 20 ve 40 g) kullanilarak tiretilen biranin 20 °C'de
28 giin boyunca depolanmasi sonucunda S. boulardii sayisi belirlenmistir. Calismanin
sonucunda, eklenen serbet¢i otu miktar arttikga S. boulardii sayisinda azalma oldugu
tespit edilmistir. Ancak son iriinde S. boulardii sayis1 6 log kob/mL iizerinde oldugu

i¢in Uretilen biranin probiyotik nitelikte oldugu belirtilmistir (Emirleroglu, 2021).

Sodyum aljinat matriksi ile enkapsiile S. boulardii probiyotik mayasi ve kefir starteri
ile tiretilen ve 4°C'de 28 giin boyunca depolanan kefirin bazi 6zelliklerinin belirlendigi
bir ¢aligmada, baslangi¢ S. boulardii sayis1t 9 log kob/mL iken depolamanin 28.
giiniinde 8.55 log kob/mL olarak belirlenmistir. Kefire S. boulardii maya ilavesi
sonucunda asitlik artis1 goriilmemistir. Kefire eklenen mikroenkapsiile S. boulardii
sayisinin depolamanin 28. giiniinde 6 log kob/mL iizerinde olmasi nedeniyle S.

boulardii mayasmin kefire ekstra probiyotik 6zellik kazandirabilecegi anlagilmigtir

(Kalkan, 2019).
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Fu vd. (2022) ise S. boulardii 'nin farkli zayif asitlere (laktik asit, asetik asit, biitirik
asit) kars1 toleranslarini aragtirmiglardir. Bu ¢aligmada S. boulardii mayasi logaritmik
fazda iken 10 mL alinarak santriifiij edilmis ve Kontrol 6rnegi (Yeast Extract Peptone
Dextrose-YPD Besiyeri), %0.5, %1, %2 asetik asit, %0.5, %1, %2 laktik asit, %0.5,
%1, %?2 biitirik asit iceren YPD besiyerine ilave edilmistir. Elde edilen toplam 10
fermantasyon sivisi 2 saat ara ile analize alinip canli maya sayilar1 kontrol edilmistir.
Inkiibasyonun 16. saati sonunda zayif asit kosullarina maruz kalmayan kontrol
orneginde S. boulardii sayist 1.83x10® kob/mL iken 9%0.5 asetik asitli ortam
kosullarinda 1.77x10® kob/mL canlilik gostermis olup %1 ve %2 asetik asitli ortamda
S. boulardii inhibe olmustur. YPD besiyeri ortaminda asetik asidin S. boulardii
mayasinin canliligina etkisi %1 asetik asit konsantrasyonundan itibaren kritik oldugu
goriilmektedir. Ancak mikroorganizmalarin dogal ortamlar1 olan gidalarda farkli
davraniglar sergiledigi bilinmektedir. Bu nedenle sirke gibi yiiksek asitli bir gidada S.
boulardii mayasinin ne kadar siire canli kalacagi heniiz bilinmemektedir. Bu nedenle
bu ¢alismada S. boulardii mayasinin asitlige direngli bir polimer kombinasyonu ile
enkapsiilasyonu yapilarak sirke ortaminda daha wuzun siire canli kalmasi

hedeflenmektedir.
2.3 Mikroenkapsiilasyon

Probiyotik mikroorganizmalarin gida isleme, muhafaza ve gastrointestinal sisteme
ulasma  basamaklarinda  canliliklarim1  siirdiirebilmelerini  saglamak  icin
mikroenkapsiilasyon (Mek) teknigi uygulanmaktadir. Mikroenkapsiilasyon yontemi
ile probiyotik bakterilere yiiksek asitlik gibi olumsuz ¢evre kosullarina kars1 koruyucu
bir fiziksel bariyer olusturur. Enkapsiilasyon iizerine yapilan ¢calismalar incelendiginde
probiyotiklerin stabilitesini gelistirmek i¢in en yaygimn kullanilan polimerin aljinat

oldugu goriilmektedir (Ding ve Shah, 2008).

Laktik asit bakterileri, piyasada bulunan yogurt, peynir ve kefir gibi fermante siit
tirtinlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (De Prisco ve Mauriello, 2016). Ancak
son zamanlarda mikrokapsiilleme tekniklerinin yayginlasmasiyla probiyotiklerin
meyve suyu, tahil bazli iriinler, ¢ikolata firiinleri ve Kkurabiyelerde basariyla
kullanilmast miimkiin olmustur. Probiyotiklerin meyve sularia ve tahil iirlinlerine
ilavesi iirtin matrisiyle etkilesim, yiiksek asitlik ve 1s1l islem vb. nedenlerle gercek bir

zorluk olustumaktadir. Probiyotik meyve sularinin formiile edilmesi, probiyotik
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mikroorganizmalarin gelismesini ve stabilitesini kisitlayan 3-4.5 pH gibi diisiikk pH
nedeniyle siit iiriinlerinden daha karmasiktir (Krasaekoopt vd., 2004). Bu sorunun
giderilmesine yoOnelik yapilan ¢alismalarda probiyotik mikroorganizmalarin aljinat-
kitosan polimerleri ile enkapsiile edilerek yliksek asitli gidalara (nar suyu, elma suyu,
havug suyu vb.) ilave edildigi goriilmektedir (Nualkaekul vd., 2012; Nazzaro vd.,
2008; Gandomi vd., 2016).

Nualkaekul vd. (2012) tarafindan yapilan bir ¢alismada kaplanmamuis, tek ve ¢ift
kitosan kapli aljinat boncuklarmin Lactobacillus plantarum susunun simiile mide
soliisyonunda (pH 1.5) ve yiiksek asitli bir meyve suyu olan nar suyunda (pH 3.21)
hayatta kalmasina olan etkisi belirlenmistir. Arastirmada L. plantarum susu 37 °C'de
4 saat simiile mide soliisyonunda (pH 1.5) serbest hiicre (SH), tek tabaka (ALG) tek
tabaka (ALG-CTYS) aljinat ve kitosan ve ¢ift tabaka (ALG-CTS-ALG-CTYS) aljinat ve
kitosan kapli mikro boncuklar1 halinde bekletilmis ve bakteri canliligi belirlenmistir.
Calisma sonucunda simiile mide soliisyonunda L. plantarum sayisi baslangigta 8.3 log
kob/mL iken 1. saatin sonunda SH, ALG, ALG-CTS, ALG-CTS-ALG-CTS i¢in
sirasiyla 6.3;3.8;7.1 log kob/mL olup 4. saatin sonunda ise sirasiyla 4.0;7.1;5.2 log
kob/mL olarak belirlenmistir. Mide soliisyonunun (pH 1.5) pH derecesi dordiincii
saatin sonunda SH, ALG-CTS, ALG-CTS-ALG-CTS igin sirasiyla 1.58 pH, 1.68 pH
ve 1.78 pH olarak 6l¢iilmiistiir. Calismanin ikinci asamasinda nar suyuna (3.21pH)
baslangigta 8.6 log kob/mL olarak eklenen L. plantarum sayisi 4 °C'de 6 hafta
depolama siiresi boyunca takip edilmistir. Calisma sonucunda, SH ve ALG
oreneklerinde depolamanin dordiincii haftasinda L. plantarum inhibe olurken
depolamanin altinci haftas1 sonunda ALG-CTS ve ALG-CTS-ALG-CTS 6rneklerinde
ise sirastyla 5.7 ve 6.6 log kob/mL olarak belirlenmistir. Ayn1 6rneklerin pH Sonuglari
incelendiginde ise; ALG 0rnegi i¢in depolamanin dordiincii haftast sonunda 3.19 pH
iken ALG-CTS ve ALG-CTS-ALG-CTS orneklerinde 3.45 pH ve 3.63 pH oldugu
belirlenmistir. Genel olarak bu g¢alisma, ¢ok katmanli kitosan kaplamanin aljinat
polimeri tarafindan saglanan korumayi arttirdigini ve nar suyu gibi oldukga asidik bir
gidada probiyotik hiicrelerin hayatta kalma sansini arttirmak i¢in uygulanabilecek bir
yontem oldugunu gostermistir. Tek ve cift kaplamali boncuklarin daha yiiksek
koruyucu etkisi, biiyiik olasilikla olusan kalin aljinat-kitosan ve aljinat-kitosan-aljinat-
kitosan zarlarindan kaynaklanmaktadir. Bununla birlikte boncuklarin sertlik, boyut ve

stabilite gibi fiziksel 6zellikleri, tirliniin organoleptik 6zelliklerini etkilemektedir.
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Nazzaro vd. (2008) tarafindan yapilan farkl bir calismada ise havug suyuna (5.79 pH)
eklenen aljinat-iniilin-ksantan sakizi ile enkapsiile edilen Lactobacillus acidophilus
probiyotiginin 4°C'de 8 hafta depolama siiresi boyunca canlilig1 belirlenmistir.
Kapsiilleme islemi fermantasyon ve depolama asamalarinda hiicre canliligini 6nemli
Ol¢iide artirmigtir. Havug suyunda L. acidophilus sayis1 serbest hiicre ve enkapsiile
edilmis form icin sirastyla baslangigta 1.2x107 kob/mL ve 1.3x107 kob/mL iken
depolamanin sekizinci haftas1 sonunda 2.08x108 kob/mL ve 4.35x10° kob/mL olarak
olarak tespit edilmistri. Ayn1 havug suyu 6rneklerinin pH degerleri ise serbest hiicre
ve enkapsiile edilmis form igin sirasiyla baglangigta 5.79 pH ve 5.68 pH iken
depolamanin sekizinci haftasi sonunda 3.37 pH ve 3.74 pH olarak belirlenmistir. Bu
calisma sonucunda da kapsiilleme islemi probiyotik bakteri canliligini ve aktivitesini
korumustur. Ayrica bu ¢alisma ile, mikroenkapsiilasyonda kullanilan polimer
kombinasyonlarina prebiyotik bir bilesen olarak iniilinin eklenmesinin gidanin

fonksiyonel ozelliklerini gelistirebilidigi anlasilmistir.

Elma suyuna (3.82 pH) Lactobacillus rhamnosus GG probiyotik susunun aljinat ve
kitosan ile enkapsiile formu ilave edilerek 4 ve 25°C'de 90 giin depolandigi bir
calismada baslangigta %95 olsan Lactobacillus rhamnosus GG bakteri canliligi
depolama sonunda serbest hiicre ve kapsiillenmis hiicre i¢in sirasiyla %15 ve %79
oldugu belirlenmistir. Ayn1 Orneklere iniilin ilave edildigi zaman Lactobacillus
rhamnosus GG canliliginda serbest hiicrede %5 artis olurken enkapsiile formda ise %1
oraninda artis oldugu ve bu farkin 6nemli (p<0.05) oldugu anlasilmistir. Depolama
sirasinda probiyotik canli sayist bir probiyotik iiriin icin gerekli olan seviyeyi (10°
kob/mL) gegmistir. ElIma suyu orneklerinin 4 °C'de 90 giin depolama sonunda pH
degeri serbest hiicre i¢in 3.46 pH ve enkapsiile form i¢in 3.37 pH 'ya diismiis ve olusan
farkin 6nemli (p<0.05) oldugu saptanmistir. Bu arastirmanin sonuglarina gore
probiyotik bakteri enkapsiilasyonunun herhangi bir olumsuz organoleptik etki
Olusturmadan hem elma suyunun depolanmasi sirasinda hem de gastrointestinal
kanalda bakteri sagkalimini iyilestirmek igin etkili bir yontem oldugu anlagilmistir
(Gandomi vd., 2016).

Krasaekoopt vd. (2004) tarafindan yapilan bir caligmada, yogurt ve portakal suyuna
aljinat ve kitosan polimerleriyle mikrokapsiile edilmis Lactobacillus acidophilus 5 ve

Lactobacillus casei 01 suslari ilave edilmis ve 4 °C’de dort hafta siireyle depolanmustir.
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Kitosan ile kaplanmig aljinat mikroenkapsiillerine iniilin ve galaktooligosakkarit
(GOS) %0, 0.5, 1.0 ve 1.5 oraninda eklenmis ve bu prebiyotiklerin probiyotiklerin
hayatta kalmasina etkisi arastirilmistir. L. acidophilus 5 ve L. casei 01 sayisinda, %1.5
GOS igeren yogurt 6rneklerinde GOS igermeyen 6rneklere gore sirasiyla 1.1 ve 0.4
log kob/mL kadar artis oldugu tespit edilmis olup portakal suyunda da sirasiyla 0.5 ve
0.4 log kob/mL kadar kadar artig oldugu tespit edilmistir. Probiyotik bakteri say1si, her
iki tiriinde de depolama boyunca 6nerilen terapotik miktarin (7 log kob/g) tizerinde
oldugu tespit edilmistir. Mikrokapsiilasyonda GOS (%0.3) varlig1 simiile mide
stvisinda (pH 1.55) sirastyla L. acidophilus 5 ve L. casei 01 i¢in 3.1 ve 2.9 log azalma

ile en iyi korumay1 saglamistir.

Literatiirde yiiksek asitli gidalara ilave edilen probiyotik mikroorganizmalarin

mikroenkapsiilasyonu iizerine yapilmis ¢caligmalar Cizelge 2.1°de verilmistir.
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Cizelge 2.1. Yiiksek asitli gidalarda probiyotik mikroorganizmalarin enkapsiilasyonu

lizerine yapilmis ¢alismalar.

Gida Enkapsiile Kapsiilasyon | Enkapsiilasyon Polimer Kaynak
Maddesi | Mikroorganizma Teknigi Polimeri Oranlari
Lactobacillus Ekstriizyon Aljinat/Kitosan | %3 Sodyum | (Nualkaekul
Nar Suyu plantarum Aljinat, vd., 2012)
(pH 3.21) NCIMB 8826 %4 Kitosan
Havug Lactobacillus Ekstriizyon Aljinat/Iniilin/ | %2 Sodyum | (Nazzaro vd.,
Suyu (pH acidophilus Ksantan Sakizi Aljinat, 2008)
5.79) DSM 20079 %] Iniilin,
%0.15
Ksantan
Sakiz1
Elma Suyu | Lactobacillus Ekstriizyon Aljinat/Kitosan | %2 Sodyum | (Gandomi vd.,
(pH 3.82) | rhamnosus GG Aljinat, 2016)
%4 Kitosan
Meyve Saccharomyces Ekstriizyon Aljinat/Iniilin/ | %2 Sodyum | (Fratianni vd.,
Suyu cerevisiae var. Ksantan Sakiz1 Aljinat, 2014)
boulardii %] Iniilin,
%0.15
Ksantan
Sakizi
Meyve Lactobacillus Ekstriizyon Aljinat/Kitosan | %2 Sodyum | (Krasaeckoopt
Suyu ve acidophilus La Galaktooligosak Aljinat, ve
Yogurt 5-Lactobacillus karit (GOS)/ %] Iniilin, | Watcharapoka,
casei Lc 01 Iniilin %4 Kitosan 2014)
Elma Saccharomyces Ekstriizyon Aljinat %2 Aljinat (Gallo vd.,
Pargalar1 cerevisiae var. 2014)
boulardii
Kizileik Lactobacillus Ekstriizyon Peynir Alt1 Suyu %1 WPI, (Doherty vd.,
Suyu (pH | rhamnosus GG Proteini (WPI), %1 Elma 2012)
2.46) ve Elma Pektini, Pektini,
Nar Suyu Aljinat, %1 Aljinat,
(pH 2.61) k-karragenan, %1 K-KC,
i-karragenan, %1 1-KC,
Iniilin %]1 Iniilin
Dut Suyu Lactobacillus Ekstriizyon Aljinat, %2 Aljinat (Chaikham,
casei 01, Tayland Bitkisel | %2 Tayland 2015)
Lactobacillus Ozleri Karisimi Bitkisel
acidophilus Ozleri
LAS, Karigimi
Bifidobacterium
lactis Bb-12
Kavun Lactobacillus Ekstriizyon Aljinat, %2 Aljinat (Chaikham,
Suyu casei 01, Tayland Bitkisel | %2 Tayland 2015)
Lactobacillus Ozleri Karigimi Bitkisel
acidophilus Ozleri
LAS, Karigimi
Bifidobacterium

lactis Bb-12
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2.3.1 Mikroenkapsiilasyon yontemleri

Mikrokapsiilleme  teknolojisi, dogal igeriklere 6zel faydali  Ozellikler
kazandirabilmekte ve gida endiistrisinde birgok farkli amag i¢in kullanilabilmektedir.

Bu amaglar su sekildedir:

e Kaplanan maddeyi dis etkenlere (nem, sicaklik, hava ve 1sik gibi) karsi
korumak

e Depolama sirasinda tat ve koku kaybini 6nlemek

o Fiziksel 6zelliklerinin daha iyi korunmasi

e Kaplanmis malzemeler arasinda olusabilecek istenmeyen etkilesimleri ve olasi
oksidasyonu 6nlemek

e Probiyotik mikroorganizmalarin etrafinda fiziksel bir bariyer olusturarak

olumsuz ¢evre kosullarina karsi canliligi korumak olarak ifade edilebilir (Desai

ve Park, 2005).

Mikroenkapsiilasyon yonteminin belirlenmesi kadar kaplama yapilacak olan materyal
de oldukca 6nemlidir. Kaplanacak materyal tiirii karbonhidratlar, gamlar, lipidler,
seliilozlar veya protein sinifindan olmaktadir (Peker ve Arslan, 2011). Cizelge 2.2°de
mikroenkapsiilasyon teknolojisinde kullanilan kaplama materyalleri, uygulama

yontem ve uygulama alanlar1 verilmistir (Peker ve Arslan, 2011).

Cizelge 2.2. Mikroenkapsiilasyon teknolojisinde kullanilan kaplama materyalleri,
uygulama yontem ve alanlari.

Mikroenkapsiilasyon
Kategori Kaplama Materyali Yontemi Uygulama Alam
Dondurarak Aroma
Nisasta, Maltodekstrin, Misir kurutma, bilesenleri,
surubu tozu, Modifiye nisasta, Ekstriizyon yontemi, Yaglar,
Karbonhidrat Siklodekstrin, Kitosan Koaservasyon yontemi Probiyotikler
Karboksi metil seliiloz, Tatlandiricilar,
Metil seliiloz, Etil seliiloz, Koaservasyon yontemi, Lezzet vericiler,
Seliiloz Seliiloz asetat-biitilat-fitalat Puskiirterek kurutma Vitaminler
Gam akasya, Agar, Sodyum Yaglar,
Gamlar aljinat, Karregenan Puskiirterek kurutma Probiyotikler
Emiilsiyon, Lipozom, Vitaminler,
Lipidler Vaks, Parafin, Diagilgliserol Film olusturma Enzimler
Probiyotik
Gluten, Kazein, Jelatin, Emiilsiyon, bakteriler,
Protein Albiimin, Peptitler Puskiirterek kurutma Balik yag1




Piiskiirterek kurutma yontemi, 1950°1i yillardan beri uygulana gelen bir kurutma iglemi
prosesi olmakla birlikte kaplamasi yapilacak olan materyalin polimer bir matriks
icinde kalmasi seklinde uygulanan bir mikroenkapsiilasyon teknigi olarak kabul
edilmektedir (Gharsalloui vd., 2007). Uygulanacak olan proses ii¢ asamadan
olugmaktadir. Polimer maddenin emiilsiyonunun hazirlanmasi ve kaplanacak materyal
ile  homojenizasyonunun ardindan homojen kitlenin kurutma hiicresindeki
atomizasyonu ile proses son bulmaktadir. Kurutma isleminde tasiyici gaz olarak

oksijen veya azot gazi tercih edilmektedir (Kinik vd., 2003).

Dondurarak kurutma yontemi, iiriinlin dondurulmasi ve siiblimasyon yoluyla buz
kristallerinin iirlinden uzaklastirilmast esasina dayanir. Dondurarak kurutma iki
asamada gergeklesir. Dondurma, gidanin i¢indeki suyun hizli dondurma veya derin
dondurma yoluyla buz kristallerine dontstiiriildiigii bir islemdir. Ana kurutma,
stiblimlesme yoluyla buz kristallerinin iirtinden uzaklastirilmasidir, ikinci kurutma ise
gidadaki bagli suyun uzaklastirilmasidir. Dondurma yonteminin avantajlar1 arasinda;
aroma kaybinin olduk¢a az olusu, elde edilen {irliniin geri kazanim 6zelliklerinin ¢ok
Iyi olmasi ve gidadaki ¢oziinmiis maddelerin hareketinden kaynaklanan kayiplarin
minimum olmasi yer almaktadir. Ancak bu yontemin yiiksek maliyet ve uzun islem

sliresi gibi dezavantajlar1 da bulunmaktadir (Peker ve Arslan, 2011).

Koaservasyon yontemi, kaplama malzemesinin sivi fazinin polimer ¢6zeltisinden
ayrilmasini ve bu fazin ¢ekirdek pargaciklari ¢evresinde tekdiize bir tabaka halinde
tutulmasini igermektedir (Desai ve Park, 2005). Yontemde sistemin yiizey enerjisi,
sicaklik ve pH degistirilerek, cekirdek ve kaplama materyalinin kiimelesmesi
saglanmaktadir. Islem tamamlandiktan sonra mikrokapsiiller, filtreleme ve
santrifiijleme gibi bir dizi ayirma yontemiyle ortamdan ayrilir ve ardindan tek tek

pargaciklar, standart bir teknik kullanilarak kurutulur (Kinik vd., 2003).

Akigkan yatak yontemi, ¢cekirdegin yukar1 dogru hareketle 1sitilan veya sogutulan bir
hava akimi icerisinde tutulmasina dayanmaktadir. Bu yontemde erimis veya ugucu bir
solvent igerisinde c¢oziinmils kaplama malzemeleri genellikle seliilloz tiirevleri,
dekstrinler, emiilgatorler, lipitler, proteinler ve nisasta tiirevleridir (Kinik vd., 2003).
Sekil 2.5’te akigkan yatak kaplama yontemine ait bir gorsel verilmistir (Desai ve Park,
2005).
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Sekil 2.5. Akiskan yatak piiskiirterek kaplama.

Emiilsiyon yonteminde ise hedef ¢ekirdek malzemesi oncelikle baska bir solvent
icerisinde emiilsifiye edilir ve daha sonra arayilizde olusturulan kabuk tarafindan
sartlir. Suda yag emiilsiyonlart kullanilarak gesitli lipofilik maddeler, farkli kabuk
olusturucu malzemelerle mikrokapsiillenebilmektedir. Emiilsiyon teknigi kullanilarak
cekirdek-kabuk yapisina ve nano 6l¢ekten mikro 6lcege kadar ayarlanabilir boyuta
sahip kuru ve akigsiz mikrokapsiiller elde edilebilmektedir. Emiilsiyon teknigi, yag
icinde su emiilsiyonlar1 kullanilarak hidrofilik maddelerin mikrokapsiillenmesi igin de
uyarlanabilmektedir (Zhang vd., 2022). Emiilsiyon teknigi islem basamaklar1 Sekil
2.6’da verilmistir (Krasaekoopt vd., 2004).

Ekstriizyon yontemi, kaplama materyali ve ¢ekirdek iceren ¢ozeltinin yiiksek basingla
kiiciik acgikliklardan gegirilmesi esasina dayanir. Cogunlukla diisiik sicaklikta
kapstilleme yontemi olarak bilinen bu yontem, ugucu ve diisiik 1siya dayanikli
aromalarin kapsiillenmesi i¢in kullanilir (Kinik vd., 2003). Ucuz, basit ve verimli bir
yontem olmasina karsin mikro boncuk olusumunun yavas olmasi nedeniyle biiyiik
olgekli iiretimlerde kullamm zorlugu yasatmaktadir (Ozcan ve Altun, 2013).

Ekstriizyon teknigi islem basamaklar1 Sekil 2.6’da verilmistir (Krasaekoopt vd., 2004).
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Sekil 2.6. Ekstriizyon ve emiilsiyon teknigi.
2.3.2 Mikroenkapsiilasyonda kullamilan bazi polimerlerin ézellikleri

Probiyotik mikroorganizmalarin mikroenkapsiilasyonunda kullanilacak olan kaplama
materyali biiyiikk 6neme sahiptir. Literatiire gore, biyo-polimerler (aljinat, kitosan,
pektin, nisasta, gellan sakizi, ksantan sakizi, karragenan, kec¢iboynuzu sakizi ve siit
proteinleri gibi) gida sinifi kaplamalar probiyotik mikrokapsiilasyonu i¢in en uygun
malzemelerdir. Belirli stres kosullarina (6rnegin mide asitligi, safra tuzlar1 ve
enzimler) karsi etkili fiziksel bariyerler olusturarak koruma sagladiklari saptanmigtir
(Cook vd., 2012; Calinoiu vd., 2019).
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Probiyotiklerin mikroenkapsiilasyonu i¢in ¢esitli polimer maddeler kullanilmaktadir.
Istenen koruma &zellikleri ve enkapsiilasyon veriminin tek bir polimer ile karsilanmasi
mimkiin olmadig1 i¢in gesitli polimer kombinasyonlar: ile kullanilmaktadir. Bu
nedenle tez calismasinda, asit direnci yiiksek olan kitosan ve aljinat polimerleri

kombine kullanilarak enkapsiilasyon islemi gerceklestirilmistir.
2.3.2.1 Sodyum aljinat

Sodyum aljinat, farkli alg tiirlerinden elde edilen bir deniz yosunudur. Kimyasal
olarak, B-D-mannuronik asit ve a-L-guluronik asitten olusmaktadir. Sekil 2.7°de
sodyum aljinatin kimyasal yapis1 yer almaktadir. Sodyum aljinat kivam artirici, serbest
suyu baglayici, stabilizator, film olusturucu ve jellestirici Ozelliktedir. Aljinat,
probiyotik suslarin 1s1, pH gibi proses faktorlerine karsi korunmasi igin ¢ok yonlii,
biyouyumlu ve toksik olmayan bir matriks olmakla birlikte diisiik pH degerlerine kars1
hassastir. Ayrica sodyum aljinattan hazirlanan mikrokapsiiller yiiksek gozeneklilige
sahiptir (Ding ve Shah, 2008). Bu nedenle yiiksek asitli gidalarda tek basina aljinat

kullanilmasi etkisiz olabilmektedir.

Tﬁ
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Sekil 2.7. Sodyum aljinatin kimyasal yapisi.

Aljinat mikrokapsiillere ek bir kitosan kaplamasi yapilmasinin, aljinat kapsiillerin
yogunlugu ve mukavemeti iizerinde giiglii bir etkiye sahip oldugu gdzlemlenmistir
(Gandomi vd., 2016). Kitosan/aljinat kombinasyonu zit yiiklii polimerler oldugu igin
polimer zincir sarmallar1 arasindaki etkilesimler ile giliclii hidrojeller olusturabilme
kabiliyetindedir. Kitosan kapli aljinat kapsiiller, aljinat mikrokapsiillerin
gozenekliligini azaltir ve sadece aljinattan olusan kapsiillere gore daha iyi bir
fizikokimyasal stabilite saglar. Asidik kosullara maruz kalma sirasinda ozellikle
aljinat-kitosan kombinasyonu kitosanin anyonik aljinata gore giiglii katyonik dogasi

nedeniyle etkili koruma sagladig: saptanmistir (Krasaekoopt vd., 2004). Yiiksek asitli
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gidalarda tek basina aljinat kullanilmasi etkisiz olabildigi ic¢in asit direnci oldugu
bilinen kitosan polimeri ile ¢ift tabaka enkapsiilasyon yapilmasi gerekmektedir. Bu
amaca kitosan polimerinin en umut verici kaplama malzemelerinden biri oldugu

goriinmektedir (Cook vd., 2012; Calinoiu vd., 2019).
2.3.2.2 Kitosan

Kitosan, kitinin kismen veya tamamen deasetilasyonu sonucu elde edildigi i¢in farkli
oran ve sayida 2-amino-2-deoksi-p-D-glukopiranoz (D-glukozamin, deasetile form,
yaklagik % 80) ve 2-asetamido-2- deoksi-B-D-glukopiranoz (N-asetil-D-glukozamin,
asetile form, yaklasik % 20) molekiillerinin -(1,4) bagi ile baglanmasi sonucu olusan
diiz zincirli bir kopolimerdir (Yildirim vd., 2016). Sekil 2.8’de kitosanin kimyasal
yapisi yer almaktadir (Berger vd, 2004). Kokeni yengeg, karides ve kerevitlerin kabuk
atiklaridir (Anal ve Singh, 2007). Kitosan, reaktif fonksiyonel amino gruplarina sahip
ayn1 zamanda seliiloza benzeyen ve dogada bulunabilirligi a¢isindan seliilozdan sonra

ikinci siray1 alan biyopolimerdir (Casettaria vd., 2012).

OH HO NH,
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Sekil 2.8. Kitosanin kimyasal yapisi.

Kitosanin fizikokimyasal 6zellikleri deasetilasyon derecesi ve molekiil agirlig ile
degismektedir. Deasetilasyon derecesi %40-98, molekiil agirligi ise 50.000-2.000.000
Da arasinda degismektedir (Aranaz vd., 2009; Kristi vd., 1993). Kitosan beyaz renkte,
kokusuz, yar1 seffaf toz veya partikiil halinde sindirim enzimlerine dayanikli ancak
bazi bakteriler tarafindan bozunan bir biyopolimerdir (Erkan Kog¢ ve Ozkan, 2011;
Yildiz ve Yangilar, 2014). Sadece asidik ¢6zeltilerde (asetik asit, formik asit, laktik
asit) cozlinmesinin sebebi pH 6.3’te primer amin gruplar1 tagimasi sebebiyle alkali
yapida sayilmaktadir. En yaygin kullanilan ¢oziicli, pH 4-5 araliindaki %1-2’lik

asetik asittir. Ayrica kitosan soliisyonlarmin bazi sartlar altinda stabilitesi
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bozunabilmektedir (Bostan vd., 2007; Yildiz ve Yangilar, 2014). Bunlardan bazilar
pH 7.0 ve lizerinde olmasi, oda sicakliginda uzun siire muhafaza edilmesi gibi
kosullardir. Kitosan asidik pH’larda polikatyonik 6zellik (pK= 6.2-6.8) tasimaktadir
(Jeon vd., 2002). Bu sayede bir¢ok metal iyonu ile etkilesebilmektedir ve agir

metallerin ayristirtlmasinda kullanilabilmektedir (Duman ve Senel, 2004).

Kitosanin antimikrobiyal etkisi, mikroorganizmalarin hiicre duvarini bozarak veya
metabolik aktivitelerini engelleyerek mikrobiyal gelismeyi 6nlemek seklindedir
(Berger vd., 2004; Kurtulus ve Vardar, 2020). Kitosanin Gram pozitif (Listeria
monocytogenes, Bacillus megaterium, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus) ve
Gram negatif (E. coli, Pseudomonas fluorescens, Salmonella typhymurium, Vibrio
parahaemolyticus) bakterilere karsi mantar ve alglere kiyasla daha yiiksek bir
inhibisyon verimliligi bulunmaktadir. Bu nedenle endiistriyel ve tibbi uygulamalarda
kullanilmaktadir (Kurtulus ve Vardar, 2020).

Kitosan kaplamanin ana avantajlar1 benzersiz katyonik karakter, yiiksek
biyouyumluluk, toksik olmama ve biyolojik olarak parcalanabilirliktir. Bu nedenle
gida ve ilag endiistrisinde kullanimi olduk¢a uygundur. Ayrica Kitosan yiiksek asitlige
kars1 koruma saglayan ve su emme kapasitesi yiiksek olan bir polimerdir (Kurtulus ve
Vardar, 2020). Bu nedenle tez caligmasinda yiiksek asitli bir gida olan nar sirkesine S.
boulardii mayas1 eklenirken enkapsiilasyon polimeri olarak asidik kosullarda giiglii

katyonik 6zellik gosteren kitosan polimeri tercih edilmistir.
2.3.2.3 Iniilin

Prebiyotik olarak iniilin, gastrointestinal sistem ve bagisiklik sistemine olumlu etkide
bulunan sogan, sarimsak, pirasa, hindiba ve enginar gibi bir¢cok sebzede bulunan bir
fruktoz oligomeridir. Iniilin, ¢ok basit bir kimyasal yapiya sahip degildir. Fruktoz
tinitelerinin B-2-1 baglar1 ile baglanmasi ile olusur. Sekil 2. 9°da iniilinin kimyasal

yapisi yer almaktadir (Delzenne ve Kok, 2001).
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Sekil 2.9. Iniilinin kimyasal yapis1.

Son yillarda iniiliin jellestirici, kivam verici, tatlandirici ve prebiyotik 6zelliklerinden
dolay1 gida sanayisinde siklikla kullanilmaktadir (Yabanci, 2010). Kolondaki yararh
bakterilerin gelisimini tesvik  ederken  istenmeyen  bakterilerin gelisimini
baskilamaktadir. Iniilin iizerine yapilan calismalarda, yiiksek fruktanli beslenme
sonucunda iniilinin, kandaki insiilin, kolesterol ve triagilgliserol konsantrasyonunu
diisiirmeye yardime1 oldugu ve sagligi olumlu yonde etkileyen fonksiyonel bir bilesik

oldugu vurgulanmistir (Delzenne ve Kok, 2001).

Prebiyotikler bagirsaklarda bulunan probiyotik mikroorganizmalarin gelismesini
stimiile eden, gastrointestinal sistemin {ist boliimlerinde sindirime ugramadan (ince
bagirsakta sindirilmeyen) kolona gecebilen, kalin bagirsakta fermante olabilen ve
patojen bakterilerin sayisini sinirlayan oligosakkaritlerdir. Probiyotik ve prebiyotigin
aynmi irlinde sinbiyotik olarak bulunmasit her ikisinin de olumlu fonksiyonel
etkilerinden faydalanilmasini saglar (Holzapfel ve Schillinger, 2002). Yapilan
arastirmalar ile probiyotik mikroorganizma ve prebiyotik bilesigi birlikte iceren
gidalarda probiyotiklerin daha uzun siire canli kaldig1 ve sinerjistik bir etki ortaya
ciktig1 tespit edilmistir (Gandomi vd., 2016; Krasaekoopt vd., 2004).

Literatiire bakildiginda probiyotik mikroorganizmalarin gidalara inokiile edildigi
calismalarda prebiyotiklerin de ilave edildigi ve en ¢ok kullanilan prebiyotik bilesigin
iniilin oldugu tespit edilmistir (Gandomi vd., 2016; Krasaekoopt vd., 2004). Bu
nedenle tez ¢alismasinda enkapsiile S. boulardii mayasmin nar sirkesi gibi yiiksek
asitli bir gidada uzun siire canli kalabilmesini saglamak i¢in prebiyotik olarak iniilin

kullanilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Nar sirkesi

Tez galismasinda kullanilan nar sirkesi ev tipi olup ylizey kiiltiir yontemiyle tretilmis

olup Ankara’dan temin edilmistir. Sekil 3.1°de nar sirkesine ait gorsel verilmistir.

-

Sekil 3.1. Nar sirkesi (ev tipi iiretim).
3.1.2 Saccharomyces boulardii Kiiltiirii

Saccharomyces boulardii CNCM [-745 (Biocodex, Fransa) probiyotik mayasi

liyofilize formda Reflor markasiyla eczaneden temin edilmistir.
3.1.3 Besiyerleri, polimerler ve kimyasallar

S. boulardii CNCM [-745 susunun canlandirilmasinda Yeast Ekstrakt Peptone Broth
(YEPD Broth-Merck) (maya ekstraktt 5 g/L, et peptonu 10 g/L, glukoz 20 g/L)
besiyeri, tek koloni elde edilmesinde ise Yeast Extract Peptone Dextrose Agar (YEPD
Agar-Merck) (maya ekstrakti1 5 g/L, et peptonu 10 g/L, glukoz 20 g/L, agar 15 g/L)
besiyeri kullanilmistir. Sirke orneklerinde S. boulardii maya sayis1 Yeast Extract

Glucose Chloramphenicol Agar (YGC; Merck-Almanya) besiyerinde belirlenmistir.
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Maya sayimlarinda seyreltme ¢ozeltisi olarak %0.85 NaCl fizyolojik tuzlu su (Merck)
kullanilarak diliisyonlar yapilmistir. Santrifiij sonrasi hiicrelerin yikanmasinda
tamponlanmis peptonlu su (TPS) (Buffered Peptone Water) (pepton 10 g/L, NaCl 5
g/L, NazHPO4.12H,0 9 g/L, K2HPO4 1.5 g/L) kullanilmistir.

S. boulardii mayasinin mikroenkapsiilasyonu i¢in sodyum aljinat (Alfasol, Tiirkiye),
kitosan (Sigma-Aldrich, 448877, ABD) ve iniilin (Fibrelle, Belgika) polimerleri temin
edilmistir. Kitosanin ¢6ziinmesinde asetik asit (CHsCOOH) (Merck, Almanya) ve
kapsiillerin  sertlestirilmesinde Kalsiyum kloriir (CaClz) (Beyanlab, Tiirkiye)

kullanilmastir.

Enkapsiilasyon veriminin belirlenmesi amaciyla mikrokapsiillerin saliniminda fosfat
tamponlu tuz ¢ozeltisi pH 7.2 PBS (Phosphate Buffer Saline) (NaCl 8.5g/L, K:HPO4
1.2g/L, Na,HPO4 0.22g/L) (Merck, Almanya) kullanilmstir.

Potansiyometrik yontemle asetik asit tayininde kesin Normaliteli 0.1 N NaOH (Merck,
Almanya) ve fenolftalein (Merck, Almanya) indikatorii kullanilmistir. Ayrica tim

¢ozeltilerin hazirlanmasinda distile su (Merck-Millipore) temin edilmistir.
3.2 Metot

Bu tez ¢alismasinda, S. boulardii probiyotik mayasi serbest hiicre formunda (SH),
iniilin prebiyotigi igeren tek tabaka aljinat (ALG-INU) ve ¢ift tabaka aljinat ile kitosan
(CTS-ALG-INU) polimerleriyle ekstriizyon yontemiyle simbiyotik mikroenkapsiile
edilerek nar sirkesine eklenmistir. Nar sirkesi orneklerinin 4+1 °C’de depolama
stiresinin 0, 1, 2, 3 ve 4. haftalarinda bazi1 kimyasal 6zellikleri (titrasyon asitligi degeri,
pH degeri, suda ¢oziiniir kuru madde miktari) ile S. boulardii maya sayisi

belirlenmistir.
3.2.1 S. boulardii kiiltiir aktivasyonu

S. boulardii kiiltiiriiniin aktivasyonu amaciyla 2 g liyofilize probiyotik maya, 5 mL
sterilize distile suya aseptik kosullarda eklenerek Kkaristirilmis ve olusturulan
stispansiyondan YEPD Agar besiyerine slirme yapilarak 25 °C’de 2 giin inkiibe

edilmistir.
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3.2.2 Polimer ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Mikroenkapsiilasyon isleminde polimer ¢ozeltileri sodyum aljinat %3 (m/v), kitosan
%0.4 (m/v) ve iniilin %1 (m/v) olarak kullanilmistir (Nualkaekul vd., 2012; Gandomi
vd., 2016; Krasaekoopt vd., 2004).

Sodyum aljinat ¢ozeltisi %3 (w/v), 3 gram sodyum aljinatin 100 mL distile suda
50°C’de kontrollii olarak tamamen homojenize bir kivam elde edilinceye kadar 30
dakika boyunca manyetik karistiricida (Shin Saeng, SHPM-10, Kore) ¢éziinmesi ile
hazirlanmistir. Daha sonra sodyum aljinat ¢ozeltisi otoklavda (Niive, OT40L, Tiirkiye)
121°C’de 15 dakika sterilize edilmistir. Mikroenkapsiilasyonda sodyum aljinat
kullanim orani1 1 mL hiicre siispansiyonuna %3 (m/v) sodyum aljinat ¢6zeltisinden 9

mL olacak sekilde uygulanmistir (Nualkaekul vd., 2012).

Kitosan ¢ozeltisi %0.4 (W/v), 4 gram kitosanin 950 mL distile su ile 0.1 M asetik asit
igerisinde ¢ozlilmesiyle hazirlanmistir. Hazirlanan ¢6zelti manyetik karistiricida 2 giin
stireyle kontrollii olarak karistirilmistir. Mikroenkapsiilasyonda kitosan kullanim orani
1 mL hiicre siispansiyonuna %0.4 (m/v) kitosan ¢ozeltisinden 7 mL olacak sekilde

uygulanmustir (Nualkaekul vd., 2012).

Iniilin ¢ozeltisi %1 (m/v), 1 gram iniilinin 100 mL distile suda ¢dziinmesi ile
hazirlanmistir. Hazirlanan iniilin ¢6zeltisi otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize
edilmistir. Mikroenkapsiilasyonda iniilin kullanim oran1 1 mL hiicre siispansiyonuna
%1 (m/v) iniilin ¢ozeltisinden 5 mL olacak seklinde uygulanmistir (Nualkaekul vd.,
2012).

Mikroenkapsiilasyonda hiicrelerin katilagtirlmas1 amaciyla kullanilan 0.15 M
kalsiyum kloriir (CaClz) ¢ozeltisi, 1.67 gram CaCl; tartilarak 100 mL distile suda
cOziindiiriilerek hazirlanmis ve 25°C’de 15 dakika manyetik karistiricida
karistirtlmistir. Daha sonra kalsiyum kloriir (CaCly) ¢ozeltisi otoklavda 121°C’de 15

dakika sterilize edilmistir.

ALG-INU mikro boncuklart; 1 mL maya hiicre stispansiyonu, 9 mL %3 (m/v) sodyum
aljinat ¢ozeltisi ve 5 mL %1 (m/v) iniilin ¢ozeltisi ile karistirilarak hazirlanmis ve 10
mL 0.15 M CaCl; ¢ozeltisinde sertlestirilmistir. Bu kapsiiller 7 mL %0.4 (m/v) kitosan
cozeltisine ilave edilerek CTS-ALG-INU hazirlanmistir (Nualkaekul vd., 2012).
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3.2.3 S. boulardii maya ¢ozeltisinin hazirlanmasi

S. boulardii kiiltirti aktivasyonundan sonra elde edilen tek maya kolonilerinden
alinarak, YEPD Broth besiyerine inokiile edilmis ve 30 °C’de 1 giin ¢alkalamali su
banyosunda (N-Biotek, NB-303, Kore) inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra kiiltiir,
50 mL steril santrifiij tiiplerine aktarilarak 4 °C’de 4100 rpm dondiirme hizinda 10
dakika santrifiij (Niive, NF 800R, Tiirkiye) edilmistir (Sekil 3.2). Santriflij sonrasi
siipernatant uzaklastirildiktan sonra hiicre peleti 2 kez tamponlanmis peptonlu su ve 2
kez de steril distile su olmak iizere dort kez yikanarak ayni kosullarda santrifiij
edilmistir (Karaolis vd., 2013). Santrifiij sonrasi hiicre peleti steril, fosfat tamponlu tuz
cozeltisi (PBS 7.2 pH) ile tekrar siispanse edilerek mikroenkapsiilasyon isleminde
kullanilmistir. Bu islemler aseptik kosullarda gergeklestirilmistir. Elde edilen
probiyotik maya ¢ozeltisindeki canli hiicre sayisinin belirlenmesi amaciyla YEPD
Agar besiyerine yayma Kkiiltiirel sayim yontemiyle ekim yapilarak 25 °C’de 2 giin

inkiibe edilmistir.

ey

Sekil 3.2. S. boulardii kiiltiiriiniin santrifiij islemi.
3.2.4 S. boulardii’nin ekstriizyon yontemiyle mikroenkapsiilasyonu

S. boulardii mayasinin mikroenkapsiilasyonu i¢in ekstriizyon yontemi uygulanmustir.
Enkapsiilasyon islemi i¢in Gandomi vd. (2016), Krasaekoopt vd. (2004) ve
Nualkaekul vd. (2012) yontemleri modifiye edilerek uygulanmistir. S. boulardii sayisi
~9 log kob/mL olan 1 mL hiicre siispansiyonu, 9 mL %3 (m/v) sodyum aljinat ¢6zeltisi

ve 5 mL %1 (m/v) iniilin ¢ozeltisi bek alevi yaninda steril bir beherde manyetik

36



karistiricida 500 rpm’de 30 dk karistirillmistir. Elde edilen polimer-prebiyotik-kiiltiir
karigimu steril 21G siringa (i ¢ap1 0.8 mm) ile yaklasik 10 cm yiikseklikten manyetik
karistiricida 300 rpm’de karistirilan 0.15 M CaCly ¢6zeltisine peristaltik pompa
vasitasiyla damlaciklar halinde enjekte edilmistir (Sekil 3.3). Olusan mikrokapsiillerin
saglam ve sert bir yap1 kazanmasi i¢in oda sicakliginda manyetik karistiricida 300 rpm

de 20 dk karistirma islemine devam edilmistir.

Sekil 3.3. Steril siringa ile mikrokapsiil eldesi.

Karistirma islemi sonunda olusan mikrokapsiiller steril ¢elik siizgeg ile stiziiliip steril
distile su ile yikandiktan sonra steril Whatman 4 kagidindan siiziilmistiir (Sekil 3.4).
Siiziilen mikrokapsiiller steril falkon tiiplerine alinmistir. Bu yontemle 1 mL kiiltiir

i¢in yaklasik 46-50 adet mikrokapsiil elde edilmistir.

Sekil 3.4. Aljinat, iniilin ve kitosan kapli mikrokapsiiller.
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Kitosan ile ikinci tabaka kaplanacak olan aljinat mikrokapsiilleri 7 mL %0.4 (m/v)
kitosan ¢ozeltisine ilave edilerek steril bir beherde manyetik karistiricida 100 rpm’de
10 dk karistirtlmistir. Karistirma islemi sonunda olusan mikrokapsiiller steril gelik
stizgeg ile siiziliip steril distile su ile yikandiktan sonra steril Whatman 4 kagidindan

stizilmiistiir (Sekil 3.5).

‘ Sodyum aljinat ‘ ‘ Mikrobival hiicre siispansiyonu

e

‘ Ekstriizyon teknigi |

‘ Kalsivum kloriir ¢gzeltisindeki kapsiiller ‘
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Sekil 3.5. Ekstriizyon yontemi (Krasaekoopt vd., 2004).
3.2.5 S. boulardii mayasimin nar sirkesine ilavesi

Sirkenin Pastorizasyonu: Sirkelerde olabilecek kontamine bakteri ve maya varligina
kars1 sirkeler 70°C’de 15 dakika pastorize edilmistir. Pastorizasyon sonrasi nar
sirkelerinin maya sayis1 YGC Agar (Merck, Almanya) besiyerinde 25 °C’de 48 saat

inkiibe edilerek belirlenmistir.
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S. boulardii mayas1 serbest hiicre (SH), tek kaplama (ALG-INU) ve ¢ift kaplama
(CTS-ALG-INU) mikroenkapsiile formunda nar sirkesine yaklasik 8 log kob/mL
oraninda inokiile edilerek sirkeler 4 hafta siireyle 4+1 °C’de depolanmuistir.
Depolamanin 0, 1, 2, 3 ve 4. haftalarinda, sirkelerde maya sayis1 yayma kiiltiirel ekim
yontemi ile YGC Agar (Merck, Almanya) besiyerinde 25 °C’de 48 saat inkiibe edilerek
belirlenmistir. Tez deneme plani Cizelge 3.1°de verilmistir. S. boulardii ilaveli nar

sirkesi {liretim akis semasi Sekil 3.6’da verilmistir.

Cizelge 3.1. Tez deneme plani.

SH Serbest hiicre formunda S. boulardii ilave edilmis Nar Sirkesi
ALG-INU Aljinat ve Iniilin ile mikroenkapsiile edilmis S. boulardii ilave
edilmig Nar Sirkesi
CTS-ALG-INU Aljinat, Kitosan ve Iniilin ile mikroenkapsiile edilmis S.
boulardii ilave edilmis Nar Sirkesi

NS + Serbest Hiicre S.

— boulardii — SH

e . NS + Aljinat ve Iniilin
- NarSirkesi-NS == g onsille S.houlardii | ALG-INU

~ NS + Aljinat, Kitosan ve
- Iniilin Enkapsiile S.boulardii

—‘ CTS-ALG-INU

Kimyasal Analizler
-Titrasyon Asitligi Analizi
-pH Analizi
-Suda Coziinebilir Kat1 Madde (Briks) Analizi

441 °C’de,
4 Hafta Depolama

0, 1, 2, 3ve 4. Hafta
Analizleri)

Mikrobiyolojik Analizler
-S. boulardii Maya Sayimi

Sekil 3.6. S. boulardii ilaveli nar sirkesi iiretim akis semasi.
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Nar sirkesi 6rnegi kaginci giin analiz edilecegi kodlanarak ayni giinde hazirlanmis ve
4+1 °C’de analiz giiniine kadar depolanmustir. Sekil 3.7°de tek seferde hazirlanan S.

boulardii ilaveli nar sirkesi 6rnekleri goriilmektedir.
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Sekil 3.7. S. boulardii ilaveli nar sirkesi ornekleri.
3.2.6 S. boulardii mayasimin mikrokapsiillerden salimimi

Mikrokapsiillerdeki probiyotik canliligin belirlenebilmesi i¢in S. boulardii mayasinin
mikrokapsiillerden salinnmmin gergeklestirilmesi gerekmektedir. Bu durumda
mikrokapsiillerin pargalamast i¢in S. boulardii mayasinin mikrokapsiillerinin dig
ceperindeki Ca molekiillerine ¢apraz bag olusturacak olan pH 7.2 PBS (Phosphate
Buffer Saline) (Merck, Almanya) ¢ozeltisi kullanilmistir. Fosfat tamponlu tuzlu su
¢ozeltisi hem mikrokapsiilleri pargaladigi hem de mikroorganizma canliligini olumsuz
yonde etkilemedigi i¢in tercih edilmistir. S. boulardii mayasinin mikrokapsiillerden
salimiminda ilk diliisyon 10:90 steril PBS pH 7.2 ¢ozeltisi ile gerceklestirilmistir.
(Chandramouli vd., 2004). Mikrokapsiillerin salinimi i¢in karisim, manyetik
karistiricidda 300 rpm’de 12 saat tutulduktan sonra FTS (%0.85 NaCl) kullanilarak
orneklerin seri diliisyonlar1 yapilmistir. Ardindan S. boulardii maya sayisi, YGC Agar
(Merck) besiyerine ilgili diliisyonlardan yayma kiiltiirel sayim yontemi ile ekim
yapilarak belirlenmistir. Kapsiillerdeki canli probiyotik mikroorganizma sayisi, koloni

olusturan birim (kob) cinsinden tespit edilmistir (Nualkaekul vd., 2012).
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3.2.7 Mikroenkapsiilasyon etkinliginin belirlenmesi

Enkapsiilasyon etkinligi mikroorganizmalarin ne kadarinin basarili sekilde enkapsiile
edildigini ifade eden oransal bir gostergedir. Enkapstilasyon isleminin maya canlilig
tizerine etkisini belirlemek amaciyla, enkapsiilasyon oncesi ve sonrast YEPD Agar
(Merck) besiyerinde canli maya sayimi yapilmis ve Denklem 3.1 kullanilarak
enkapsiilasyon etkinligi hesaplanmistir (Chandramouli vd., 2004; Chen vd., 2012).

__( logN
EE = (_logNo) x 100 (3.1)

EE: Enkapsiilasyon etkinligi

No: Baslangicta ilave edilen mikroorganizma sayist

N: Enkapsiilasyon islemi sonrasi kapsiillerin par¢alanmasi sonucu agiga c¢ikan
mikroorganizma sayisi

3.3 Nar Sirkesine Uygulanan Kimyasal Analizler
3.3.1 pH tayini

Homojen duruma getirilen nar sirkesinde pH analizi, sicaklik problu kombine elektrot

Inolab 720 marka (WTW, Almanya) pH metre kullanilarak yapilmistir.
3.3.2 Titrasyon asitligi degeri tayini

Homojen duruma getirilen nar sirkesinden 10 mL alinarak tizerine 20 mL distile su
eklenmis ve %]1°’lik fenolftalein indikatoriinden 0.5 mL ilave edilerek 0.1 N NaOH ile
30 saniye kalic1 agik pembe renk olusuncaya kadar titre edilmistir (AOAC, 2000).
Titrasyon asitligi Denklem 3.2 kullanilarak asetik asit cinsinden mL/100mL olarak

hesaplanmuistir.
Titrasyon Asitligi % = [V X F X E x 100] / M (3.2)

V: Harcanan 0.1 N NaOH miktar1 (mL)

F: NaOH Faktorii (Kesin Normalite 0.1 N ise bu deger 1 olarak alinir)

E: 1 mL 0.1 N NaOH’e esdeger asit miktar1 (g) (0.006005 asetik asit cinsinden)
M: Titre edilen 6rnegin gercek miktari (mL)
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3.3.3 Suda ¢oziiniir kuru madde miktari tayini

Suda ¢oziiniir kuru madde analizi, 6rnegin refraktometre ile kirilma indisi (refraktif
indeks) okunarak yapilmistir. Homojen duruma getirilen nar sirkesinin sicakligi
(Isolab, dijital termometre) ve refraktometre derecesi (Atago, Japonya) belirlendikten

sonra sicaklik ve asit diizeltmeleri yapilmistir (Cemeroglu, 2013).
3.3.4 Organik asit tayini

Organik asitlerin analizi (asetik asit, sitrik asit, formik asit) yiliksek basingli sivi
kromatografisi, HPLC (Shimadzu, LC-20AD, Scientific Instruments, Inc., Tokyo,
Japonya) kullanilarak Tormo ve lzco (2004) metoduna gore Selcuk iltek-ileri
Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezinden hizmet alimi seklinde belirlenmistir.
Organik asitlerin analizinde Inertsil ODS-3V-5 um, 4.6 x 250 mm kolon (GL
Sciemces Inc.) ve UV/VIS detektorlii (SPD-20A) HPLC sisteminin birlikte
kullanilmastyla gergeklestirilmistir. Okumalar 210 nm dalga boyunda yapilmistir.
Analiz sirasinda kolon firini sicakligi 25 °C olarak ayarlanmistir. Sistemde mobil faz
olarak 1 mL/dk akis hizinda 0.45 pm membran filtreden gegirilmis 0.1 N H2SO4 (pH
2.08) kullanilmuastir.

Numune Hazirligi; Nar sirkesi numunesinden bir miktar alinarak 0.45 um PTFE
filtreden gegirilmistir. Fitreden gegirilen numuneden 200 pL alinarak iizerine 800 pL
distile su ilave edilmistir. Sonuglar seyreltime faktoriiyle ¢arpilarak hesaplanmistir.

HPLC cihaz bilgileri ve metot Cizelge 3.2°de verilmistir.
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Cizelge 3.2. HPLC cihaz bilgileri ve metot.

Cihaz Adx HPLC-Shimadzu; LC-20AD
Calisma Modu Isocratic Flow
Akis Hizi 1.0 mL/dk
Kullanilan Dedektor UV/VIS Detector (SPD-20A)
Z [Kolon In_ertsil ODS-3V Column (5um, 4.6 x 250mm) GL
= Sciemces Inc.
5 Firin Sicakhig 25°C
E Auto Sampler Sicakh@ |15 °C
E Dedektor UV 210 nm
O Dedektor Sicakhig 35°C

Hareketli Faz

0.1 N HzS04 (pH=2.08)

Injeksiyon Miktar1

10 pl

Toplam Siire

20 dakika

Standartlar

Organik Asitler

1. Formik Asit Dr. Ehrenstorfer / %99.4
2. Asetik Asit Sigma Aldrich / 99.7%
3. Sitrik Asit Sigma Aldrich / 99.5%

3.4 S. boulardii Tlaveli Nar Sirkelerine Uygulanan Kimyasal Analizler

3.4.1 pH tayini

Homojen duruma getirilen nar sirkesinde pH analizi, sicaklik problu kombine elektrot

Inolab 720 marka (WTW, Almanya) pH metre kullanilarak yapilmistir.

3.4.2 Titrasyon asitligi degeri tayini

Homojen duruma getirilen nar sirkesinden 10 mL alinarak {izerine 20 mL distile su
eklenmis ve %1°lik fenolftalein indikatoriinden 0.5 mL ilave edilerek 0.1 N NaOH ile

30 saniye kalic1 agik pembe renk olusuncaya kadar titre edilmistir (AOAC, 2000).

Titrasyon asitligi Denklem 3.3 kullanilarak asetik asit cinsinden mL/100mL olarak

hesaplanmustir.
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Titrasyon Asitligi % = [V X F X E X 100] / M (3.3)

V: Harcanan 0.1 N NaOH miktar1 (mL)

F: NaOH Faktorii (Kesin Normalite 0.1 N ise bu deger 1 olarak alinir)

E: 1 mL 0.1 N NaOH’e esdeger asit miktar1 (g) (0.006005 asetik asit cinsinden)
M: Titre edilen 6rnegin ger¢ek miktar: (mL)

3.4.3 Suda ¢oziiniir kuru madde miktari tayini

Homojen duruma getirilen nar sirkesinin sicakligi (Isolab, dijital termometre) ve
refraktometre derecesi (Atago, Japonya) belirlendikten sonra sicaklik ve asit

diizeltmeleri yapilmistir (Cemeroglu, 2013).
3.5 S. boulardii Maya Sayisi

S. boulardii ilaveli nar sirkesinde maya sayimi i¢cin homojen duruma getirilen nar
sirkesi 6rnekleri 10:90 steril FTS (%0.85 NaCl) iginde karistirilmig ve seri diliisyonlari
yapilmustir. Ilgili diliisyonlardan YGC Agar (Yeast Extract Glucose Chloramphenicol
Agar) (Merck, Almanya) besiyerine yayma kiiltlirel sayim yontemiyle ekim yapilmis
ve Petriler 25°C’de 48 saat inkiibe edilmistir (Harrigan, 1998). inkiibasyon sonrasi
koloniler sayilmis ve Denklem 3.3 ile maya sayist hesaplanmistir (Halkman, 2019).
Mikroenkapsiile S. boulardii ilaveli sirke drneklerinden ise 10:90 steril pH 7.2 PBS
(Merck, Almanya) i¢inde homojenize edilmis ve FTS (%0.85 NaCl) kullanilarak
orneklerin seri diliisyonlar1 yapilmistir. Tlgili diliisyonlardan YGC Agar (Yeast Extract
Glucose Chloramphenicol Agar) (Merck, Almanya) besiyerine yayma kiiltiirel sayim
yontemiyle ekim yapilmis ve Petriler 25°C’de 48 saat inkiibe edilmistir (Harrigan,
1998). Inkiibasyon sonrasi koloniler sayilmis ve Denklem 3.4 ile maya sayisi

hesaplanmistir (Halkman, 2019).

N=c/[Vx(n +01x ny)xd (3.4)

N: Ornegin 1 gram ya da 1 mL’sindeki mikroorganizma sayisi

V: Sayimi yapilan Petri kutularina aktarilan hacim (mL)

c¢: Saymmu yapilan tiim Petri kutularindaki koloni say1s1 toplami

ni: Ilk seyreltide yapilan sayimlarda sayim yapilan Petri kutusu adedi

nz: Ikinci seyreltide yapilan sayimlarda sayrm yapilan Petri kutusu adedi
d: Sayim yapilan ardisik 2 seyreltiden en konsantre olanin seyreltme orani
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3.6 istatiksel Analizler

Aragtirma iki tekerriirlii yapilmis olup tiim analizler her tekerriir i¢in iki paralel olarak
gerceklestirilmistir. Istatiksel analizler SPSS 26 (IBM SPSS, IBM Corporation, USA)
paket programi ile yapilmistir. Elde edilen sonuglar arasindaki farklarin
karsilastirmasinda tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanilmistir. Ana varyasyon
kaynaklar1 ortalamalar1 arasinda p<0.05 diizeyinde farklilik 6nemli ¢ikan gruplar
arasindaki farklar1 karsilastirmak i¢cin Duncan c¢oklu karsilastirma testi kullanilmistir

(Diizgiines vd., 1987).

45



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 Nar Sirkesinin Kimyasal Analiz Sonug¢lari

S. boulardii CNCM 1-745 (Biocodex, Fransa) probiyotik mayasi eklenecek olan ve
70°C’de 15 dakika pastorize edilen nar sirkesinin bazi kimyasal 6zelliklerine dair

sonuglar Cizelge 4.1’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Nar sirkesinin kimyasal analiz sonuglari.

Analizler Sonugclar
pH degeri 3.60+0.00
Titrasyon asitligi (% asetik asit) (m/v) 1.08+0.02
Organik asit (formik asit) (ppm) 536.95+0.14
Organik asit (asetik asit) (ppm) 8686.33+0.29
Organik asit (sitrik asit) (ppm) 403.87+0.11
Suda ¢6ziiniir kuru madde (Briks) 1.50+0.00

Tez caligmasinda kullanilan nar sirkesinin pH degeri 3.6+0.00 ve titrasyon asitligi
degeri 1.08+0.02 g/100 mL asetik asit olarak belirlenmistir. Bu sonuglarla uyumlu
olarak, farkli sehirlerden toplanan geleneksel {iretim meyve sirkelerinin
fizikokimyasal ve antimikrobiyal 6zelliklerinin belirlendigi bir calismada Nigde iline
ait olan geleneksel iiretim nar sirkesinin pH degeri 3.69+0.09 ve titrasyon asitligi

degeri ise 1.04+0.03 g/100 mL asetik asit olarak tespit edilmistir (Oztiirk vd., 2015).

Tez deneme planinin olusturulmasinda 6n deneme asamasinda, ev tipi nar sirkesi ve
Tarim Kredi Kooperatifi (TKK) tarafindan tiretilen endiistriyel nar sirkesi (3.15 Briks)
materyal olarak kullanilmistir. TKK nar sirkesinin pH degeri 2.97 ve titrasyon asitligi
degeri 4.01 g/100 mL asetik asit olarak belirlenmistir. On deneme asamasinda TKK
nar sirkesine ~8 log kob/mL diizeyinde eklenen S. boulardii mayasiim SH; ALG-INU
ve CTS-ALG-INU formlarmin 4+1°C’de 24 saat depolanmasi sonunda inhibe oldugu
belirlenmistir. On deneme iki tekerriir olarak gergeklestirilmis olup sonuglar ayni
ctkmistir. On denemenin ikinci asamasinda koruyucu madde olma olasiligina karsi
TKK nar sirkesinin asitligi 0.1 N NaOH ile 3.6 pH degerine getirilerek sadece SH
denemesi yapilmistir. Deneme sonucunda 4+1°C’de 24 saat depolama sonrasi mayanin
canli kaldig1 goriildiigii i¢in 2.97 pH olan TKK nar sirkesinde S. boulardii gelisememe
nedeninin sirkenin pH degeri oldugu anlasilmistir. Bu nedenle ¢alismaya ev tipi nar

sirkesi ile devam edilmistir.
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TSE1880 EN 13188 (2024) sirke standardina gore lilkemizde {iretilen sirkelerde
toplam asit miktar1 4 g/100 mL’den (suda serbest asetik asit cinsinden) az olmamasi
gerektigi bildirilmektedir. Bu standarta gore ¢alismada kullanilan ev tipi nar sirkesi
orneginin titrasyon asitligi degerinin, TS 1880 EN 13188 standart degerine uygun
olmadig1 goriilmektedir. Literatiire bakildiginda da benzer olarak Oztiirk vd. (2015),
Satict vd. (2021), Chang vd. (2005), Ousaaid vd. (2021) yaptig1 calismalarda
kullanilan meyve sirkesi orneklerinin %90 oraninda titrasyon asitligi degerlerinin TS

1880 EN 13188 standart degerine uygun olmadigina rastlanilmistir.

Calismada kullanilan nar sirkesinin organik asit degerleri; formik asit i¢in 536.95+0.14
ppm, asetik asit i¢in 8686.33+0.29 ppm, sitrik asit i¢in 403.87+0.11 ppm olarak
bulunmustur. Sekil 4.1°de nar sirkesine ait kromatogram verileri bulunmaktadir. Nar
sirkesinin organik asit analiz sonuglarina gore; %0.87 (m/v) asetik asit, %0.05 (m/v)
formik asit ve %0.04 (m/v) sitrik asit olup hakim asit asetik asittir. Bu sonuglarla
uyumlu olarak zivzik narindan iretilmis nar sirkesinde asetik asit degeri
9553.8308+29.25 ppm olarak belirlenmis ve asetik asidin hakim asit oldugu
saptanmistir (Aybek, 2019).
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TSE 1880 EN 13188 (2024) sirke standardina gore iilkemizde iiretilen sirkelerin suda
¢ozlinlr kuru madde miktar1 ile ilgili herhangi bir sinir belirtilmemistir. Tez
calismasinda S. boulardii mayasi eklenecek olan nar sirkesinin suda ¢6ziiniir kuru

madde miktar1 1.50 Briks olarak belirlenmistir.

4.2 Mikroenkapsiilasyon Etkinligi Sonuclar

Mikrokapsiillerden salinan canli probiyotik hiicre sayisinin, enkapsiilasyonda
kullanilmak tizere hazirlanan probiyotik ¢dzeltisinde bulunan canli mikroorganizma

sayisina orani enkapsiilasyon etkinligini belirtmektedir.

Bu tez calismasinda, ekstriizyon yonteminin kullanildigi, aljinat ve kitosan
polimerleriyle gergeklestirilen enkapsiilasyonlar sonucunda, %80 enkapsiilasyon

veriminin saglandigi Cizelge 4.2°de goriilmektedir.

Cizelge 4.2. Mikrokapsiillerin enkapsiilasyon etkinligi sonuclart.

Ornekler N (log kob/mL) No (log kob/mL) % EE
ALG-INU 8.37+0.05 10.37+0.04 80.66+0.22
CTS-ALG-INU 8.38+0.08 10.37+0.04 80.81+1.08

ALG-INU: Aljinat iniilin kapl mikroenkapsiile S. boulardii ilaveli nar sirkesi
CTS-ALG-INU: Aljinat iniilin ve kitosan kapli mikroenkapsiile S. boulardii ilaveli nar sirkesi
N: Mikrokapsiillerden salinan canli mikroorganizma sayisi

No: Baslangigta ilave edilen mikroorganizma sayisi

%EE: Enkapsiilasyon etkinligi ylizdesi

Bu tez calismasinda, literatiirdeki ekstriizyon yonteminin kullanildig1 enkapsiilasyon
islemlerinde saglanan %80’in {izerindeki enkapsiilasyon verimiyle uyumlu sonuglar
almmistir (Nualkaekul vd., 2012; Nazzaro vd., 2008). Elde edilen enkapsiilasyon
etkinligi sonuglart enkapsiilasyon isleminin basariyla gerceklestirildiginin bir

gostergesidir.
4.3 S. boulardii Tlaveli Nar Sirkesinin Kimyasal Analiz Sonuclari

S. boulardii probiyotik mayast, serbest hiicre formunda (SH), iniilin prebiyotigi iceren
tek tabaka aljinat (ALG-INU) ve ¢ift tabaka aljinat ile kitosan (CTS-ALG-INU)
polimerleriyle mikroenkapsiile edilereck ~8 log kob/mL diizeyinde nar sirkesine
eklenmistir. Nar sirkesi 6rneklerinin 4+1 °C’de depolama siiresinin 0, 1, 2, 3 ve 4.
haftalarindaki bazi kimyasal degisimlerinin istatiksel olarak analiz sonuglari bu

boliimde degerlendirilmistir. Kimyasal analizler ile nar sirkesine eklenen aljinat ve
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kitosan polimerleri ve iniilin prebiyotigi ile S. boulardii mayasinin 4+1 °C’de
depolama siiresi boyunca nar sirkesinin kimyasal &zelliklerine etkisi belirlenmeye

calisiimustir.
4.3.1 pH degeri

Gidalarin degerlendirilmesinde olduk¢a 6nemli bir kalite kriteri olan pH degeri,
gidanin asitlik ve alkalilik seviyesini ortaya koyan hidrojen iyonu aktivitesini

gostererek asitligin giiclinii tanimlamaktadir (Cemeroglu, 2013).

S. boulardii
CTS-ALG-INU nar sirkesi 6rneklerinin 4+1 °C’de depolama siiresinin 0, 1, 2, 3 ve 4.

mayasinm farkli formlarda ilave edildigi SH, ALG-INU ve

haftalarindaki pH degerleri Cizelge 4.3’te verilmistir.

Cizelge 4.3. S. boulardii ilaveli nar sirkesinin pH degerleri, (X + SD), (n=2).

Omekler 0 1 2 ;- 3 4 Ortalama

SH 3.62+0.01 | 3.62+0.01 | 3.65:0.03 | 3.63+0.01 | 3.67+£0.00 | 3.64+0.03%
ALG-INU | 3.5740.00 | 3.61£0.00 | 3.63+0.02 | 3.61+0.01 | 3.62+0.01 | 3.61+0.02
AI?C;I——?I_\IU 3.54+0.01 | 3.56+0.00 | 3.59+0.02 | 3.57+0.01 | 3.60+0.00 | 3.57+0.02°
ofrzt:l:ﬁ:]a 3.58+0.03* | 3.60+0.03%8 | 3.62+0.04° | 3.60+0.035C | 3.63+0.03°

SH: Serbest S. boulardii ilaveli nar sirkesi

ALG-INU: Aljinat, iniilin kaph mikroenkapsiile S. boulardii ilaveli nar sirkesi

CTS-ALG-INU: Aljinat, iniilin ve kitosan kapli mikroenkapsiile S. boulardii ilaveli nar sirkesi

x: 1ki tekerriir ortalamasi, SD: Standart sapma, n: Tekerriir say1si

Ayni siitundaki farkli kiigiik harfler 6rnekler arasindaki farkliligin 6nemli oldugunu ifade etmektedir
(p<0.001).

Ayni satirdaki farkli bilyiik harfler depolama giinleri arasindaki farkliligin 6nemli oldugunu ifade
etmektedir (p<0.001).

Calismada SH, ALG-INU ve CTS-ALG-INU nar sirkesi orneklerinin dort hafta
depolama siiresi sonunda pH degerleri ortalamalar1 sirasiyla 3.64; 3.61 ve 3.57 pH
olarak tespit edilmistir. Biitiin nar sirkesi 6rneklerinin en diisiik pH degeri 0. giin
Olctimlerinde belirlenmis olup dort haftalik depolama siiresi boyunca iigiincli hafta
hari¢ pH degerlerinde artis oldugu tespit edilmistir. Yapilan istatistiksel analizler
sonucunda 6rneklerin pH degerleri arasindaki fark nemli bulunmus (p<0.001) olsa da
biitlin nar sirkesi 6rneklerinin pH degeri yaklasik 3.6 pH’dir. Bu sonuglarla uyumlu
olarak nar suyuna (pH 3.21) aljinat (ALG), tek tabaka kitosanla kapl aljinat (CTS-
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ALG) ve cift tabaka kitosanla kapli aljinat (CTS+CTS-ALG) mikroenkapsiile
Lactobacillus plantarum susunun ilave edildigi ve 4 °C'de 6 hafta depolandigi ¢aligma
sonucunda 0. hafta i¢in pH degerleri ALG, CTS-ALG ve CTS+CTS-ALG
orneklerinde sirasiyla 3.21 pH, 3.46 pH ve 3.62 pH olarak tespit edilmis olup ayni
degerler depolamanin 6. haftasinin sonunda 3.20 pH, 3.45 pH ve 3.63 pH olarak
belirlenmistir. Calismada kullanilan kitosan polimerinin nar suyunda bulunan organik
asitlerde (sitrik asit, malik asit ve siiksinik asit vb.) ¢dziinebildigi ve bu nedenle
orneklerin pH degerlerinin degistigi bildirilmistir. Depolama siiresi boyunca

orneklerin pH degerlerinde 6nemli bir degisim olmadigi belirtilmistir (Nualkaekul vd.,
2012).

Meyve sirkeleri, birgok faydali 6zelliginin yaninda biyoaktif bilesikler agisindan da
zengin olup son yillarda popiileritesi artan bir gida olmustur. Farkli iilkelerden (ABD,
Romanya, Malezya, italya, Tunus, Fas, Cezayir) elde edilen 18 meyve sirkesinin
(elma, nar, hurma, iiziim, narenciye, sebze, sarimsak, yaban mersini) incelendigi bir
caligmada sirke oOrneklerinin pH degerlerinin 2.40 ile 3.83 pH arasinda degistigi
belirlenmistir (Ousaaid vd., 2021). Tirkiye'nin farkli illerinden toplanan ev
yapimi Sirke (elma, tiziim, enginar, nar, alig, limon) orneklerinin antimikrobiyal ve
fizikokimyasal 6zelliklerinin incelendigi bir ¢aligmada, tiim sirkelerin fizikokimyasal
ozelliklerinin son derece degisken oldugu saptanmistir. Nigde iline ait olan nar
sirkesinin 3.69 pH ile Tokat iline ait olan iiziim sirkesine 3.90 pH yakin bir pH
derecesinde oldugu saptanmstir (Oztiirk vd., 2015). Geleneksel yontemlerle iiretilmis
Trabzon hurmasi, cam kozalagi ve ali¢ sirke 6rneklerinin pH degerleri 3.60 - 3.91 pH
arasinda degisiklik gostermistir (Satici, 2021). Konsantre meyve sirkelerinin kalite
kriterlerinin arastirildigi bir ¢alisma sonucunda, Tayvan yerel pazarlarindan toplanan
66 meyve sirkesinin (Mei-Japon kayisi, ananas, yaban mersini, greyfurt, tutku
meyvesi, yildiz meyvesi, elma sarabi, dut, portakal, limon) pH degerlerinin 2.59 ile
3.79 pH arasinda degistigi belirtilmistir (Chang vd., 2005). Nar sirkesine S. boulardii
ilave edildiginde 6rneklerin pH degerleri 3.54-3.67 pH arasinda degismis olup diger

meyve sirkelerinin pH degerlerine yakin sonuglar vermistir.

Nar sirkesinin baslangic pH degeri 3.6 pH iken mikroenkapsiile edilmis maya iceren
orneklerin baglangi¢ pH degerlerinin ALG-INU i¢in 3.57 pH ve CTS-ALG-INU igin

de 3.54 pH olarak belirlenmistir. Polimer igeren nar sirkesi orneklerinin pH
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degerlerinde ihmal edilebilecek kadar kiigiik bir diisiis gergeklestigi tespit edilmistir.
Bu sonuglara benzer olarak portakal suyu (3.66 pH) ve elma+seftali (3.66 pH) suyuna
serbest hiicre formu, sodyum aljinat ve seliiloz asetat fitalat ile mikroenkapsiile edilmis
Lb. rhamnosus GG ve E. coli Nissle ilave edildigi bir ¢alisma sonucunda
mikroenkapsiile edilmis hiicre ilave edilen portakal suyu (3.65 pH), elma+seftali suyu
(3.38 pH) orneklerinin baslangic pH degerlerinde az da olsa bir diisiis oldugu
belirlenmistir (Cakir, 2021).

Depolama siiresi boyunca nar sirkesi orneklerinin pH degerinde kiigiik artislar
gercekleserek pH degerleri 3.5-3.6 pH arasinda degisim gostermistir. SH; ALG-INU
ve CTS-ALG-INU nar sirkesi 6rneklerinin 4 hafta depolama siiresi boyunca genel
ortalama pH degerleri arasindaki farkin énemli (p<0.001) oldugu bulunmustur. Nar
sirkesi orneklerinin 4+1 °C’de dort hafta depolama siiresi boyunca pH degerlerindeki

degisim Sekil 4.2°de goriilmektedir.

Nar Sirkesi Orneklerinin pH Degerleri

3.70
3.65 T -
T T | T T
= T T I 1
S 3.60 L # T T
)60 €L
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T 355 I
o
3.50
3.45
0 1 2 3 4

Depolama siiresi (hafta)

SH ALG-INU CTS-ALG-INU

Sekil 4.2. Nar sirkesi 6rneklerinin pH degerlerinin depolama siiresince degigimi.
Hata cubuklari ortalamanin standart sapmasini temsil etmektedir (n=2).
Depolama siiresi boyunca sirke 6rneklerinin pH degerinin 2. haftaya kadar arttigi; 3.

haftada azalis gosterip 4. haftada tekrar artis gosterdigi belirlenmistir.

SH orneginin pH degeri baslangigta 3.62 pH iken dort haftalik depolama siiresi
sonunda 3.67 pH oldugu tespit edilmistir. Santana vd. (2020) tarafindan yapilan bir
calismada, S.boulardii mayasi ve farkli tatlandiricilar kaju suyuna ilave edilmis ve kaju

suyunun 7 °C’de 28 giin boyunca pH, titrasyon asitligi ve probiyotik o6zellikleri
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belirlenmistir. Kontrol ve S. boulardii mayali 6rneklerin pH degeri, depolamanin ilk
giinii sirastyla 3.24 pH ve 3.26 pH iken 28. giin sonunda 3.68 pH ve 3.59 pH olarak
tespit edilmistir. Bu tez ¢alismasindaki nar sirkesinin pH sonuglartyla uyumlu olarak
S. boulardii maya ilave edilen kaju suyunda da depolama boyunca pH degeri artis

gostermistir.

ALG-INU 6rneginin pH degerlerindeki artisin sodyum aljinatin Ca*? iki degerlikli
katyonlarla ¢apraz baglanmasi yoluyla sirkeye ge¢mesiyle iliskili olabilecegi ve
sodyum aljinat ¢ozeltisinin pH degerinin 5-11 arasinda degismesinden kaynaklandigi
distintilmektedir (Pawar ve Edgar, 2012). Bu sonuglar ile uyumlu olarak portakal,
elma+tseftali suyuna sodyum aljinat ve seliiloz asetat fitalat ile mikroenkapsiile edilmis
Lb. rhamnosus GG ve E. coli Nissle mikroorganizmalarinin ilave edildigi bir ¢alisma
sonucunda serbest hiicre ve mikroenkapsiile edilmis hiicre igeren meyve sularinin pH

degerinin 35 giin depolama siiresi boyunca arttigi belirlenmistir (Cakir, 2021).

CTS-ALG-INU o6rneginin pH degerindeki artis ise kitosan kaynakli olabilecegi
disiiniilmektedir. Kitosanin sadece asidik ¢ozeltilerde (asetik asit, formik asit, laktik
asit) ¢oziinmesinin sebebi, pH 6.3’te primer amin gruplari tasimasi ve alkali yapida
olmasidir (Wang vd, 2020). Kitosanin ¢6ziinmesinde kullanilan en yaygin ¢oziicii, pH
4-5 degerinde olan %1-2’lik asetik asittir. Nar sirkesi de asetik asit (%0.87)
bakimindan zengin bir gidadir. Kitosan zayif bir baz olup asetik asit gibi zayif asitlerle
etkilesime girerek ¢esitli reaksiyonlara neden olabilmektedir (Thirugnanasambandan
ve Gopinath, 2023). Kitosanin nar sirkesindeki asetik asit ile etkilesimi sonucu kitosan
polimeri ile kapli mikrokapsiillerin ¢oziiniirliigii artirabilmekte ve buna bagli olarak

pH degeri artmaktadir.

Kitosan ve asetik asit arasindaki etkilesim c¢esitli faktorlere baglidir. Bunlar arasinda
kitosanin molekiil agirhigi, asetik asit konsantrasyonu, pH, sicaklik ve reaksiyon
kosullar1 bulunmaktadir. Bu etkilesimin baz1 ana yonleri: Kitosanin asetik asit ile
etkilesimiyle amino gruplart (-NH2) asetik asit tarafindan protonlanmaktadir.
Protonasyon derecesi ne kadar yiiksekse ¢oziiniirliik o kadar artmaktadir (Wang vd,
2020). Kitosan polimerinin kullanildigi ¢alisma sonuglart arasindaki farklarin temel
sebeplerinden biri de kullanilan kitosanin asetilasyon derecesinin farkli olmasidir.
Asetik asit, kitosanin kimyasal modifikasyonunda kullanilmaktadir. Asetilasyon

islemi, kitosanin hidroksil gruplarmin asetilasyonuyla gergeklesir ve bu durum

53



kitosanin  ¢esitli  fiziksel ve kimyasal oOzelliklerini  degistirebilmektedir

(Thirugnanasambandan ve Gopinath, 2023).

S. boulardii ile fermante edilmis karpuz, kirmiz1 pancar ve siyah havug¢ suyunun pH,
titrasyon asitligi ve S. boulardii canliliginin arastirildig: bir ¢alismada, pH degerleri
ilk giin sirastyla 4.27 pH, 4.80 pH ve 5.6 pH iken 20°C’de depolamanin 16. giinii
sonunda 3.35 pH, 3.20 pH ve 3.41 pH olarak bulunmustur. Depolama siiresi boyunca
S. boulardii mayasinin meyve sularin1 fermante etmesi nedeniyle pH degerleri diisiis
gostermistir (Degirmencioglu vd., 2016). Tez ¢alismasinda S. boulardii mayas1 nar

sirkesini fermante etmedigi i¢in pH degerlerinde azalma ger¢eklesmemistir.

Havu¢ suyuna (pH 5.79) aljinat-iniilin-ksantan sakiz1 ile mikroenkapsiile
Lactobacillus acidophilus probiyotik susunun eklendigi ve probiyotik havug suyunun
4°C'de 8 hafta depolandigi bir ¢aligmada, baslangic pH degerleri serbest hiicre ve
mikroenkapsiile L. acidophilus ilaveli havug¢ suyu i¢in sirasiyla 5.79 pH ve 5.68 pH
iken depolamanin 8. haftasi sonunda 3.37 pH ve 3.74 pH olarak belirlenmistir
(Nazzaro vd., 2008). Bu tez ¢alismasindaki probiyotik nar sirkesinin pH degerindeki
artistan farkli olarak probiyotik havu¢ suyunun pH degerinde azalma oldugu
saptanmigtir. Bunun nedeni olarak, havug suyuna eklenen L. acidophilus bakterisinin
sekiz haftalik depolama siiresi sonunda sayisini artirarak fermantasyonla asitligi
artirmast oldugu belirtilmistir. Tez ¢alismasinda bu sonuglardan farkli olarak nar
sirkesine eklenen S. boulardii mayasinin dort haftalik depolama siiresi iginde nar

sirkesini fermante etmedigi ve asitlik artisina da neden olmadig1 belirlenmistir.
4.3.2 Titrasyon asitligi degeri

Titrasyon asitligi, gidadaki asitligin toplam miktaridir. Sirkede bulunan organik
asitlerin ve ozellikle de asetik asidin 6nemli bir gostergesidir. Organik asitler dogal
olarak veya fermantasyon yoluyla olusabilmektedir. Ayni zamanda bazi gidalarin tadi,
aromasl, rengi, parlakligi, stabilitesi ve kalitesinin korunmasinda onemli rol

oynamaktadir (Cemeroglu, 2013).

Nar sirkesi orneklerinin 4+1 °C’de depolama siiresinin 0, 1, 2, 3 ve 4. haftalarindaki

titrasyon asitligi ortalamalar1 g/100mL asetik asit olarak Cizelge 4.4’te verilmistir.
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Cizelge 4.4. S. boulardii ilaveli nar sirkesinin titrasyon asitligi (% asetik asit) degerleri,
(x £ SD), (n=2).

Hafta
0 1 2 3 4 Ortalama

Ornekler

SH 1.05+0.00 1.06+0.00 1.08+0.01 | 1.09+0.01 | 1.09+0.01 | 1.07+0.02*

ALG-INU 0.94+0.02 0.91+0.01 0.91+0.00 | 0.90+0.01 | 0.89+0.01 | 0.91+0.02°
CTS-ALG-
INU 1.07+0.00 1.09+0.01 1.08+0.01 | 1.08+0.02 | 1.09+0.01 | 1.08+0.01°
Genel
Ortalama | 1.02+0.06" | 1.02+0.08" | 1.02+0.08" | 1.02+0.08* | 1.02+0.09"
SH: Serbest S. boulardii ilaveli nar sirkesi
ALG-INU: Aljinat iniilin kapli mikroenkapsiile S. boulardii ilaveli nar sirkesi
CTS-ALG-INU: Aljinat iniilin ve kitosan kaplt mikroenkapsiile S. boulardii ilaveli nar sirkesi
x: Iki tekerriir ortalamasi, SD: Standart sapma, n: Tekerriir say1si
Aynu stitundaki farkli kiiciik harfler 6rnekler arasindaki farkliligin 6nemli oldugunu ifade etmektedir
(p<0.001).
Aym satirdaki farkli biiyiik harfler depolama giinleri arasindaki farkliligin 6nemli oldugunu ifade
etmektedir (p<0.001).

Calismada SH, ALG-INU ve CTS-ALG-INU nar sirkesi 6rneklerinin 4+1 °C’de dort
hafta depolama siiresi sonunda titrasyon asitligi ortalamalar1 sirasiyla 1.07; 0.91 ve
1.08 g/100mL asetik asit olarak tespit edilmistir. Nar sirkesine (1.08+0.02 g/100mL
asetik asit) aljinat ile mikroenkapsiile edilmis S. boulardii ilave edildiginde de sirkenin
titrasyon asitligi degerinde (0.94+0.02 g/100mL asetik asit) azalma oldugu tespit
edilmistir. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda titrasyon asitligi degeri
bakimindan ALG-INU o6rnegi ile diger 6rnekler arasindaki farkin 6nemli (p<0.001)
oldugu bulunmustur. ALG-INU 6rneginin titrasyon asitligi degerinin diger nar sirkesi
orneklerinden farkli olarak baslangicta ve depolama siiresi boyunca azalmasinin
nedeni, sodyum aljinat kapsiillerini g¢evreleyen Ca*? iyonlarinin zaman igerisinde
sirkeye gegerek tamponlayici etkide bulunmasi ve sodyum aljinatin (5-11 pH) alkali
karakterde olmasi ve sirkeye zaman i¢inde salinmasi oldugu diisiiniilmektedir (Pawar
ve Edgar, 2012). Bu sonuglara benzer olarak Cakir (2021) ¢alismasinda, ¢esitli polimer
maddeler (sodyum aljinat-seliiloz asetat fitalat) ile mikroenkapsiile edilmis probiyotik
mikroorganizmalar1 (Lb. rhamnosus GG ve E. coli Nissle) elma+seftali ve portakal
suyuna ilave ederek 4 °C’de 35 giin depolama siiresi i¢inde titre edilebilir asitlik
miktarini belirlemistir. Calisma sonucunda, elma+seftali suyunun titre edilebilir asitlik
miktarmin kontrol &rneginde 4.48 g/L sitrik asit iken aljinat ile mikrokapsiile Lb.
rhamnosus GG ilaveli edildiginde 4.42 g/L sitrik asit degerine diistigii ve depolama

stiresince azalmanin devam ettigi, en diisiik degerin ise depolamanin 35. giiniinde 3.46

55



g/L sitrik asit oldugu tespit edilmistir. Benzer sekilde aljinat ile mikrokapsiile Lb.
rhamnosus GG ilaveli edilen portakal suyunun da titre edilebilir asitlik miktar1 azalmis

olup en diisiik deger depolamanin 7. giiniinde 6.08 g/L sitrik asit olarak belirlenmistir.

Nar sirkesi Orneklerinin 4+1 °C’de depolama siiresi boyunca titrasyon asitligi
degerlerindeki degisim Sekil 4.3’te goriilmektedir. Nar sirkesi orneklerinin genel
ortalama titrasyon asitligi degerlerine dort haftalik depolama siiresinin etkisinin
istatistiksel olarak 6nemli olmadigi belirlenmistir. Tez ¢alismasinda, SH ve CTS-
ALG-INU orneklerinde dort haftalik depolama siiresi boyunca titrasyon asitligi
miktarinda ihmal edilecek kadar kiigiik bir artis oldugu, ALG-INU 6rneginde ise
azalma oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar, S. boulardii mayasinin 4+1 °C’de dort
hafta depolama siiresi i¢inde nar sirkesinde tespit edilebilir bir fermantasyona neden

olmadigini géstermektedir.

Nar Sirkesi Orneklerinin Titrasyon Asitligi Degerleri (% asetik asit)
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Sekil 4.3. Nar sirkesi orneklerinin titrasyon asitligi (% asetik asit) degerlerinin

depolama siiresince degisimi.

Hata ¢ubuklari ortalamanin standart sapmasini temsil etmektedir (n=2).
Bu sonuglarla uyumlu olarak, S. boulardii, L. plantarum RS, L. casei LCS ve L.
fermentum gibi probiyotik mikroorganizmalarini igeren kivi suyunun siite ilave
edildigi ve 37 °C'de 12 saat fermante edildigi bir ¢alismada, S. boulardii igeren kivi
suyunun siite ilavesinin laktik ve asetik asit miktarini artirdigi; kivi suyu igermeyen S.
boulardii ilaveli siitiin ise fermantasyonun 10. saatine kadar laktik ve asetik asit

miktarimi artirdigi tespit edilmistir (Mousa vd., 2018).
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S. boulardii mayas: ile fermante edilmis karpuz, kirmizi pancar ve siyah havug
suyunun 20°C’de 16 giin boyunca depolandigi bir ¢alismada, 6rneklerin titrasyon
asitligi degerleri depolama siiresi boyunca artis gostermis olup 0. giin ig¢in
sirasiyla %0.01 laktik asit, %0.03 laktik asit ve %0.47 laktik asit miktarinda iken;
depolamanin 16. giinii sonunda sirasiyla %0.46 laktik asit, %0.47 laktik asit ve %0.90
laktik asit olarak belirlenmistir (Degirmencioglu vd., 2016). Bu ¢alismadan farkli
olarak tez sonuglarinda CTS-ALG-INU ve SH nar sirkesi 6rneklerinde depolama
stiresi boyunca titrasyon asitligi miktar1 0.02-0.04 g/100mL asetik asit gibi ¢ok kii¢iik
bir artis gostermis olup bu sonug S. boulardii probiyotik mayasmin nar sirkesinde

herhangi bir fermantasyona neden olmadigini gostermistir.

Kaju suyuna S. boulardii mayasi ve farkli tatlandiricilarin ilave edildigi ve 7 °C’de 28
giin boyunca depolandig1 bir ¢alismada, depolama boyunca kaju suyunun titrasyon
asitligi miktari azalmis ve S. boulardii ilaveli kaju suyunda 0. giin 2.04 g/100 mL laktik
asit iken 28. giin sonunda 1.95 g/100 mL laktik asit olarak belirlenmistir (Santana vd.,
2020). Bu calisma sonucundan farkli olarak tez ¢alismasinda, S. boulardii serbest
hiicre i¢eren nar sirkesi 6rneginin titrasyon asitligi miktarinda 4+1 °C’de dort haftalik

depolama siiresi i¢inde 0.04 g/100mL asetik asit artis tespit edilmistir.

4.3.3 Suda ¢oziiniir kuru madde miktari

Meyve suyu ve sirkede bir kalite kriteri olan suda ¢oziiniir kuru madde, basta fruktoz,
glikoz olmak iizere sekerler ve sitrik asit, malik asit, asetik asit ve tartarik asit gibi

organik asitlerden olusmakta olup Briks olarak ifade edilmektedir.

TS EN 13188 Sirke Standardinda suda ¢oziiniir kuru madde ile ilgili herhangi bir
referans deger belirtilmemistir. Calismada SH, ALG-INU ve CTS-ALG-INU
orneklerinin suda ¢oOziiniir kuru madde miktar1 1.5+0.00 Briks olup 4+1 °C’de

depolama siiresi boyunca degisim gostermemistir.

Geleneksel yontemlerle iiretilmis Trabzon hurmasi, ¢am kozalagi ve ali¢ sirke
orneklerinin suda ¢oziiniir kuru madde miktarinin belirlendigi bir ¢alismada, Trabzon
hurmasi sirkesi i¢in 1.44-2.85 Briks, ¢am kozalag: sirkesi 0.70-2.01 Briks ve alig
sirkesi i¢in de 0.90-1.93 Briks tespit edilmistir (Satici, 2021). Tayvan yerel

pazarlarindan toplanan 66 meyve sirkesinin (Mei-Japon kayisi, ananas, yaban mersini,
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greyfurt, tutku meyvesi, yildiz meyvesi, elma sarabi, dut, portakal, limon) suda
¢ozlinilir kuru madde miktarlarinin oldukg¢a degisken oldugu belirtilmistir (Chang vd.,
2005). Nar sirkesine S. boulardii ilave edilen 6rneklerin suda ¢oziiniir kuru madde
miktar1 diger meyve sirkelerinin suda ¢oziiniir kuru madde miktarina yakin sonuglar
verdigi ve probiyotik maya ilavesinin nar sirkesinin suda ¢ozilinlir kuru madde

miktarinda 6nemli bir degisim meydana getirmedigi tespit edilmistir.
4.4 S. boulardii Maya Sayisi

Yiiksek asitli gidalara eklenen probiyotikler depolama siiresi iginde ortam
kosullarindan etkilenerek canliliklarini kaybedebilmektedir. Iniilin prebiyotigi igeren
aljinat ve kitosan ile mikroenkapsiile edilmis S. boulardii mayasinin nar sirkesindeki
canliligi bu boliimde incelenmistir. SH, ALG-INU ve CTS-ALG-INU o6rneklerinin
4+1 °C’de depolama siiresinin 0, 1, 2, 3 ve 4. haftalarindaki S. boulardii maya say1si

log kob/mL olarak Cizelge 4.5’te verilmistir.

Cizelge 4.5. S. boulardii ilaveli nar sirkesinin maya sayilari (log kob/mL), (x + SD),

(n=2).
) Hafta
Ornekler 10gNo Hafta-
0 1 2 3 4 10gN4. Hafta
SH 8.39+0.05% | 7.66+0.0982 | 6.69+0.06® | 5.46+0.07P2 | 4.27+0.05Ea 412
ALG-
INU 8.37+0.054P | 8.34+0.078° | 8.23+0.12C° | 7.35+0.04 D0 | 7.24+0.04 F 1.13
CTS-ALG-

INU 8.38+0.08 A° | 6.82+0.08 % | 6.04+0.20° | 5.23+0.16°° | 5.02+0.00 E° 3.36
SH: Serbest S. boulardii ilaveli nar sirkesi
ALG-INU: Aljinat iniilin kaplt mikroenkapsiile S. boulardii ilaveli nar sirkesi
CTS-ALG-INU: Aljinat iniilin ve kitosan kapli mikroenkapsiile S. boulardii ilaveli nar sirkesi
x: 1ki tekerriir ortalamasi, SD: Standart sapma, n: Tekerriir say1si
Aynt stitundaki farkli kiiciik harfler 6rnekler arasindaki farkliligin 6nemli oldugunu ifade etmektedir
(p<0.001).
Ayni satirdaki farkli biiyiik harfler depolama giinleri arasindaki farkliligin 6nemli oldugunu ifade
etmektedir (p<0.001).

ALG-INU 6rneginde baslangigta 8.37+0.05 diizeyinde eklenen S. boulardii mayasinin
4+1 °C’de 4 hafta depolama sonunda maya sayisinin 7.24 log kob/mL oldugu
belirlenmistir. CTS-ALG-INU o6rneginde S. boulardii sayisi, baslangigta 8.38 log
kob/mL iken depolama sonunda 5.02 log kob/mL oldugu tespit edilmistir. SH
orneginin maya sayisi ise dort haftalik depolama siiresi iginde 8.39 log kob/mL’den

4.27 log kob/mL’ye azalmistir. SH, ALG-INU ve CTS-ALG-INU o6rneklerinin S.
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boulardii sayisinda dort haftalik depolama siiresi sonunda sirasiyla 4.12 log, 1.13 log
ve 3.36 log birimlik azalma meydana gelmistir. S. boulardii ilaveli nar sirkesi
orneklerinde, depolama siiresi boyunca biitlin formlar i¢in canlilik diizeyinin
korundugu goriilse de serbest hiicre formuna kiyasla mikroenkapsiile formlarda
canlilik seviyesinin daha stabil oldugu goriilmektedir. Yapilan istatistiksel analizler
sonucunda nar sirkesine eklenen maya hiicre formlarinin maya sayisina olan etkisinin

onemli (p<0.001) oldugu belirlenmistir.

S. boulardii ilaveli nar sirkesi 6rneklerinin depolamanin dordiincii hafta maya sayisi
sonuclarina bakildiginda, ALG-INU o6rnegi ile SH o6rnegi arasindaki fark 3 log
kob/mL’den daha fazla iken ALG-INU o6rnegi ile CTS-ALG-INU o6rnegi arasindaki
farkin 2 log kob/mL’den fazla oldugu goériilmektedir. Bu durum, %3 (m/v) sodyum
aljinat ile mikroenkapsiilasyon isleminin nar sirkesinde S. boulardii probiyotik
canliliginin  korunmasinda etkin bir yontem oldugunu gdstermektedir. Tez
calismasinda kullanilan simbiyotik ALG-INU mikrokapsiillerinin igindeki iniilin
prebiyotiginin de S. boulardii canliligmmin  korunmasinda etkili oldugu
diistiniilmektedir. Bu sonuglarla uyumlu olarak S. boulardii probiyotik mayasinin
aljinat polimeri ile enkapsiile hiicre formunda elma pargalarina ilave edildigi bir
calismada baslangi¢ S. boulardii sayis1 7.84 log kob/mL iken; 4°C’de depolamanin 77.
glinii sonunda maya sayisi 7.78 log kob/mL olarak belirlenmistir (Gallo vd., 2014).
Benzer bagka bir ¢alismada ise, aljinat polimeri ile enkapsiile S. boulardii ile iiretilen
kefirin 4°C'de 28 giin depolanmasi sonunda S. boulardii say1s1 8.55 log kob/mL olarak
belirlenerek probiyotik yeterlilik diizeyinin iizerinde oldugu belirtilmistir (Kalkan,
2019). Mayalarin mikroenkapsiilasyonuna iligkin az sayida arastirma yayinlanmigtir
ancak probiyotikleri gevresel streslerden koruma yetenekleri agisindan ¢ok sayida
mikrokapstilleme stratejisi degerlendirilmistir. Bu ¢alismalarda en yaygin kullanilan

polimer aljinattir (Koyama ve Seki, 2004; Talebnia ve Taherzadeh, 2006).

Uziimsii meyvelerden elde edilen meyve suyuna S. boulardii mayasinin serbest hiicre
ve iniilin, aljinat ve ksantan gum ile enkapsiile edilerek ilave edildigi ve 4 °C'de 4 hafta
boyunca depolandig1 bir ¢caligma sonucunda, S. boulardii mayasinin meyve suyuna
enkapsiile edilerek eklenmesinin daha etkili oldugu belirtilmistir. Depolamanin ikinci
haftas1 sonunda serbest hiicre formunda S. boulardii sayisinda 3 log birimlik azalma

meydana gelmis ve maya sayis1 4 log kob/mL olarak tespit edilmistir. Mikroenkapsiile
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formda S. boulardii sayisi ise depolamanin dérdiincii haftasinin sonunda 7 log kob/mL
kalarak probiyotik yeterlilik gostermistir (Fratianni vd., 2014). Calismanin
sonuglartyla uyumlu olarak depolamanin doérdiincii haftasinin sonunda ALG-INU

orneginin S. boulardii sayis1 7.24 log kob/mL olarak belirlenmistir.

Asetik asidin S. boulardii maya hiicresi lizerindeki etkisini arastiran Fu vd. (2022) S.
boulardii’nin %1 ve %2 asetik asit iceren YPD besiyerinde 16 saat inkiibasyon
sonunda inhibe oldugunu belirtmistir. Ayn1 kosullarda besiyerinin %0.5 asetik asit
icermesi durumunda ise S. boulardii maya hiicresi canliligini korumus ve maya
tomurcuklanma oraninda artis meydana gelmistir. Asetik asit stresi, S. boulardii maya
plazma zar1 biitlinliigiiniin kaybina ve gegirgen bir ortam olugmasina neden
olmaktadir. Asetik asit stresi altinda maya hiicre morfolojisinde ylizey burugmasi gibi
degisimler meydana gelirken asetik asit, maya hiicre duvarimi incelterek yag globiil
birikimini yok etmekte, organelleri pargalamakta ve sitoplazmik vakuolleri artirarak
hiicreyi savunmasiz duruma getirmektedir. Ancak mikroorganizmalarin dogal
ortamlari olan gidalarda farkli asit direnci davraniglari sergiledigi bilinmektedir. Maya
hiicreleri asidin fazlasin hiicrelerinden atmak igin biiyiik miktarda ATP harcarlar ve
ortamda mayanin enerji ihtiyacini karsilayacak kadar besin bulunmasi gerekmektedir.
Bu nedenle % 0.87 (v/m) asetik asit i¢eren nar sirkesinde serbest hiicre formunda (SH)
S. boulardii sayist 4+1 °C’de dort hafta depolama siiresi boyunca azalmig ancak maya

canlilig1 devam etmistir.

S. boulardii mayasi ile fermante edilmis karpuz (4.27 pH), kirmiz1 pancar (4.80 pH)
ve siyah havug suyunun (5.60 pH), 20°C’de 16 giin boyunca depolandig1 bir ¢alismada
mayanin probiyotik 6zellikleri belirlenmistir. Caligma sonucunda S.boulardii maya
sayisinda karpuz i¢in 0.12 log, kirmiz1 pancar igin 0.46 log ve siyah havug suyu igin
de 0.33 log birimlik bir azalma oldugu tespit edilmistir. Depolamanin 16. giinii
sonunda S. boulardii maya sayis1 karpuz, kirmizi pancar ve siyah havug suyu icin
sirastyla 7.78 — 8.30 — 8.65 log kob/mL olarak belirlenmistir (Degirmencioglu vd.,
2016). Bu ¢alismada oldugu gibi baslangi¢ pH degerinin yiiksek olmasi zay1f asitlerin
neden oldugu S. boulardii mayasindaki stres hasarinin azalmasina yardimci olmaktadir
(Fu vd., 2022). Tez galismasinda nar sirkesi baglangigta 3.62 pH degerinde olmasina
ragmen, SH Ornegi 14 giinliik depolama siiresi sonunda 6.69 log kob/mL maya

sayisiyla probiyotik yeterlilik gostermistir.
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Benzer olarak baska bir ¢aligmada, kaju suyuna (3.24 pH) S. boulardii probiyotik
mayasi ilave edilerek 7 °C’de 28 giin depolanmis ve S. boulardii maya sayisi
belirlenmistir. Baslangigta 8 log kob/mL diizeyinde ilave edilen S. boulardii sayis1 28.
giin sonunda 8.24 log kob/mL olarak belirlenmistir (Santana vd., 2020). Asit
direncinin olusumunda zayif organik asidin ¢esidi de etkili olmaktadir. Bu acgidan
incelendiginde, laktik asit asetik aside gore daha fazla iyonize olurken asetik asit
molekiiler formda kalmaktadir. Molekiiler formda kalan asitler daha fazla hiicre i¢inde
serbest yayilarak dissosiye olurlar ve hiicre i¢i asitlenmeyi artirirlar (Fu vd., 2022).
Tez ¢alismasinda nar sirkesinin hakim asidi asetik asit olmasi nedeniyle 4+1 °C’de 28
giin depolama siiresi sonunda S. boulardii sayis1 4.27 log kob/mL’ye diismiistiir.
Ancak asetik asit varligina ragmen nar sirkesinin 14 giinliik depolama siiresi sonunda
SH 6rneklerinde 6.69 log kob/mL S. boulardii sayist ile probiyotik yeterliligi korudugu

goriilmektedir.

Depolama siiresi boyunca CTS-ALG-INU 6rneginde S. boulardii canliligi serbest
hiicre formundan daha iyi muhafaza edilirken ALG-INU 6rneginin gerisinde kalmistir.
Bunun sebebinin kitosan polimerinden kaynaklandigi disiiniilmektedir. Kitosan asit
direnci yiiksek bir polimer olup mayalarin mikroenkapsiilasyonunda basarili bir
sekilde kullanilmaktadir (Sivudu vd., 2016; Gallo vd., 2008). Ancak asetik asit
bakimindan zengin bir gida olan sirkede kitosan polimeri ve kitosanla kaplanmis

aljinat mikrokapsiilii i¢inde S. boulardii mayasi ilk defa kullanilmistir.

Kitosanin sirke matrisinde mikroenkapsiile mikroorganizmay1 korumada yeterince
etkili olamamasinin sebebi arastirildiginda; yiiksek asetik asit varliginda, kitosan
molekiillerinin asit kataliziyle parcalanabildigi, asetik asidin kitosanin amino grubunu
protonlayarak molekiiliin yapisin1 degistirebildigi ve bdylece koruma yetenegini
azaltabildigi gorilmektedir (Wang vd, 2020). Kitosanin ¢oziinirliigii 6nemli
parametrelerden biri olup polimerin molekiil agirligina, tiretimde kullanilan kitinin
kaynagina, ortamda metal iyonlarmin bulunup bulunmamasina, ¢oziicii olarak
kullanilan asidin tipi ve konsantrasyonuna bagli olarak degiskenlik gostermektedir
(Kurita, 2006; Kumar, 2000). Kitosan zayif bir baz olup asetik asit gibi zayif asitlerle
etkilesime girerek ¢esitli reaksiyonlara neden olabilmektedir (Thirugnanasambandan
ve Gopinath, 2023). Kitosanin nar sirkesindeki asetik asit ile etkilesimi sonucu kitosan

polimeri ile kapli mikrokapsiillerin ¢oziiniirliigii artabilmektedir. Kitosan asetik asit,
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formik asit, laktik asit gibi seyreltik organik asit c¢ozeltilerinde (pH<6)
cozlinebilmektedir. Asidik ortamlarda ¢oziinen kitosanin amino gruplar1 proton
baglayarak pozitif yiiklii hale gecer (Kurita, 2006; Kumar, 2000). Pozitif yiiklii kitosan
molekiilii hiicrelerin ylizeyinde bulunan negatif yiiklerle reaksiyona girerek hiicre
gecirgenliginin degismesine neden olabilmektedir. Polikatyonik formdaki kitosan ile
mikroorganizmalarin yiizeyinde bulunan lipopolisakkaritler gibi anyonik bilesenler
arasinda elektrostatik etkilesim olusmaktadir. Elektrostatik etkilesim sonucunda hiicre
ylzeyinde negatif ve pozitif yiiklerin dagilimi farklilasmakta ve bdylece hiicrenin
membran stabilitesi bozularak gecirgenligi degismektedir. Membran gecirgenliginin
degismesi ile besin maddeleri hiicre igerisine girememekte veya hiicre i¢i bilesenleri
hiicre disina sizmakta ve bunlarin sonucunda da hiicre 6limii gerceklesmektedir.
Yiiksek molekiiler agirlikli kitosanlar mikroorganizma hiicre yiizeyi ile interaksiyona
girip hiicre gegcirgenliginin degismesine neden olurken diisik molekiiler agirlikli
kitosanlar hiicre duvarindan gegerek hiicre igine girmekte ve hayati onemli bilesiklere
(DNA) adsorbe olarak mRNA ya da protein sentezinin yavaslamasina veya durmasina
ve sonugta mikroorganizmanin inhibe olmasina neden olmaktadir. Kitosanin
antifungal aktivitesinin mekanizmasi heniiz tam olarak agiklanamamistir (Yildirim

vd., 2016).

Tez calismasinda kullanilan kitosan polimerinin orta molekiiler agirliklt oldugu
diisiniildiigiinde kitosan ile kaplanmis aljinat mikrokiirelerinden maya hiicrelerinin
nar sirkesine salinmasi sirasinda pozitif yiikli kitosan molekiili ile hiicrelerin
ylizeyinde bulunan negatif yliklerin reaksiyona girerek hiicre gecirgenliginin
degismesine neden olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica ortam pH degerine gore
diizeyi degismekle beraber kitosan molekiilii mikroorganizma hiicre duvarinda
bulunan iz metalleri selatlayabilmektedir. Kitosanin dogal olarak yiiksek hidrofobik
Ozelliklere sahip olmasi, bazi bilesenlerin kapsiil icinde homojen bir sekilde

dagilmasini da zorlastirabilmektedir (Yarnpakdee vd, 2022).

Domates suyu ve havu¢ suyuna serbest hiicre ve aljinat ile kitosan polimer
kombinasyonuyla mikroenkapsiile edilmis S. boulardii probiyotik mayasinin ilave
edildigi bir galismada 6rnekler 37°C’de 72 saat inkiibe edildikten sonra 4°C’de 6 hafta
stireyle depolanmis ve probiyotik maya sayilari belirlenmistir. Arastirma sonucunda,

biitiin domates suyu ve havug suyu 6rneklerine baslangigta 6.58 log kob/mL olarak S.
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boulardii eklenmis olup serbest hiicre maya eklenen 6rneklerde depolamanin besinci
haftas1 sonunda enkapsiile form maya eklenen orneklerde ise altinct hafta sonunda
maya sayist 5.60 log kob/mL olarak belirlenmistir. Serbest hiicre formunda maya
eklenen orneklerde depolamanin besinci haftasinin sonunda maya sayisinda 1 log
birimlik azalma gdriiliirken ayn1 miktarda azalma enkapsiile hiicre eklenen 6rneklerin
altinci haftasiin sonunda tespit edilmistir (Sivudu vd., 2016). Tez ¢alismasinda bu
sonuglardan farkli olarak SH 6rneginde depolamanin dordiincii haftasi sonunda 4 log
birimlik azalma goriiliirken ayn1 depolama siiresinde ALG-INU 6rnegi i¢in 1 log ve
CTS-ALG-INU o6rnegi i¢in ise 3 log birimlik azalma meydana gelmistir. Bunun en
onemli nedeni, nar sirkesi organik asit profilinin domates ve havug suyundan ¢ok farkli
olmasidir. Asetik asit molekiiler formda kalarak S. boulardii hiicresi i¢inde serbest
yayillmakta ve diger organik asitlerden daha fazla dissosiye olarak hiicre i¢i

asitlenmeyi artirmaktadir.

Nar suyuna (pH 3.21) serbest hiicre (SH), aljinat (ALG), tek tabaka kitosanla kapli
aljinat (CTS-ALG) ve ¢ift tabaka kitosanla kapli aljinat (CTS+CTS-ALG)
mikroenkapsiile Lactobacillus plantarum susunun 8.6 log kob/mL olarak ilave edildigi
ve 4 °C'de 6 hafta depolandig1 bir ¢aligmada probiyotik bakteri sayisi tespit edilmistir.
Arastirmada depolamanin dordiincii haftasi sonunda L. plantarum sayis1 CTS-ALG
orneginde 6.1 log kob/mL iken CTS+CTS-ALG o6rneginde ise 7.2 log kob/mL oldugu
ve SH ile ALG orneklerinde probiyotik bakterinin tamamen inhibe oldugu
belirlenmistir. Calisma sonucunda mikroenkapsiilasyonda kitosan ve aljinat
polimerlerinin kombine kullanilmasinin nar suyunda L. plantarum probiyotiginin
korunmasinda serbest hiicreye ve aljinatin tek basina kullanilmasina kiyasla daha etkili
oldugu anlagilmistir (Nualkaekul vd., 2012). Tez ¢alismasinda bu sonuglara benzer
olarak; ALG-INU ve CTS-ALG-INU ornekleri SH nar sirkesi 6rnegine kiyasla daha
yiiksek probiyotik canlilik gostermistir. Ancak nar sirkesinde S. boulardii mayasinin
asit stresine karsi korunmasinda kitosan ve aljinat kombinasyonu yeterince etkili
olamamistir. Bunun nedenlerinden biri nar suyu ile nar sirkesi organik asit profilinin
farkliligidir. Asetik asit stresi, S. boulardii maya plazma zar1 biitiinliigiiniin kaybina ve
gegirgen bir ortam olugmasina neden olmaktadir. Bir diger neden olarak ise kitosan ile
kaplanmis aljinat mikrokiirelerinden maya hiicrelerinin nar sirkesine salinmasi

sirasinda pozitif yiiklii kitosan molekiilii ile hiicrelerin yiizeyinde bulunan negatif
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yiiklerin reaksiyona girerek hiicre gegirgenliginin degismesine neden olabilecegi

distiniilmektedir.

Kitosan mikroenkapsiillerinden mikroorganizmanin yeterince salinamamasi da
caligmalarda sorun teskil etmektedir (Gedik, 2022; Graff vd., 2008). Graff vd. (2008)
tarafindan yapilan bir ¢alismada, S. boulardii mayasmin gastrointestinal kanaldan
bozunmadan ge¢ip kolona ulasmasi amaciyla aljinat ile mikroenkapsiile edilmis
mayanin ikinci tabaka olarak kitosanla kaplanip kaplanmamasi arasindaki fark
belirlenmistir. In vitro olarak gerceklestirilen ¢alismada, pH 1.1'de 120 dakika
sonunda kitosanla kapsiillenmemis S. boulardii probiyotiginin %]1'den azi hayatta
kalirken, kapsiillenmis maya hiicrelerinin ¢ogunlugu mikrokapsiil icinde kalmistir. pH
6.8'de, canli mayalarin yaklasik %35' salinmistir. In vivo olarak yiiriitiilen calismanin
ikinci asamasinda ise, siganlara 2x10% kob/100 g'lik tek oral doz probiyotik
verilmesinin ardindan 96 saat i¢inde gaita ile atilan canli maya orani belirlenmistir.
Sonugta canli maya diizeyi serbest hiicre maya icin %2.5, aljinat kapli mikrokapsiil
icin %13.3 ve kitosan kapli aljinat mikrokapsiiller i¢in de %9.0 olarak tespit edilmistir.
Calisma sonucuna gore aljinat mikrokiireler i¢inde kapsiillenen S. boulardii maya
hiicreleri asidik bir ortama maruz kaldiginda canliligini 6nemli 6l¢iide korumustur.
Ayrica mikrokiirelerin kitosanla ikici tabaka olarak kaplanmasinin kolonda kapsiillerin
yetersiz acgilmasi sorunu nedeniyle canli maya sayisinin artmasma ek bir fayda

saglamadigi tespit edilmistir.

Nar sirkesi orneklerinin 4+1 °C’de dort hafta depolama siiresince maya sayilarindaki

degisim Sekil 4.4’te verilmistir.
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Grafikten takip edilebilecegi gibi 4+1 °C’de 4 haftalik depolama siiresi boyunca nar
sirkesi orneklerinde en yiiksek S. boulardii maya sayisi ilk giinde belirlenmis olup
depolama siiresince SH; ALG-INU VE CTS-ALG-INU o6rneklerinde farkli oranlarda
azalig gostermistir. Depolama siiresinin S. boulardii sayisina etkisi istatistiksel olarak

onemli (p<0.001) bulunmustur.

Nar Sirkesi Orneklerinin S. boulardii Sayist (log kob/mL)
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Sekil 4.4. Nar sirkesi 6rneklerinin maya sayilarinin (log kob/mL) depolama siiresince

degisimi.

Hata ¢ubuklari ortalamanin standart sapmasini temsil etmektedir (n=2).
Dort haftalik depolama siiresi sonunda CTS-ALG-INU 6rneginde S. boulardii canliligi
serbest hiicre formundan daha 1yi muhafaza edilirken ALG-INU 6rneginin gerisinde
kalmistir. ALG-INU 6rneginde S. boulardii sayisindaki azalmanin yaklasik 1 log
birimlik olusu ve maya sayisinin dort hafta boyunca 7 log kob/mL diizeyinde olmasi
nedeniyle S. boulardii mayasinin aljinat polimeriyle mikroenkapsiile formunun nar
sirkesiyle iyi uyum sagladigi belirlenmistir. Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi
Tiirk Gida Kodeksi Etiketleme Yonetmeligi'ne gore, bir yiyecek veya igecegin
probiyotik olarak tanimlanabilmesi igin son kullanma tarihine kadar en az 1x10° kob/g
canli mikroorganizma icermesi gerekmektedir. Bu deger, probiyotiklerin olas1 saglik
etkilerini gosterebilmeleri icin gerekli olan en diisiik miktar1 ifade etmektedir.
Probiyotik yeterlilik bakimindan SH ve CTS-ALG-INU orneklerinin depolama
stiresinin iki hafta olmas1 gerektigi saptanmistir. ALG-INU 6rneginde ise depolama
stiresinin dort haftanin {izerine ¢ikarilmasiyla probiyotik yeterliligin sonlandigi

depolama siiresinin belirlenmesi gerekmektedir.
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S. boulardii ilave edilmis nar sirkesi orneklerinin 4+1 °C’de dort hafta depolama
stiresince maya sayilarinin logaritmik azalmalar1 Sekil 4.5’te verilmistir. Maya
sayilarindaki logaritmik azalma 10g10 No.hafta - 10910 Nn hafta (n=1,2,3 ve 4.hafta) seklinde

hesaplanmustir.

S. boulardii Sayisindaki Logaritmik Azalma

45
fes
= 4
<35 _
= m
g 3
825
g 2
[qe]
<15
o
< 1
S
205

0

0 0.5 1 15 2 2.5 3 35 4 4.5

Depolama siiresi (hafta)

e SH ALG-INU CTS-ALG-INU

Sekil 4.5. Nar sirkesi 6rneklerinin maya sayilarindaki logaritmik azalma.
Hata ¢ubuklar1 ortalamanin standart sapmasini temsil etmektedir (n=2).

Grafikten takip edilebilecegi gibi; dort haftalik depolama siiresi boyunca SH 6rneginin
maya sayisi, dogrusal bir logaritmik azalma gostermistir. ALG-INU 6rneginde ise,
depolamanin ilk iki haftasinda maya sayisindaki logaritmik azalma degeri ihmal
edilecek kadar az iken depolamanin sonraki haftalarinda SH ve CTS-ALG-INU
orneklerine gore daha diisiik bir azalma egilimi oldugu goriilmektedir. CTS-ALG-INU
orneginde ise S. boulardii 6liim hizi depolamanin igiincii haftasina kadar SH
orneginden fazla oldugu goriilmektedir. Ancak depolamanin ii¢lincii haftasindan sonra
CTS-ALG-INU orneginde S. boulardii 6liim hizi yavaslamis ve SH 6rnegindeki S.
boulardii 6liim hizinin altina diismistiir. Bunun nedeni olarak; asetik asit ortaminda
kitosanin amino gruplarinin proton baglayarak pozitif yiiklii hale gegmesi ve kitosan
ile kaplanmig aljinat mikrokiirelerinden maya hiicrelerinin nar sirkesine salinmasi
sirasinda maya hiicrelerinin yiizeyinde bulunan negatif yiiklerle reaksiyona girerek

hiicre gecirgenliginin degismesi olabilecegi diistiniilmektedir.
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5.SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda Saccharomyces boulardii CNCM 1-745 (Biocodex, Fransa)
probiyotik mayasi, serbest hiicre (SH) formunda, iniilin prebiyotigi eklenmis aljinat
(ALG-INU) ve ¢ift tabaka aljinat ve Kkitosan (CTS-ALG-INU) polimerleriyle
simbiyotik mikroenkapsiile edilerek nar sirkesine (3.6 pH) eklenmistir. Nar sirkesi
orneklerinin 4+1°C’de 4 hafta depolama siiresi boyunca 0, 1, 2, 3 ve 4. haftalarindaki
bazi1 kimyasal 6zellikleri (titrasyon asitligi degeri, pH degeri, suda ¢6ziiniir kuru madde

miktari) ve S. boulardii maya sayis1 belirlenmistir.

Tez deneme planmin olusturulmasinda 6n deneme asamasinda; 2.97 pH, titrasyon
asitligi degeri 4.01 g/100 mL asetik asit ve suda ¢o6ziiniir kuru madde miktar1 3.15
Briks olan Tarim Kredi Kooperatifi (TKK) tarafindan iiretilen endiistriyel nar sirkesine
~8 log kob/mL diizeyinde S. boulardii mayasi SH; ALG-INU ve CTS-ALG-INU
formlarinda eklenmis ve nar sirkesi 6rnekleri 4+1°C’de 24 saat depolanarak maya
say1s1 igin analize alinmistir. Analiz sonuglarinda S. boulardii mayasinin inhibe oldugu
anlasilmis ve ¢alismaya ev tipi nar sirkesi ile devam edilmistir. Ev tipi nar sirkesinin
bazi kimyasal Ozellikleri; 3.6 pH, 1.08 g/100mL asetik asit titrasyon asitligi, 1.5
Briks, 9%0.87 asetik asit, %0.05 formik asit ve %0.04 sitrik asit olup hakim asit asetik

asit olarak belirlenmistir.

S. boulardii ilave edilen nar sirkesi 6rneklerinin pH degeri incelendiginde, baslangicta
3.6 pH olan nar sirkesine serbest hiicre veya mikroenkapsiile hiicre formunda
S. boulardii mayasi ilave edildiginde probiyotik nar sirkesi orneklerinin (3.57-3.63
pH) 3.6 pH degerinde oldugu ve S. boulardii ilavesinin ve kullanilan polimerlerin nar

sirkesinin pH degerini 6nemli diizeyde degistirmedigi belirlenmistir.

Titrasyon asitligi miktarindaki degisim incelendiginde ise tez ¢aligmasinda, 4+1 °C’de
dort hafta depolanan biitiin nar sirkesi 6rneklerinin toplam asitlik miktarinda artis
olmamasina bakilarak S. boulardii mayasinin nar sirkesinde herhangi bir
fermantasyona neden olmadigi sonucuna varilmistir. SH ve CTS-ALG-INU
orneklerinde depolama siiresi sonunda titrasyon asitligi miktar1 ortalama degerlerinin
baslangic nar sirkesi titrasyon asitligi miktar1 (1.08 g/100mL asetik asit) ile uyumlu
oldugu belirlenmistir. ALG-INU 6rneginde ise 0.91 g/100mL asetik asit ile titrasyon

asitligi degerindeki azalmanin istatistik olarak oOnemli (p<0.001) oldugu tespit
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edilmistir. ALG-INU o6rneginin titrasyon asitligi degerinin diger nar sirkesi
orneklerinden farkli olarak baslangicta ve depolama siiresi boyunca azalmasinin
nedeni, sodyum aljinat kapsiillerini ¢evreleyen Ca* iyonlarinin zaman igerisinde
sirkeye gecerek tamponlayici etkide bulunmasi ve sodyum aljinatin (5-11 pH) alkali

karakterde olmasi ve sirkeye zaman i¢inde salinmasi oldugu diistiniilmektedir.

Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi Tiirk Gida Kodeksi Etiketleme Yonetmeligi'ne
gore, bir yiyecek veya igcecegin probiyotik olarak tanimlanabilmesi i¢in son kullanma
tarihine kadar en az 6 log kob/g canli mikroorganizma igermesi gerekmektedir. Bu
acidan nar sirkesi orneklerinin 4+1 °C’de dort haftalik depolama siiresi sonunda
probiyotik yeterlilikleri degerlendirildiginde; sadece ALG-INU o6rnegi 7.24 log
kob/mL S. boulardii maya sayist ile limit degerin tizerinde kalmistir. Baslangigta biitiin
nar sirkesi orneklerine ~8 log kob/mL diizeyinde S. boulardii inokiile edilmis olup dort
haftalik depolama siiresi sonunda SH i¢in 4.27 log kob/mL; CTS-ALG-INU igin ise
5.02 log kob/mL maya sayisi tespit edilmistir. Arastirma sonunda probiyotik yeterlilik
agisindan SH ve CTS-ALG-INU o6rneklerinin 4+1 °C’de 2 hafta depolanabilecegi

anlagilmistir.

Yiiksek asitli gidalara eklenen probiyotikler depolama siiresi boyunca ortam
kosullarindan etkilenerek canliliklarini  kaybedebilmektedir. Bu nedenle tez
calismasinda maya, ilk tabaka olarak aljinat ile kaplanirken ikinci tabaka olarak asit
direnci yiiksek olan kitosan polimeri ile kaplanmis ve prebiyotik olarak iniilin tercih
edilerek probiyotigin hassasiyetini azaltmak ve canliligini en yiiksek diizeyde tutmak
amaclanmistir. Aljinat, CaCl; ile yumusak bir matris olusturur ancak asitli ortamlara
kars1 hassas bir polimerdir. Kitosan polimeri aljinatin jel gézenekliligini azaltarak asit
direncini artirmaktadir. Bu tez calismasinda beklenenin aksine iniilin prebiyotigi
iceren aljinat polimeri ile gerceklestirilen mikroenkapsiilasyon igsleminin nar sirkesi
gibi yiiksek asitli bir gida matrisinde S. boulardii mayasinin canli kalma diizeyini
onemli bir sekilde artirdigi belirlenmistir. ALG-INU o6rneginde S. boulardii
sayisindaki azalmanin yaklasik 1 log birimlik olusu ve maya sayisinin dort hafta
boyunca 7 log kob/mL diizeyinde olmasi nedeniyle S. boulardii mayasmnin aljinat

polimeriyle mikroenkapsiile formunun nar sirkesiyle iyi uyum sagladigi belirlenmistir.

Aljinat kapsiiliinii ¢evreleyen kitosan zarinin varligi asitlerin gidadan kapsiile gecisini
azaltmaktadir. Ancak tez c¢alismasinda bu etkinin aksine depolamanin iigiincii
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haftasina kadar CTS-ALG-INU o6rneginde S. boulardii 6liim hizinin SH 6rneginden
fazla oldugu tespit edilmistir. Depolamanin {igiincii haftasindan sonra ise CTS-ALG-
INU 6rneginde S. boulardii 6liim hiz1 yavaslamis ve SH 6rnegindeki S. boulardii 6liim
hizinin altina diismiistiir. Dort haftalik depolamanin sonunda CTS-ALG-INU 6rnegi
ile SH 6rnegi arasindaki S. boulardii canliligi fark1 0.75 log olarak gergeklesmis ve
kitosan kaplama ile maya serbest hiicreden daha iyi korunmustur. Kitosan asit direnci
yuksek bir polimer olup mayalarin mikroenkapsiilasyonunda da basarili bir sekilde
kullanilmaktadir. Ancak asetik asit bakimindan zengin bir gida olan sirkede kitosan
polimeri ve kitosanla kaplanmis aljinat mikrokapsiilii icinde S. boulardii mayas: ilk

defa kullanilmstir.

Probiyotik eklenen gidanin organik asit profilinin de S. boulardii canliliginin
korunmasinda etkili oldugu bilinmektedir. Yapilan galismalarda kaju suyu, elma suyu
ve pargalari, lizimsii meyveler, domates ve havug suyu ile karpuz, kirmizi pancar ve
siyah havug suyuna probiyotik olarak S. boulardii mayasi eklenmis ve meyve sularinin
depolanmasi siirecinde mayanin canliligin1 koruyabildigi belirlenmistir. Bu agidan
incelendiginde, sitrik asit ya da laktik asit asetik aside gore daha fazla iyonize olurken
asetik asit molekiiler formda kalmaktadir. Molekiiler formda kalan asetik asit, iyonize
forma gore hiicre i¢inde daha fazla serbest yayilarak dissosiye olmakta ve bunun

sonucunda hiicre i¢i asitlenmeyi artirmaktadir.

Kitosanin sirke matrisinde mikroenkapsiile mikroorganizmay1 korumada yeterince
etkili olamamasinin nedenlerinden birinin, yiiksek asetik asit ortaminda kitosan
molekiillerinin asit kataliziyle parcalanmasi sonucu kitosanin amino grubunun
protonlanmasi ve molekiil yapisinin degismesidir. Bir diger neden ise tez ¢alismasinda
kullanilan kitosan polimerinin orta molekiiler agirlikli oldugu diisiiniildiiglinde, asetik
asit miktar1 yiliksek bir ortamda kitosan ile kaplanmis aljinat mikrokiirelerinden maya
hiicrelerinin nar sirkesine salinmasi sirasinda pozitif yiikli kitosan molekiili ile
hiicrelerin  yiizeyinde bulunan negatif yiiklerin reaksiyona girerek hiicre
gecirgenliginin degismesi sonucu maya inhibisyonuna neden olabilecegidir. Asetik
asit stresi, S. boulardii maya plazma zar biitiinligiiniin kaybina ve gecirgen bir ortam
olugsmasina neden olmaktadir. Membran gegirgenliginin degismesi ile besin maddeleri
hiicre igerisine girememekte veya hiicre ici bilesenleri hiicre disina sizmakta ve

bunlarin sonucunda da hiicre 6liimii gerceklesmektedir.
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Bu tez caligmasinda, ekstriizyon yontemiyle aljinat ve kitosan polimerleriyle
gerceklestirilen enkapsiilasyon isleminin etkinligi %80 olarak hesaplanmistir.
Literatiirle de uyumlu olan bu deger enkapsiilasyon islemlerinin basariyla
gerceklestirildiginin bir gostergesidir. Simbiyotik mikrokapsiillerin yiiksek asitli bir
gida olan nar sirkesinde S. boulardii mayasinin canliligi {izerinde olumlu etki yaptigi
diistiniilmektedir. ~ Serbest  hiicre formu ile kiyaslandiginda  simbiyotik
mikrokapsiillerin maya canliligini daha fazla korumasinda kullanilan polimerle

birlikte iniilin prebiyotiginin de etkisi olmas1 muhtemeldir.

Diinya niifusundaki laktoz intoleransi (%65), siit alerjileri ve artan vejetaryenlik egilimi goz
Oniine alindiginda siit iirlinii olmayan yeni probiyotik gidalara olan ilgi her gecen giin
artmaktadir. Ozellikle pandemiden sonra, bagisiklik sistemini destekleyen gidalar
lizerine olan c¢aligmalar yogunlagmistir. Bu c¢alismalarda sindirim sistemi
mikrobiyotasi ile saglikli beslenme ve yasam arasinda dogrudan bir iligski oldugu netlik
kazanmistir. Giiniimiizde probiyotikler sagligin korunmasinda ve bir¢ok hastaligin
tedavi edilmesinde tercih edilmektedir. Probiyotik nar sirkesinin antioksidan
bakimindan zengin fonksiyonel bir gida olmasinin yaninda diyare tedavisinde ilag¢
almakta zorlanan bireyler i¢in de alternatif bir yol olabilecegi diisliniilmektedir. Ayrica
son yillarda vegan beslenmenin artmasi ve siit kaynakli intolerans problemlerinin
toplumda yaygin olmasi nedeniyle bitkisel ve siit igermeyen bir gida bilingli beslenen

bireyler tarafindan tercih edilecektir.

Bu ¢aligma ile ilk defa nar sirkesi gibi asetik asit bakimindan zengin fermante bir
gidaya S. boulardii mayasi eklenerek dort hafta depolama siiresi boyunca 7 log
kob/mL iizerinde probiyotik igeren ve saglik icin ekstra faydalar sunan yeni bir
fonksiyonel gida tiretimi gergeklestirilmistir. S. boulardii mayasinin asitlige direngli
oldugu bilinse de literatiirde asetik asit bakimindan zengin sirke gibi yiiksek asitli bir
gidada uzun depolama siiresi boyunca maya canliliginin nasil degisecegine dair
yapilmis bir calismaya rastlanilamamistir. Bu calisma sonuglari, bundan sonra
tiretilecek olan bitkisel fermante gidalar gibi yiiksek asitli gidalara S. boulardii

mayasinin eklenmesi sirasinda olusabilecek sorunlarin ¢oziimiine yardimcei olacaktir.
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