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OZET

Lactobacillus acidophilus KPb1 ve Lactobacillus reuteri NRRL B-14171
PROBIiYOTIK KULTURLERININ KOAZERVASYON YONTEMI iLE
KAPLANMASININ VE DONDURMAYA ILAVESININ KULTURLERIN
CANLILIK DUZEYLERI UZERINE ETKIiSININ INCELENMESI

Yasl, Buse
Yiiksek Lisans, Gida Mithendisligi Boliimi
Tez Danismant: Yrd. Dog. Dr. Ibrahim Cakir

Eylil 2010, 85 sayfa

Bu calismada Lactobacillus acidophilus KPbl ve Lactobacillus reuteri
NRRL B-14171 probiyotik kiiltiirleri % 2 aljinat + % 2 enzime direngli misir
nisastas1 kullanilarak koazervasyon yontemi ile kaplanmistir. Elde edilen kapsiillerin
boyutlar1 ve salimim o6zellikleri incelenmis; kapsiiller ve serbest probiyotik
kiltiirlerinin MRS ve RSM s1v1 besiyerlerindeki asidifikasyon kinetikleri ve gelisme
durumlar1 belirlenmistir. Arastirmada ayrica kaplanmis ve serbest kiiltiirler
dondurmaya ilave edilerek -18°C’de 3 ay siire ile canlilik diizeyleri ve dondurmanin
pH, asitlik, viskozite ve duyusal 6zellikleri tizerine etkileri incelenmistir.

Arastirma sonuglarina gore L. acidophilus KPbl ve L. reuteri NRRL B-
14171°in % 2 aljinat+ % 2 enzime direngli misir nisastasi ile kaplanmasi sonucu elde
edilen kapsiillerin boyutlarinin 0,5 - 1 mm arasinda oldugu; salinim testinde
homojenizasyon isleminin kapsiildeki canli mikroorganizma sayis1 tizerinde olumsuz
bir etki gostermedigi belirlenmistir. MRS siv1 ortamindaki asidifikasyon kinetikleri
ve gelisme durumlart incelendiginde L. acidophilus KPbl ve L. reuteri NRRL B-
14171 kapsiillerinin pH’y1 diisiirme hizlarinin serbest probiyotik kiiltiirlere gére daha
yavas oldugu tespit edilmistir. Kaplanmis kiltiirlerin gelisme durumlarinin ise
serbest probiyotik kiiltiirlere gore daha iyi oldugu; RSM sivi  ortamindaki
asidifikasyon kinetikleri ve gelisme durumlar1 incelendiginde ise L. acidophilus
KPb1’in kapsiil ve serbest formlarmin pH’y1 diistirme hizlar1 ve ulastiklart son pH
degerleri arasinda onemli bir fark olmadigi; L. reuteri NRRL B14171 kapsiillerinin
pH’y1 diisiirme hizlarinin serbest probiyotik kiiltiirlere gore daha yavas oldugu; L.
acidophilus KPbl ve L. reuteri NRRL B-14171 kapsiillerinin RSM s1v1 ortaminda
serbest probiyotik kiiltlirlere gore daha iyi gelistigi belirlenmistir. Dondurmaya ilave
edilen L. acidophilus KPbl ve L. reuteri NRRL B-14171 kapsiil ve serbest
probiyotik kiiltirlerinin depolama boyunca canlilik diizeyleri incelendiginde,
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kaplanmis L. acidophilus KPb1 probiyotik kiiltiiriiniin sayisinda artis oldugu; serbest
L. acidophilus KPbl, kaplanmig ve serbest L. reuteri NRRL B-14171 probiyotik
kiltiirlerin sayisinda ise azalma meydana geldigi; kaplanmis ve serbest probiyotik
kiiltiir ilave edilmesinin dondurmada 6nemli bir pH ve asitlik degisimine neden
olmadig1; viskozite degerlerine bakildiginda depolama sonrasinda en fazla viskozite
kaybinin kontrol grubunda gerceklestigi tespit edilmistir. Depolama 6ncesi yapilan
duyusal analizlerde genel begeni agisindan en yiiksek puani kontrol grubunun aldigz;
bunu sirastyla L.reuteri NRRL B-14171 ve L. acidophilus KPb1 serbest probiyotik
kiiltiirlerinin izledigi; en diisiik puani ise L. acidophilus KPbl kapsiillerini igeren
dondurmanin aldigi; depolama sonrasinda yapilan duyusal analizlerde ise genel
begeni agisindan en yiiksek puani L.reuteri NRRL B-14171 serbest probiyotik
kiiltiirtint iceren dondurmanin aldigi; bunu sirasiyla L. acidophilus KPbl serbest
probiyotik kiiltiir iceren dondurma ve kontrol grubunun izledigi; en diisiik puani ise
L. acidophilus KPb1 kapsiillerini igeren dondurmanin aldig1 tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: L. acidophilus, L. reuteri, koazervasyon, dondurma, canlilik
diizeyi



ABSTRACT

THE EFFECT OF COASERVATION ENCAPSULATION ON THE
SURVIVAL RATE OF Lactobacillus acidophilus KPb1 AND
Lactobacillus reuteri NRRL B-14171 ADDED IN ICE CREAM

Yasl, Buse
M.S., Department of Food Engineering
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Ibrahim Cakir

September 2010, 85 pages

In this study, Lactobacillus acidophilus KPbl and Lactobacillus reuteri
NRRL B-14171 were coated with 2 % alginate + 2 % Hi- maize resistant corn starch
by coacervation technique. Final capsule size and releasing properties were
examined; capsules and free probiotic cultures of acidification kinetics and growth
cases were determined in MRS and RSM Broth. Also coated and free cultures were
added in ice cream and stored at 18°C for 3 months; during storage, pH levels,
acidity, viscosity and its effects on sensory properties of ice cream were investigated.

According to the results, the size of capsules were between 0.5 - 1 mm; in the
release test, homogenization process does not show a negative effect on the number
of live microorganisms in the capsules. L. acidophilus KPbl strain is found to be
more stable than L. reuteri NRRL B-14171 strain, growth cases and acidification
kinetics of L. acidophilus KPbl and L. reuteri NRRL B-14171 capsules and free
probiotic cultures were examined in MRS Broth. pH reduction ability of L.
acidophilus KPbl and L. reuteri NRRL B-14171 capsules are slower than free
probiotic cultures; growth cases of L. acidophilus KPbl and L. reuteri NRRL B-
14171 capsules are found to be better than free probiotic cultures; growth cases and
acidification kinetics of L. acidophilus KPb1l and L. reuteri NRRL B-14171 capsules
and free probiotic cultures were examined in RSM Broth and pH reduction ability
and the final pH value reached of L. acidophilus KPbl capsules and free probiotic
cultures are found to be same but pH reduction ability of L. reuteri NRRL B-14171
capsules are slower than free L. reuteri NRRL B-14171 probiotic cultures. The
growth of L. acidophilus KPbl and L. reuteri NRRL B-14171 capsules are found to
be better than free probiotic cultures. L. acidophilus KPbl and L. reuteri NRRL B-
14171 capsules and free probiotic cultures were added to ice cream and viability
levels were examined throughout the storage; the number of coated L. acidophilus
KPb1 probiotic culture increased and free L. acidophilus KPbl, free and coated L.
reuteri NRRL B-14171 decreased throughout the storage; coated and free probiotic
cultures has been added in to ice cream, didn’t cause a significant change in pH and
acidity; when compared with the viscosity values after storage of maximum viscosity
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loss occured in the control group. General appreciation of the sensory analysis before
storage control group received the highest score following by L. reuteri NRRL B-
14171 and L. acidophilus KPbl free probiotic cultures respectively, L. acidophilus
KPbl capsules received the lowest score; general appreciation of the sensory analysis
after storage the ice cream which contain L. reuteri NRRL B-14171 free probiotic
cultures received the highest score, following by L. acidophilus KPb1 free probiotic
cultures and control group respectively, L. acidophilus KPbl capsules received the
lowest score.

Keywords: L. acidophilus, L. reuteri, coacervation, ice cream, survival



vii

TESEKKUR

Tezimin her agamasinda bilgi, dneri ve yardimlarini esirgemeyen, ¢alismam
boyunca yol gosterici olan damismanim Saym Yrd. Dog¢. Dr. Ibrahim Cakir’a;
kaplamada kullanilan enzime diren¢li misir nigastasi ve lesitini saglayan Saymn Yasar
Yazgan’a (Ulker Biskiivi Sanayi A.S.); laboratuvar calismalarinda ve istatistik
analizlerinde destek olan Sayin Uzman M. Fatih isleyen’e ve Saym Uzman Hiilya
Yaman’a; calismalarim siiresince aldigim izinlerde gerekli kolaylig1 saglayan Sayin

M. Ridvan Mendi’ye ve ¢alisma arkadaslarima;

Yiiksek lisans ¢aligmalarim siiresince her zaman yanimda olan, beni maddi ve
manevi olarak destekleyen degerli esim Burak Yasli’'ya ve Aileme sonsuz

tesekkiirlerimi sunarim.



viil

ICINDEKILER DiZiNi

OZET oot 111
ABSTRACT ..ottt sttt v
TESEKKUR .....oouiiiiiiiieiiiieieiisieieteeie st sse s vii
ICINDEKILER DIZINT ... viii
CIZELGELER DIZINT ..o xi
SEKILLER DIZINT ..o, Xii
L GIRIS oo 1
2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI.......ccceoiviiiiniinnnn 5
2.1, PrODIYOLIKICT. ...ttt et et 5
2.1.1. Probiyotik Teriminin Anlam1 ve Probiyotiklerin Tarihgesi........ccccoceevuieiennee 5
2.1.2. Probiyotik Olarak Kullanilan Mikroorganizmalar.............c.ceceveiviinienienicnnne 7
2.1.3. Probiyotik Mikroorganizmalarda Aranan Ozellikler .............cc.cccoeevrurrerennnnnee. 9
2.1.4. Probiyotik Etkinin Mekanizmas1 ve Bilimsel Temeli...........c.ccoociiniieninnnnn. 10
2.1.5. Probiyotiklerin Saglik Uzerine BtKileri...........ccoovevrvevceeveeieeieeeeeeeceeessees 13
2.1.5.1. Tedavi EAict EtKi ....oocooiiiiiiiiii e 14
2.1.5.2. Patojenlerin Kontrol Edilmesindeki Etkileri............coocoviiiniiiiiniiiee 14
2.1.5.3. Kanser Uzerine FKiSi ...........coooevevoveveieeeeeeeecceeeeeeeseeee e, 15
2.1.5.4. Bagisiklik Uzerine ELKIleri........ocooviiiiiiiiceeceeee e 16
2.1.5.5. Alerjinin Engellenmesi.......cc.cceciieiiiiieniiieiiie et 17
2.1.5.6. LaKtoz INTOIEIANSI. ........c..veivveieceieeciccee e 18

2.1.5.7. Kolesterol DUsUrict EtKi.........oooooiiiiiiiiiiiiceeee e 18



X

2.1.6. Probiyotiklerin Guivenilirlik Kriterleri..........cooceeiiiiiiiiiiniiiicee 20
2.2. MiKroenkapStlasyon .........cccueeeiiiieiiieeiiieciee ettt 21
2.2.1. Mikroenkapstilasyon TeKniKIeri ...........cccveeviieeiiieciie e 21
2.2.2. Probiyotiklerde Mikroenkapsiilasyon Uygulamalari ...........cccccccvveevvieennrennnee. 24
2.3. Mikroenkapsiilasyonda Kullanilan Baz1 Materyaller ve Ozellikleri................... 31
2.3.1. Kaplama Materyalinde Bulunmasi Gereken OzelliKler.................cccccveveene..... 31
2.3.2. Kaplama Materyallerinin Baz1 Teknolojik OzelliKleri ...............ccccovevvrennnnn.. 33
2.3.2. 1. ALJINALIAT ..ot et e be e ens 33
2.3.2.2.  INISASTA ...uuvieeeeiie ettt e ettt e et e et e e e ta e e e aae e e e ateeeeaaeeeetaeeeeaseeeenseeeeaseeeaaeeans 34
3. MATERYAL VE YONTEM ....c.ccouiiiiiiiienienisioeeeeeiesieseassscessessesieeseeenens 36
I B 173 7 | USRS PSRRPRRR 36
3.2 YONIEM ..ottt 37
3.2.1. Bakteri Kiilttirlerinin Gelistirilmesi ve Peletin Hazirlanmasi........................... 37
3.2.2. Kaplama Materyalinin Hazirlanmasi ............cocoviiiiiiiniininiiiccecee 38
3.2.3. Yag-Lesitin Cozeltisinin Hazirlanmast .........ccoooeevieiiniincniinieniiiciccene 38
3.2.4. Kalsiyum Kloriir Cozeltisinin Hazirlanmasi...........c.ccooeeeeiieiiiiiiiiieniceene, 38
3.2.5. Kapsiil Yikama Cozeltisinin Hazirlanmast ..........cooeeveniiiiniinieniiicnciicnene 39
3.2.6. Koazervasyon Yontemi ile Bakteri Kiiltiirlerinin Enkapsiilasyonu................. 39
3.2.7. Kapsiildeki Mikroorganizma Sayisinin Belirlenmesi .........c.cccoceeveeiiniencnnnen. 40
3.2.8. Kapsiillerin Boyutlarinin Belirlenmesi ..........coccoeiiiiiiiiiniiiiiiieeee 40
3.2.9. Kapsiillerden Hiicre SalINImi ..........cccvvieeiiieiiiieciie e 41

3.2.10. Enkapsiile Edilen Bakterilerin Asidifikasyon Kinetiklerinin Belirlenmesi ... 41

3.2.11. Dondurmalarin Hazirlanmas1 ve Kaplanmis Probiyotik Ilavesi .................... 42
3.2.11.1. Depolama Boyunca Dondurmalarm pH’larinin Olgilmesi......................... 43

3.2.11.2. Depolama Siiresince Dondurmalarda Asitlik Tayini ..........ccccceeveveeeneenee. 43



3.2.11.3. Depolama Siiresince Dondurmalarda Probiyotik Bakteri Sayimi............... 43
3.2.11.4. Depolama Siiresince Dondurmalarda Viskozite Ol¢imii ........................... 44

3.2.11.5. Dondurmalarin Depolama Oncesi ve Sonras1 Duyusal Analiz Sonuglari... 44

3.2.12. IstatiStikSel ANANZIET............cooveeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 44
4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA ....ooiiiiieeeeeee e 46
4.1. Kapstildeki Probiyotik Mikroorganizma Say1lart ............cccceeeevirienenniencencenne. 46
4.2. Kapsiil Boyutlarinin Belirlenmesi...........c..covveeiieiieniiienieeieeriecieeiee e 47
4.3. Kapsiillerden Hiicre Salinimi............occveviiiiiiiiiiiiieeiieieecie e 48
4.4. Kaplanmis ve Serbest Kiiltiirlerin Asidifikasyon Kinetigi Sonuglari ................. 50
4.5. Kaplanmis Probiyotik Kiiltiir igeren Dondurmalarin Baz1 Ozellikleri ............... 55
4.5.1. Depolama Siiresince Dondurmalardaki pH Degisimi.........cceeevveviieniienirennnnens 55
4.5.2. Depolama Siiresince Dondurmalardaki Asitlik Gelisimi............ccceeviieniiennnnnn. 56
4.5.3. Depolama Siiresince Dondurmalarda Probiyotik Bakteri Sayimi.................... 57
4.5.4. Depolama Siiresince Dondurmalarin Viskozitelerindeki Degisim .................. 59
4.5.5. Dondurmalarin Depolama Oncesi ve Sonrasi Duyusal Analiz Sonuglari........ 63
5. SONUGCLAR ..ottt ettt ettt st esteese s esseenseesaesseensesneans 71

KAYNAKLAR ..ottt 75



xi

CIZELGELER DiZiNi
Cizelge 1. Probiyotik tiretiminde kullanilan bazi mikroorganizmalar-......................... 7
Cizelge 2. Sindirim sisteminde yaygin olarak bulunan mikroorganizmalar.............. 11

Cizelge 3. Gida bilesenlerinin kaplanmasinda kullanilan baz1 kaplama materyalleri 31
Cizelge 4. Kapsiillerin i¢erdikeri probiyotik mikroorganizma sayilari...................... 46

Cizelge 5. L. acidophilus KPbl ve L. reuteri NRRL B-14171 kapstillerinin boyutlar

Cizelge 6. Depolama siiresince dondurmalarda probiyotik bakteri sayisinda meydana
GCIEN AEFISIMELET ....eviieiiie e e e e e e e e e eene e e e 59

Cizelge 7. Dondurmalarin depolama oncesi duyusal analiz sonuglar1 (Ortalama+SD)



xii

SEKILLER DiZiNi

Sekil 1. L. acidophilus KPbl (A, B) ve L. reuteri NRRL B-14171 (C, D) kapsiillerinin
MIKIrOSKODIK @OTTNTUIETT. . .ccuviiiiiiiiiiiciie ettt e e eaeessreeeaaaens 48

Sekil 2. L. acidophilus KPbl ve L. reuteri NRRL B-14171 kapsiillerinden bakteri salinim

LS SOMUGIATT ...ttt ettt e e e et e et e e et e e eeaeeeeaseeeteeeeaseeeaneean 49
Sekil 3. Kaplanmis ve serbest kiiltiirlerin MRS Broth’da gelisme durumu.............cccceueeee. 50
Sekil 4. MRS Brothda asidifikasyon kinetigi pH analiz sonuglari...........ccccevververvenvenennne. 51
Sekil 5. RSM Brothda yapilan asidifikasyon kinetigi analizinde sayim sonuglart ................ 53
Sekil 6. RSM brothda yapilan asidifikasyon kinetigi analizinde 6l¢tilen pH degerleri ......... 54
Sekil 7. Depolama siiresince dondurmalarin pH de@isimleri.........ccoccveeveeieerieenieeneeieeieenne, 55
Sekil 8. Depolama stiresince dondurmalardaki asitlik gelisimi .........cccccccveeviieiiiieeeieenneenne, 56
Sekil 9. Depolama siiresince dondurmalarin mikrobiyolojik sayim sonuglart....................... 57
Sekil 10. Kaplanmis L. acidophilus KPb1 iceren dondurmanin viskozite sonuglart ............. 60
Sekil 11. Serbest L. acidophilus KPb1 i¢eren dondurmanin viskozite sonuglari................... 60

Sekil 12. Kaplanmis L. reuteri NRRL B-14171 igeren dondurmanin viskozite sonuglart .... 61
Sekil 13. Serbest L. reuteri NRRL B-14171 i¢eren dondurmanin viskozite sonuglari.......... 61
Sekil 14. Kontrol/ sade dondurmanin viskozite SONUGIAIT ...........cc.eeveveieeiiieiiieciieeiie e 62
Sekil 15. Dondurma numunelerinin depolama 6ncesi duyusal degerlendirme — genel begeni
103011 o] 1 B PSPPSR 67
Sekil 16. Dondurma numunelerinin depolama sonrasi duyusal degerlendirme — genel begeni

SOMUGLATT ...ttt ettt et e et e et e et e et e e eaeeeeaeeeeaaeeenteeeeaseeeaseeeteeeseeeennas 70



1. GIRIS

Gida ve saglik arasinda bulunan gii¢li iliski nedeniyle, son yillarda
fonksiyonel gidalara olan ilgi oldukc¢a artmistir. Fonksiyonel gidalar, besleyici
etkilerinin yaninda ihtiva ettikleri biyoaktif bilesenler ile bir¢ok kronik hastaliklardan
korunmada veya tedavilerinde etkili olan, saglikli yasami tesvik eden gidalar olarak
tanimlanmaktadir (Bagyigit 2004; Turgut 2006; Tzortzis ve Vulevic 2009).
Fonksiyonel gidalara yonelik calismalar Japonya’da baslamis ve Japonya Saglik
Bakanlig1 tarafindan fonksiyonel gidalar FOSHU (Food for Specific Health Use)
olarak adlandirilmigtir. Fonksiyonel gidalarda bulunan biyoaktif bilesenler
antioksidanlar, seker alkoller, glikozitler, diyet lifler, probiyotikler, ¢oklu doymamis
yag asitleri, prebiyotikler, oligosakkaritler, peptitler, proteinler, kolinler, isoprenoitler
ve fitokimyasallardir (Cakir 2005; Turgut 2006; Tzortzis ve Vulevic 2009).
Guntimiizde gidalar besleyici 6zelliklerinin yaninda saglik tizerindeki olumlu
etkilerine goére de tercih edilmeye baslanmistir. Ozellikle probiyotik ve prebiyotik
iceren lriinlere olan ilgi olduk¢a artmistir (Basyigit ve ark. 2005; Roberfroid 2008).

Insanlarin  bagirsak sisteminde patojen ve patojen olmayan birgok
mikroorganizma tiirii bir arada, denge halinde bulunmaktadir. Saglikli bir insanin
bagirsak sisteminde bulunan bu denge, olumsuz cevre sartlari, stres, diizensiz
beslenme, ¢esitli ilaglarin kullanimi1 sonucunda patojen mikroorganizmalar lehine
bozulabilmektedir. Bu durumda dengenin yeniden saglanabilmesi i¢in disaridan

patojen olmayan mikroorganizma destegine ihtiyag duyulmaktadir. Konakg¢inin



bagirsak sistemini destekleyerek ve diizenleyerek saglik tizerine olumlu etkileri olan
canli mikroorganizmalar ‘probiyotik’ olarak tanimlanmaktadir. Yaygin olarak
kullanilan  probiyotik  mikroorganizmalar, Lactobacillus, Enterococcus ve
Bifidobacterium cinsine ait tiirlerdir (Lee ve Salminen 1995; Cakir 2003; Champagne
ve ark. 2005; Crittenden ve ark. 2006; Tzortzis ve Vulevic 2009). Probiyotiklerin etki
mekanizmalarindan bazilart:

1. Bagirsaga tutunarak patojenlerin mukoza {izerindeki bu tutunma
bolgelerine yerlesmesini engellemek

2. Patojenlerin iiretmis olduklar1 zararli metabolitlerin par¢alanmasini
saglayarak diyareyi 6nlemek veya azaltmak,

3. Kandaki kolesterol seviyesini diistirticti etki gostermek,

4. Bagisiklik sistemini gii¢lendirmek,

5. Karsinojenleri parcalayarak kanser yapici etkilerini ortadan kaldirmak,

6. Laktoz sindirimini gerceklestirerek laktoz intoleransi olan bireylerin siit
tiikketimini saglamak seklinde siralanabilmektedir (Cakir 2003; Rautawa ve Walker
2009). Probiyotik olarak iretilen mikroorganizmalar FDA tarafindan GRAS
(generally recognized as safe) olarak tanimlanmis mikroorganizmalardir (Lee ve
ark.1999). Bir mikroorganizmanin probiyotik olarak nitelendirilebilmesi i¢in:

1. Insanlarin tiiketimine sunulacak iiriinlerde kullanilan mikroorganizmalar
insan orijinli olmalidir,

2. Sagliga zarar verici higbir yan etkiye sahip olmamalidir,

3. Kesin tanilar1 yapilmis olmalidir,

4. Probiyotiklerin istenilen faydali etkiyi gosterebilmeleri icin bagirsak
sistemine ulastiklarinda belli bir sayida olmalar1 gerekmektedir bu nedenle mide

asitligi ve safra tuzlarina kars1 direngli olmalidir,



5. Bagirsak epitellerine tutunarak kolonize olmalar1 gerekmektedir (Cakir 2003;
Bagyigit 2004; Wells ve ark. 2008; Collins ve ark. 2009).

Probiyotik igeren {triinler 6zellikle Uzakdogu tilkeleri, Japonya ve Avrupa
birligine tiye tilkelerde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Cakir 2003; Tzortzis ve
Vulevic 2009). Probiyotik iirinler mikroorganizmalarin enzim, vitamin ve aroma
bilesenleri ile beraber dogrudan kapsiil veya tablet sekline dontstiiriilerek
tiretilebildigi gibi tasiyict bir gida ortaminda da tiiketiciye sunulmaktadir (Sanders
1999; Basyigit 2004; Roberfroid 2008; ). Ancak probiyotik mikroorganizma igerikli
gidalarin iretilmesini ve gelistirilmesini kisitlayan bazi engeller bulunmaktadir.
Bunlar;

1. Gidalarin islenmesi sirasinda uygulanan yiiksek sicaklik ve basing,
dondurma, kurutma, asidik veya alkali ortam gibi teknolojik islemlerden
kaynaklanan engeller,

2. Tiketiminden sonra sindirim enzimleri, yliksek asidik ortam ve safra tuzlar
gibi konak¢1 metabolizmasindan kaynaklanan engeller,

3. Oksijen, sicaklik ve pH degisimleri sonucu olusan stres, anaerobik gelisme
kosullari, zengin besin maddeleri gereksinimi gibi mikroorganizmadan
kaynaklanan engellerdir.

Probiyotik gida tiretiminde karsilasilan bu engellerin kaldirilmasi ile ilgili kapsamli
arastirmalar yapilmasi gerekmektedir (Desmond ve ark. 2004; Champagne ve ark.
2005; Champagne 2009; Meiners 2009).

Gida dretiminde kullanilan probiyotik mikroorganizmalar genellikle

dondurulmus veya dondurularak kurutulmus toz veya sivi formda iiretilmektedir.

Ancak probiyotik olarak kullanilan laktik asit bakterilerinin birgogu, piskiirterek



kurutma esnasinda sicaklik ve ozmotik basincin etkisiyle canliliklarini biiyiik oranda
kaybetmektedir (Gardiner ve ark. 2000; Silva ve ark. 2002; Crittenden ve ark. 2006).

Probiyotiklerin kullanildiklar1 gidalarda raf émrii siresince canlilik kayiplarini
azaltmak amaciyla, son yillarda mikroenkapsiilasyon teknigi arastiricilarin ve
endiistrisinin {izerinde 6nemle durdugu bir teknik haline gelmistir. Bu teknigin
amaci, mikroorganizmalarin etrafinda ¢esitli maddelerle koruyucu bir film veya
kaplama tabakasi olusturarak ¢evrenin olumsuz sartlarina karsi mikroorganizmanin
canliligint korumasint saglamaktir. Mikroenkapsiilasyon teknigi birgok farkli
yontemle uygulanabilmektedir. Bu yontemlerden bazilar1 ekstriizyon-emiilsiyon,
puskiirterek dondurma ve piiskiirterek sogutma, koazervasyon/faz ayrimi, lipozom
tutuklama, inkliizyon kompleksi olusturma (inclusion complexation), ko-
kristalizasyon, piiskiirterek kurutma ve akigskan yatakli kurutma olarak sayilabilir
(Kailasapathy 2002; Lian ve ark. 2002; Krasaekoopt ve ark. 2003; Krasaekoopt ve
ark. 2004; Crittenden ve ark. 2006; Briickner ve ark. 2007; Meiners 2009).

Bu calismada probiyotik 6zellikleri daha onceki arastirmalarla tespit edilmis
L. acidophilus KPbl yerel susu ile L. reuteri NRRL B-14171 standart susunun
koazervasyon yontemi kullanilarak aljinat-nisasta ile mikroenkapsiilasyonu
gerceklestirilmistir. Uretilen kapsiillerin fiziksel 6zellikleri, salimm 6zellikleri,
asidifikasyon kinetikleri belirlenmistir. Arastirmada ayrica hazirlanan mikrokapsiiller
model gida olarak secilen dondurmaya ilave edilerek depolama stabilitesi

belirlenmis, gidanin pH, asitlik, viskozite ve duyusal 6zellikleri incelenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Probiyotikler

2.1.1. Probiyotik Teriminin Anlami ve Probiyotiklerin Tarihg¢esi

‘Yasam i¢in’ anlamina gelen probiyotik kelimesi Yunanca kokenli bir
kelimedir. Probiyotik terimi ilk olarak 1954 yilinda Ferdinand Vergin tarafindan
yapilan bir ¢alismada ‘Probiotika’olarak gegmistir (Sanders 1999; Tonguc 2006).
Probiyotik teriminin ilk kullanimi ise 1965 yilinda Lilly ve Stillwell adli arastiricilar
tarafindan, diger mikroorganizmalarin gelisimini destekleyen maddeleri tanimlamak
amaciyla gergeklesmistir (Lee ve ark. 1999; Armbrecht 2002). Probiyotik kelimesi
etki mekanizmalar1 ve insan saglig1 lizerine olumlu etkilerine bagl olarak 1965
yilindan gliniimiize kadar bir¢ok farkli anlamda kullanilmistir. Giintimiizde
kullanilan tanim ise 1989 yilinda Fuller tarafindan gelistirilmis ve probiyotik terimi;
intestinal sistemin mikrobiyel dengesini gelistirerek konakc¢i saglhigi tizerine faydali
etkileri olan canli mikrobiyel diyet destekleyicisi anlaminda kullanilmistir. Daha
sonra bu tanima gida ve yemlerde kullanilan tekli ve ¢oklu kiiltiirler de eklenmis ve
kapsami genisletilmistir (Havenaar ve Huis In't Veld 1992). Yapilan bazi
calismalarda probiyotiklerin canli olmayan formlarinin da saglik iizerinde olumlu
etkilerinin oldugunu ileri siirtilmektedir (Murray 1998; Basyigit 2004). Avrupali

bilim insanlar1 bu tanima son seklini vererek probiyotikleri viicuda alindiginda



konake¢inin gastrointestinal mikrofloras1 {izerinde yararli etkileri olan canh
mikroorganizmalar olarak tanimlamislardir (Kneifel ve ark. 1999; Tzortzis ve
Vulevic 2009).

Probiyotik kelimesi FAO ve WHO tarafindan kesin olarak tanimlanmasina ve
“International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics™ gibi bu konudaki
uzman kuruluslarin tanim hakkinda agik goriisleri olmasina ragmen, yararh etkileri
hentiz kanitlanmamis birgok farkl: {irtin probiyotik ad1 altinda piyasada satilmaktadir.
Bu nedenle tiiketicileri dogru yonlendirmek amaci ile probiyotik kelimesinin yeniden
tamimlanmas1 yoniinde goriisler belirtilmistir. Ornegin Amsterdam’da yapilan
Uluslararas1 Probiyotik Calistayi’nda (International Probiotic Workshop; IPW) bazi
bilim adamlari, saglik agisindan tedavi edici etkileri klinik deneylerle kanitlanmis
olan {riinlerin ‘bakteriyel tedavi edici, mikrobiyel tedavi edici veya bakteriyel
immiin sistem diizenleyici’ seklinde tanimlanmalar1 goriisiinii sunmuslardir (IPW
2004; Roberfroid 2008).

‘Probiyotik iirtin’ denildiginde; konak¢1 sagligi tizerine olumlu etkileri olan
mikroorganizmalar1 ihtiva eden ve c¢esitli enzim, vitamin ve aroma bilesenleri ile
zenginlestirilerek kapsiil veya tablet haline getirilmis diyet destekleyiciler
anlasilmaktadir (Cakir 2003; Champagne ve ark. 2005). ‘Probiyotik gida’ tilkemizde
Gida Maddelerinin Genel Etiketleme ve Beslenme Yoniinden Etiketleme Kurallari
tebligine gore: raf Omrii boyunca igerisinde yeterli miktarda probiyotik
mikroorganizmayt canli olarak bulunduran ve bunu koruyan iriin seklinde
tanimlanmaktadir (TGK 2002; Cayir 2007). Farmasétikaller olarak da adlandirilan
bu trinler tedavi edici ilag yerine degil sadece saghigi destekleyici tirtinler olarak
satilmaktadir. Kapsiil veya tablet haline getirilmis diyet destekleyiciler c¢esitli

hastaliklar ve antibiyotik tedavisi sonucu gastrointestinal sistemde ortaya ¢ikan



diyare gibi diizensizliklerin 6nlenmesinde kullanilmaktadir (Ouwehand ve ark. 1999;

Rolfe 2000; Yiicecan 2002; Basyigit 2004; Crittenden ve ark. 2006).

2.1.2. Probiyotik Olarak Kullamlan Mikroorganizmalar

Probiyotik olarak kullanilan bakteriler Lactobacillus, Streptococus,
Enterococcus, Leuconostoc, Pediococcus ve Bifidobacterium tiirleri olmak tiizere
simiflandirmada 6 gruba ayrilmaktadir. Laktik asit bakterileri disinda Bacillus,
Saccharomyces ve Aspergillus cinslerinin bazi tiirleri de probiyotik olarak
kullanilmaktadir (Basyigit 2004; Kilic 2008; Champagne 2009; Yigit 2009).
Probiyotik ozellik tiire degil susa ozgudur (Yigit 2009). Probiyotik tiretiminde

kullanilan mikroorganizmalardan bazilar1 Cizelge 1’de verilmistir (Cakir 2003).

Cizelge 1. Probiyotik tiretiminde kullanilan bazi mikroorganizmalar

insan Beslenmesinde

Kullamlanlar Hayvan Beslemede Kullanilanlar
L. acidophilus L. acidophilus Enterococcus faecium
L. delbrueckii subsp. bulgaricus L. casei Bacillus mesentericus
L. casei shirota L. reuteri B. licheniformis
L. johnsonii L. delbrueckii subsp. B. subtilis

bulgaricus

L. rhamnosus L. plantarum B. natto
L. reuteri L. brevis B. toyoi
Bifidobacterium bifidum L. fermentum Pediococcus pentosaceus
B. adolescentis L. helveticus Aspergillus oryzae
B. longum B. bifidum Candida pintolopesii
B. infantis B. brevis Saccharomyces cerevisiae
B. breve B. pseudolongum Torulopsis spp.
S. salivarius subsp. thermophilus B. thermophilus Pediococcus acidilactici
Saccharomyces boulardii




Laktobasiller Gram (+), fakiiltatif anaerob, uzun veya kisa c¢ubuk seklinde,
hareketsiz, sporsuz ve katalaz (-) mikroorganizmalardir (Gomes ve Malcata 1999;
Bagyigit 2004; Leroy ve deVuyst 2004; Champagne ve ark. 2005). Klasik
simiflandirmada laktobasiller fermentatif ozelliklerine gore smiflandirilmaktadir.
Bunlar;

e Obligat homofermentatif laktobasiller: Embden-Meyerhof Parnas
metabolik yolunu kullanarak heksozlari1 sadece laktik asite fermente ederler.
Omegin; L. acidophilus, L. delbrueckii, L. helveticus.

e Fakiiltatif heterofermentatif laktobasiller: Embden-Meyerhof-Parnas
metabolik yolunu kullanarak heksozlar1 sadece laktik asite fermente ederken
bazi tiirler ise glikoz sinirlamasinda laktik asit, asetik asit, formik asit ve CO,
uretmektedirler. Fosfoketolaz yolunu kullanarakta pentozlari laktik asit ve
asetik asite fermente ederler. Ornegin; L. casei, L. plantarum, L. sake.

e Obligat heterofermentatif laktobasiller: Heksozlar1 laktik asit, asetik asit,
etanol ve CO;’e, pentozlar ise laktik asit ve asetik asite fermente ederler.
Ornegin; L. bifermentas, L. brevis ve L. fermentum.

Enterokoklar, Gram (+), fakiltatif anaerob, sporsuz, katalaz (-), 10°C ve
45°C’de pH 9,6’ da %6,5 NaCl’de %40 safra tuzunda gelisebilen kok seklinde ve
bagirsak florasinda yer alan mikroorganizmalardir (Basyigit 2004; Tunail 2009).

Bifidobakterler, Gram (+), hareketsiz, ¢ogunlukla egri ¢ubuklar halinde V
veya Y seklinde bulunabilen, anaerobik mikroorganizmalardir. Bifidobakterler insan
ve hayvan bagirsak sistemlerindeki mikrofloranin  6nemli bir boélimiini

olusturmaktadir (Alp 2008; Kili¢ 2008).



2.1.3. Probiyotik Mikroorganizmalarda Aranan Ozellikler

Mikroorganizmalarin probiyotik olarak kullanilabilmesi i¢in bazi1 6zelliklere

sahip olmasi gerekmektedir. Saglik ac¢isindan yararli etkileri Olgiilebilen ve

fonksiyonel 6zelliklere sahip olan probiyotik suslar elde etmek i¢in su 6zelliklere

sahip suslarin se¢ilmesi gerekmektedir. Bunlar:

1.

Giivenilir olmalidir. Insanlar i¢in kullamilacak iiriinlerde insan orijinli suslar
se¢ilmelidir.

Stabil olmalidir. Canliligim1 ve metabolik aktivitesini devam ettirebilme,
tutunabilme 6zelliklerini siirdiirebilmesi i¢in asit ve safra tuzlari gibi olumsuz
cevre kosullarindan etkilenmemelidir.

Immiin sistemin giiglendirilmesi, patojenlerle yarismali rekabet, patojenlerin
tutunmalarinin ve kolonizasyonunun engellenmesi i¢in bagirsak yiizeyine
tutunabilmeli ve kolonize olabilmelidir.

Suslar dogru olarak tanimlanmali ve &zellikleri belirlenmelidir. intestinal
sistemde mukozal yapiya zarar vermeyen ve invazyon 6zelligi olmayan suslar
kullanilmalidir. Gida ve klinik amagli kullanimlarda giivenilir olmalidir.

Her bir farkli susun minimum etki dozu belirlenmeli, plasebo kontrolli ve
cok tekerriirli canli denemeleri gerceklestirilmeli, saglik iizerine olumlu
etkileri klinik olarak kanitlanmalidir.

Antimikrobiyel maddeler tiretmelidir.

Konak¢ida hastaliklara karst direnci gelistirme gibi faydali etkiler
gosterebilmelidir.

Probiyotikler patojenik olmamali ve toksin tiretmemelidir.
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9. Vitamin sentezleme, laktaz aktivitesi, kolesterol asimilasyonu gibi 6nemli
metabolik aktivitelere sahip olmalidir.

10. Antibiyotiklere kars1 direngli olmalidir.

11. Teknolojik proseslere direngli olmalidir.

12. Probiyotik tiretiminde kullanilan suslar aktarilabilir antibiyotik diren¢ genleri

icermemelidir (Kinik ve Giirsoy 2005; Bagyigit 2004; Cakir ve ark. 2010).

2.1.4. Probiyotik Etkinin Mekanizmasi ve Bilimsel Temeli

Deri, ag1z boslugu, gastrointestinal ve {irogenital sistemler basta olmak tizere
milyonlarca mikroorganizmanin yasadigi insan viicudu dinamik bir ekosistemdir.
Insan viicudundaki bu bakteriyel popiildsyonun yaklasik 10" diizeyinde oldugu
tahmin edilmektedir (Yiicecan 2002; Tok ve Ashim 2007; Kili¢ 2008). Sindirim
sisteminde yer alan mikroorganizma ¢esitleri Cizelge 2’de verilmistir.
Viicudumuzdaki toplam bakteri sayisi ile karsilastirildiginda sindirim sistemindeki
bakteri sayisinin 10 kat daha fazla oldugu goriilmektedir. Gnotobiotic
(mikroorganizmalardan arindirilmig) denek hayvanlar1 ile yapilan c¢alismalar
mikrobiyel kolonizasyonun yasam i¢in zorunlu bir gereksinim olmadigin
gostermistir. Hatta mikrobiyel kolonizasyon, baz1 mikrobiyel metabolitlerin toksik,
karsinojenik ve mutajenik potansiyellerinden dolay1 olumsuz etkilere bile sebep
olabilmektedirler. Bununla birlikte gnotobiyotiklerin, enfeksiyonlara kars1 dogal
kosullarda yetistirilen denek hayvanlarina gére daha duyarli olduklar1 da bilinen bir
gergektir. Bu nedenle yetersiz bagisiklik sonucu patojen mikroorganizmalarin higbir
diren¢ olmadan kolayca kolonize olabilecekleri diistiniilmektedir. Dogal kosullarda

yetistirilmis denek hayvanlar1 ve gnotobiyotikler arasindaki farkliliklar, konakgi
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saglig1 agisindan mikrobiyel kolonizasyonun olduk¢a 6nemli oldugu fikrinin temelini

olusturmaktadir (Salminen 1999; Cakir 2003; Uzun 2006; Berman 2009).

Cizelge 2. Sindirim sisteminde yaygin olarak bulunan mikroorganizmalar

Sindirim Sistemi Bolgesi

Baskin Flora

Ag1z boslugu Lactobacillus, Bacteroides, Veillonella, Fusobacterium

Yutak Lactobacillus, Bacteroides, Veillonella, Fusobacterium

Mide Streptococcus, Enterococcus, Lactobacillus, Fusobacterium

Duodenum Streptococcus,  Enterococcus,  Lactobacillus,  Veillonella,
Eubacterium

Jejunum Enterococcus, Lactobacillus, Veillonella, Eubacterium

Ince bagirsak

Enterococcus, Lactobacillus, Veillonella, Eubacterium

Kor bagirsak Peptostreptococcus, Bifidobacterium, Bacteroides, E. coli,
Eubacterium, Clostridium, Lactobacillus, Fusobacterium

Kalin bagirsak Peptostreptococcus, Bifidobacterium, Bacteroides, E. coli,
Eubacterium, Clostridium, Lactobacillus, Fusobacterium

Aniis Peptostreptococcus, Bifidobacterium, Bacteroides, E. coll,

FEubacterium, Clostridium, Lactobacillus, Fusobacterium

Intestinal sistemin fizyolojik dengesi hastalik, yasllik, stres, antibiyotik veya

ila¢ kullanimi, iklim kosullarinda meydana gelen degismeler, diyet aliskanliklarinin

degistirilmesi ve toksik maddelerin tiretimi gibi faktorlerden dogrudan ya da dolayh

olarak etkilenebilmektedir (Cedgard 2000). Intestinal sistemde meydana gelen bu

diizensizlikler ‘disbiosis’ olarak adlandirilmaktadir. Intestinal sistemde bulunan

faydali mikroorganizmalarin sistemin fizyolojik dengesini olumlu yonde etkileyerek

katkida bulunmasma ise disbiosisin tersi bir durum olarak ‘probiosis’, bu

mikroorganizmalara da ‘probiyotik mikroorganizmalar’ denilmektedir. Konak¢inin

yasami sirasinda karsilastigi sartlar ve buna bagli olarak degisen hormonal sistem,

disbiosisi meydana getiren en onemli etmenlerden birisidir. Tedavi amagli alinan

ilaclarin bir¢ogu faydali floranin inhibisyonuna neden olmaktadir. Disbiosise neden
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olan bir diger etmen ise iklim kosullarinda meydana gelen degismelerdir. Bunun en
iyl Ornegi seyahat esnasinda meydana gelen ve seyahat diyaresi olarak bilinen

dizensizlik durumudur (Cakir ve ark. 2001; Uzun 2006, Rautava ve Walker 2009).

Probiyotik bakterilerin konak¢iy1 intestinal sistem bozukluklarina karsi nasil
korudugunu agiklamaya calisan bir¢ok mekanizma bulunmaktadir. Probiyotiklerin
etki mekanizmalari ¢esitli arastiricilar tarafindan asagidaki gibi 6zetlenmistir (Cakir
ve ark. 2001; Cakir ve ark. 2002; Cakir 2003; Uzun 2006).

1. inhibe edici maddeler iireterek: Probiyotik mikroorganizmalar, Gram (-) ve
Gram (+) mikroorganizmalar tiizerinde inhibitor etkisi olan ¢esitli maddeler
tiretmektedirler. Bunlardan birkaci organik asitler, hidrojen peroksit ve
bakteriyosinlerdir (Cakir 2003; Uzun 2006; Kavas 2007). Bu maddeler bazen bakteri
sayisint  azaltmasalar bile bakteriyel metabolizma ve toksin iiretimini
etkileyebilmektedirler. Saglikli bayanlarda vajinanin dogal florasin1 olusturan
Lactobacillus turlerinden bir kisminin H,O, tirettigi ve bakteriyel vajinozise karsi
korunmada etkili oldugu bilinmektedir. Probiyotik mikroorganizmalarin bir¢ogu
tarafindan iretilen laktik asit ve asetik asit gibi metabolitler ortam pH’sinin
distiriilmesini saglamaktadirlar. Laktik asit, Helicobacter pylori ve diger Gram (-)
gastrointestinal sistem patojenlerinin membran gegirgenligini arttirarak diger
antimikrobiyel = maddeler ile beraber bu patojenlerin  inhibisyonunu
kolaylastirmaktadir. Protein yapisinda olan bakteriyosinlerin, duyarli bakterilerin
ylizeylerindeki  reseptorlere  baglanarak  Oliimlerine yol ag¢tigt  ve bu
mikroorganizmalara yakin tiir ve suslara kars1 bakterisit etkisi oldugu bilinmektedir

(Kavas 2007).
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2. Tutunma bdlgelerini bloke ederek: Probiyotikler ince bagirsak i¢ yiizeyindeki
tutunma bolgeleri icin patojenlerle rekabete girerek, bu bakterilerin bagirsak
sisteminde tutunmalarini engellemektedirler (Cakir 2003; Uzun 2006).

3. Besin maddeleri icin rekabet: Probiyotikler, patojen mikroorganizmalarin
gastrointestinal sistemdeki kolonizasyonunu Onlemek amaciyla, patojenler igin
gerekli besin maddelerini tiiketmekte ve bu mikroorganizmalarin sistemde uzun siire
kalmalarini engellemektedirler (Cakir 2003; Uzun 2006; Kavas 2007).

4. Toksin reseptorlerinin yikimi: Saccharomyces boulardii hayvanlarda bagirsak
mukozasinda bulunan Clostridium difficile’nin toksin reseptorlerini pargalayarak
konakeiy1 korudugu bilimektedir (Castagliuola ve ark. 1999).

5. Bagisikhik sisteminin giiclendirmesi: Son yillarda yapilan c¢alismalar,
probiyotiklerin spesifik ve spesifik olmayan bagisiklik sistemini giiclendirerek
konakeiy1 intestinal hastaliklara karsi korudugunu ortaya koymustur. Bu mekanizma
henliz tam olarak aydinlatilamamis olmakla birlikte, baz1 hiicre duvari
komponentlerinin veya hiicre yiizeylerinin adjuvant etki gosterdigi ve humoral

immiin yanit1 gliglendirdigi diistintilmektedir (Medici ve ark. 2004; Uzun 2006).

2.1.5. Probiyotiklerin Saghk Uzerine Etkileri

Probiyotikler saglik iizerine olumlu etkilerinden dolay:r bilim insanlari
tarafindan son yillarin en popiiler konularindan biri olarak goriilmektedir. Diinyanin
degisik bolgelerinde farkli fermente lriinlerin liretiminde kullanilan probiyotikler,
insan sagligi acisindan oldukca Onemli terapdtik ve diyetetik ozelliklere sahip
olduklar1 bilinmektedir. Probiyotiklerin saglik ag¢isindan olumlu etkileri asagida
ayrintili olarak ele alinmistir (Kinik ve Giirsoy 2005; Tongu¢ 2006; Berman 2009;

Cucchiara ve Aloi 2009).
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2.1.5.1. Tedavi Edici Etki

Probiyotiklerin saghk tiizerindeki olumlu etkileri uzun yillardan beri
bilinmektedir. Intestinal floradaki bakterilerin saghk acisindan dnemi giiniimiizde
daha 1yi anlasilmis durumdadir. Bu baglamda yapilan ¢alismalar ve arastirmalar
saglikli bir yasam siirmek, viicut direncini arttirmak, intestinal diizensizlikler ve
hastaliklarla miicadele etmek icin probiyotik tiiketimini Onermektedir (Laurens-

Hattingh ve Viljoen 2001; Cakir 2003; Berman 2009).

2.1.5.2. Patojenlerin Kontrol Edilmesindeki Etkileri

Probiyotikler, patojenlerin toksin iiretimini engellemek veya metabolizmasini
degistirmek ya da canli hiicre sayisin1 azaltmak gibi etkilere sahiptir. In vivo ve in
vitro yapilan ¢alismalar L. acidophilus ve B. bifidum "un tiim tiirlerinin gida kaynakl
patojenlere ve gidalarda bozulmaya neden olan mikroorganizmalara karsi inhibitor
etki gosterdigini belirtmektedir.

Bir¢ok patojenin hastalik olusturabilmesi i¢in bagirsak duvarina tutunmasi
gerekmektedir. Probiyotik mikroorganizmalar bu bolgeler i¢in patojenlerle yarisarak
onlarin tutunmalarin1 6nlemektedirler (Brudnak 2003; Basyigit 2004). L. acidophilus
ve bifidobakterler Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium, Yersinia
enterocolitica ve Clostridium perfringens gibi patojen bakterilere karst antagonistik
etkiye sahiptirler. Japonya’da cocuklar yiiksek sayida bifidobakter igeren siit
tikketerek diyare gibi hastaliklara karsi korunmaktadirlar. B. bifidum g¢ocuklarda
rotaviriislerin neden oldugu diyarenin Onlenmesinde basarili  bir sekilde

kullanilmaktadir (Brudnak 2003). Probiyotik bakterilerin gida alerjilerinde ve karin
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bolgesine uygulanan radyoterapi ve kolon kanseri sonucu ortaya c¢ikan bagirsak
rahatsizliklarinin tedavisinde de kullanilabilecegi belirtilmistir. Probiyotik bakteriler
gastrointestinal sistemdeki patojenlere karsi; bagisiklikla ilgili ve ilgili olmayan
savunma mekanizmalarimi giiclendirerek, tutunmalarini engelleyerek, laktik asit,
asetik asit gibi organik asitler, H,O,, CO,, bakteriyosinler, diasetil gibi metabolik
tirtinlerle inhibisyonunu ve kompetetif baskilanmalarini saglayarak miicadele

etmektedirler (Cakir 2003; Turgut 2006).

2.1.5.3. Kanser Uzerine Etkisi

Insanlarda goriilen kanser hastaliklar1 %80-90 oraninda cevresel faktorlerden
kaynaklanmaktadir. Viicut disinda {retilmekte olan karsinojen maddeler, ©n
karsinojen olarak viicuda almmmakta ve daha sonra kanser etmeni bilesiklere
doniismektedir.  Intestinal sistemde yer alan bakteriler karsinojenlerin
inaktivasyonunda, yayilmasinda ve ozellikle nitrozaminlerin ve safra sterollerinin
kanser etmeni bilesiklere doniismesinde dnemli rol oynarlar (Brudnak 2003; Cakir
2003). Yapilan arastirmalar diyetin icerisinde yer alan maddelerin de kanser
olusumunu arttirdigin1 veya azalttigin1 gostermistir (Sanders 1999;). Probiyotiklerin
kanser olusum riskini azalttig1 ise bir¢ok bilim insani tarafindan ortaya konulmustur
(Cakir 2003; Fasano and Shea-Donohue 2009).

Ornegin yapilan bir calismada 10" kob/g diizeyinde L. casei igeren toz
preparattan bir yil boyunca giinde {i¢ defa tiiketen insanlarda mesane kanseri tedavi
stirecinin hizlandig1 tespit edilmistir (Aso ve Akazan 1992). Baska bir ¢alismada ise
L. acidophilus tiketiminin kalin bagirsak kanserini énledigini tespit etmislerdir. Bu

calismaya 21 adet saglhikli gonilli katilmis ve L. acidophilus kiltiirii stite veya
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yogurda katilarak deneklere sunulmustur. Bir aylik uygulamanin sonunda diskidaki
prokarsinojenleri  karsinojen =~ maddelere = dontistiiren  bakteriyel  enzim
konsantrasyonlarinda énemli azalmalar oldugu bildirilmistir. Benzer ¢calismalarda L.
acidophilus katilmayan siitlerde ise aymi sonu¢ alimmamamistir (Murray 1998;
Gmeiner ve ark. 2000).

Probiyotiklerin karsinojenlere kars1 etkili olmasinin nedenleri {i¢ ana baglikta
Ozetlenebilir. Bunlardan birincisi probiyotikler nitrit gibi karsinojen 6zellik gosteren
maddeleri yok ederler. Kiirlenmis et ve diger gidalarda bulunan bu karsinojen
maddeler, bagirsak sisteminde nitrozaminlere doniisme potansiyeline sahiptir.
Probiyotikler nitrit ve nitratlart nitrozamine dontismeden oOnce inaktif hale
getirmektedirler. Ikincisi, gastrointestinal sistemde bulunan diger bakteriler
tarafindan {retilen, prokarsinojenleri karsinojenlere c¢eviren enzimlerin yapisini
bozmaktadirlar.  Uglinciisii  ise  probiyotiklerin  tiimér olusum  aktivitesini

baskilamalaridir (Brudnak 2003; Cakir 2003; Tannis 2008).

2.1.5.4. Bagisikhk Uzerine Etkileri

Probiyotik bakterilerin canli olarak bagirsaklarda bulunmalarinin bagisiklik
sistemini uyardigi ve kuvvetlendirdigi belirtilmistir (Basyigit 2004). Yapilan bilimsel
calismalar, intestinal mikrofloranin bagirsaklarin savunma mekanizmasinin énemli
bir pargasi oldugunu ortaya koymustur (Tongug¢ 2006). Probiyotik laktik asit bakteri
suslar1 ile fermente edilen siit tirtinlerinin tiikketimi sonucu bagisiklig1 kuvvetlendiren
peptidlerin tiretiminde artis oldugu ve bunlardan bir kisminin anti-tiimor 6zellige

sahip olduklar1 tespit edilmistir. Bagisiklik sisteminin uyarilmasi ile serumda IgA
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(immunoglobulin A) gibi antikorlarin artmasi sonucu virus, Clostridium, E.coli gibi
patojenlere kars1 viicut direncinin arttig1 gozlenmistir (Basyigit 2004; Tannis 2008).
Yapilan calismalar, probiyotik bakterilerin salgisal, hiicresel ve spesifik
olmayan bagisiklik 6zellikleri gibi birtakim bagisiklikla ilgili parametreleri modifiye
edebildiklerini  ortaya koymustur.  Probiyotiklerin  etkiledigi  diizenleyici
mekanizmalar, mukus {retiminin indiiksiyonu, laktobasillerin uyardigi makrofaj
aktivasyonu, IgA ve noétrofil salgilanmasi, uyarici sitokinlerin salgilanmasi ve
immunoglobulinlerin salgilanmasinin stimiilasyonu olarak belirtilebilir (Tongug

2006; Tannis 2008; Fasano and Shea-Donohue 2009).

2.1.5.5. Alerjinin Engellenmesi

Bati toplumlarinda 6zellikle atopik rahatsizliklarin gortilme siklig1 her gecen
giin artmaktadir. Alerjik hastaliklarin, kii¢iik yaslardan itibaren beslenme, besinsel
hijyen ve bagirsak mikroflorasinin gelismesi ile iligkili oldugu saptanmustir.
Probiyotiklerin atopik rahatsizliklar {izerine etkilerinin incelendigi klinik
caligmalarda, ¢cocuklarda goriilen atopik egzama rahatsizliklarinin tedavisinde 6nemli
ve belirgin bir ilerleme kaydedildigi tespit edilmistir (Berman 2009; Rautava ve
Walker 2009).

Alerjik hastaliklarin 6nlenmesine yonelik yapilan ¢alismalar ¢ift korli ve
plasebo kontrollii olarak gergeklestirilmistir ve yiiksek risk grubunda olan yenidogan
cocuklara uygulanmistir. Bu ¢alismalar sonucunda atopik rahatsizlik riskinin plasebo

grubuna gore yar1 yariya diistiigi tespit edilmistir (Tongug 2006; Tannis 2008).
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2.1.5.6. Laktoz intoleransi

Diinyadaki  yetiskinlerin ~ 2/3’ti  laktoz intoleransindan  (laktozun
sindirilememesi) dolay1 birtakim sikintilar yasamaktadir (Kinik ve Giirsoy 2005).
Laktoz intoleransi B-galaktosidaz enziminin iiretilememesi ve buna bagli olarak
laktozun sindirilememesi sonucu ortaya ¢ikan bir rahatsizliktir (Tongug 2006; Tannis
2008). Bu rahatsizliga sahip kisiler siit ve dondurma ile laktoz aldiklarinda laktoz
ince bagirsaktan emilmeden kalin bagirsaga gecer; laktoz burada bulunan bakteriler
tarafindan glikoz ve galaktoza parcalandiktan sonra asit ve gaza donistiiriiliir
(Murray 1998; Basyigit 2004). Laktoz bagirsaktaki osmotik dengeyi bozarak sivi ve
elektrolit birikmesine neden olur bu da ishal basta olmak {izere gaz, siskinlik gibi

rahatsizliklara neden olur (Armbrecht 2002; Kinik ve Giirsoy 2005; Tannis 2008).

2.1.5.7. Kolesterol Diisiiriicii Etki

Kolesterol, hayvanlar alemindeki tiim canlilarin hiicre membraninda bulunan
ve insan metabolizmasinda énemli rol oynayan organik bir maddedir (Tok ve Aslim
2007; Yigit, 2009). Kanda kolesterol miktarmin artmasi kardiyovaskiiler hastaliklar
acisindan risk faktoriidiir (Armbrecht 2002; Aloglu 2005; Cakir 2003). Birgok
arastirmaci laktik kiiltiir iceren siit lrtinleri ve probiyotiklerin kolesterol diisiirticti
etkilerinin oldugunu belirtmistir (Aloglu 2005; Tannis 2008; Yigit 2009). Laktik asit
bakterilerinin serum kolesteroliinii diisiiricii etkisinin arastirildigi bir calismada
Lactobacillus casei’nin dort susunun kolesterolii 6nemli derecede asimile edebildigi

tespit edilmistir (Yigit 2009). Yapilan baska bir ¢alismada da Lactobacillus
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plantarum’un da kolesterolii asimile edebilme kabiliyetine sahip oldugu ortaya
konmustur (Tannis 2008; Cucchiara ve Aloi 2009).

Probiyotiklerin kolesterolii diisiirticii etkisinin ¢esitli faktoérlerden kaynaklandigi
distintilmektedir (Pereira ve Gibson 2002; Tok ve Aslim 2007; Yigit 2009). Bunlar;

1. Fermente siit tirlinlerinde B-galaktozidaz enziminin bulunmasi,

2. Bazi bagirsak bakterilerinin gidalarla alinan kolesterolii metabolize etme
ozelligine sahip olmasi,

3. Bakterilerin bagirsaklarda kolesterol oOnciil bilesenleri veya kolesterolii
azaltmasi,

4. Bazi laktobasillerin safra tuzlarimi parcalamasiyla safra tuzlarimi karaciger
tarafindan emilmesinin engellenmesi, safra tuzu sentezlemek i¢in fazla
miktarda serum kolesteroliiniin  kullanilmas: ve kolesterol miktarinin
azalmasidir.

Bunlarin yani sira probiyotikler, intestinal sistemde yag emilimi tizerinde
diizenleyici etkiler gostererek fitosteroller ile kolesteroller arasinda yarismaci bir
ortam olusturmakta ve kolesterol alimmi azaltmaktadir. Probiyotiklerin saglik
tizerine etkileri ile ilgili yapilan diger bilimsel ¢aligmalarda, probiyotiklerin, 6zellikle
laktobasillerin, kadinlarin tirogenital sistemlerinin sagligi lizerine olumlu etkiler
yarattig1 ve enfeksiyon risklerini azaltic1 6zellikte olduklari ortaya konmustur. Ayrica
bagirsak ve karaciger bolgelerinde olusabilecek cesitli enfeksiyonlara karsi risk
azaltict etkileri, agiz ve dis saghg: tizerindeki olumlu etkileri, Helicobacter pylori
enfeksiyonlar1 sonucu olusan mide rahatsizliklar tizerindeki olumlu etkileri, protein
metabolizmasinin iyilestirilmesi {izerindeki olumlu etkileri diger sagliga yararh

etkileri arasinda sayilabilir (Kinik ve Giirsoy 2005; Tongug 2006; Yigit 2009).
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2.1.6. Probiyotiklerin Giivenilirlik Kriterleri

Giintimiizde iiretilen ticari probiyotik iirtinler hakkindaki mevcut bilgiler bu
drtinlerin giivenilir olduklarin1 gostermektedir (Salminen ve vonWright 1998).
Probiyotik tirtinlerin giivenirliliginde, iiretilecek gidanin fenotipik ve genotipik
ozellikleri ile bu mikroorganizmalarin gidalarda kullaniminin ge¢misi konusunda
elde bulunan veriler temel kriterler olarak degerlendirilmektedir.

Avrupa Birligi {lkelerinde probiyotiklerin giivenilirligi ve teknolojik
ozellikleri ¢cok genis kapsamli iki projede arastirilmistir. Bunlar 1994-1997 yillari
arasinda gerceklestirilen ticari probiyotik suslarin in vitro fonksiyonlarini belirlemeyi
amaclayan Nordic projesi ve 1996 yilinda baglayan, ticari probiyotiklerin saglik
acisindan soz edilen etkilerini kanitlamay1 amaclayan Probdemo (FAIR CT96-1028)
projesidir (Leroy ve deVuyst 2004). Probdemo projesinin sonuglarina gore
geleneksel ve yeni gidalarda kullanilacak probiyotiklerin giivenirliligi ile ilgili elde
edilen sonuglar ve dikkat edilmesi gereken hususlar asagidaki gibidir (Cakir 2003;
Tannis 2008; Berman 2009).

e Uretilen gidanin giivenirliliginden birinci derecede iiretici firma sorumludur.
Probiyotik gidalar da en az diger gidalar kadar giivenilir olmalidir.

e Yeni bir iiriin olusumunda kullanilacak olan probiyotik mikroorganizmalarin
yasal olarak onaylanmis olmalar1 gerekmektedir.

e Bir sus probiyotik olarak wuzun zamandir giivenilir bir sekilde
kullanilmaktaysa ilk defa kullanilacak yeni suslar ile ayni islemlere tabi
tutulmaz.

e (Gida giivenligi i¢in en iyi test yontemi, insan kullaniminda giivenilir olarak

kullanildiginin belgelenmesidir. Higbir susu patojen olarak belirlenmemis
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olan mikroorganizmalar ile uzun yillardir probiyotik olarak giivenle
kullanilan suslar probiyotik tiretiminde giivenilir olarak kabul edilmekte ve
yeni tirlin tiretiminde kullanimina izin verilmektedir.

e Higbir susu patojen olarak belirlenmeyen ancak gilivenilir bir kullanim
geemisi olmayan suslarda probiyotik tiretiminde kullanilabilirler. Fakat
bunlarin yeni iiriin olusumunda ilk defa izole edilen suslarla ayni islemlere
tabi tutulmas1 gerekmektedir.

e Patojenik suslar1 da oldugu bilinen bir tiire ait ve probiyotik potansiyele sahip
bir sus yeni iirlin tiretiminde kullanilmadan 6nce klinik olarak ¢ok iyi
arastirilmalidir.

e Antibiyotik diren¢ genlerini tasiyip, aktarabilen suslar probiyotik olarak
degerlendirilmemelidir.

e Susun kesin olarak tanis1 yapilmis olmalidir. Bu amagla giintimiizde DNA-
DNA hibridizasyon teknikleri veya 16S rRNA dizi analiz yontemleri
kullanilmaktadir. Gelismis yontemlerle tanilar1 dogru olarak yapilmayan

suslar probiyotik olarak kesinlikle satilmamalidir.

2.2. Mikroenkapsiilasyon

2.2.1. Mikroenkapsiilasyon Teknikleri

Mikroenkapsiilasyon, kiiglik kati partikiilleri, sivi damlaciklart ve gaz

halindeki materyalleri birgok yararli 6zellikleriyle beraber bir kaplama materyali

icerisine paketleyip kapsiiller haline doniistiiren ve uygun kosullarda saliimim

saglayan bir proses olarak tanimlanmaktadir (Gharsallaoui ve ark. 2007; Desai ve
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Park 2005; Gouin 2004; Anal ve Singh 2007; Gbassi ve ark. 2009). Bu proseste
olusan mikrokapsiiller, yarigecirgen, kiire seklinde, hafif ve kaplanan materyali giiclii
bir sekilde ¢evreleyen bir yapiya sahip olup; caplart mikrometre ile birkag mm
arasinda degismektedir (Anal ve Singh 2007; Desai ve Park 2005). Kaplanan
materyal; aktif materyal, 6z, i¢ faz veya dolgu materyali olarak, kaplama materyali
ise kabuk, tabaka, duvar, tasityici veya enkapsiilant seklinde adlandirilmaktadir
(Gharsallaoui ve ark. 2007). Kaplama materyali olarak mumlar ve lipitler (balmumu,
kandellila ve karnauba mumlari, gliserol distearat, dogal ve modifiye yaglar vb.),
proteinler (jelatin, peyniralti suyu proteinleri, zein, soya proteinleri, gluten vb.),
karbonhidratlar (nisasta, maltodekstrinler, kitosan, sukroz, glukoz, etil seliiloz,
seliiloz asetat, sodyum kazeinat vb.), dogal gamlar (aljinat, karragenan, ke¢iboynuzu
gami, akasya gami, guar gam vb.) kullanilmaktadir (Gouin 2004; Lakkis 2007). Bu
yontemle kaplanan materyaller ise tat ve aroma maddeleri (Madene ve ark. 2006),
antimikrobiyel ajanlar, nétrosétikal ve terapotik aktif maddeler, vitaminler (Wilson
ve Shah 2007; Loveday ve Singh 2008), mineraller, antioksidantlar, renk maddeleri,
asitler (da Silva Bastos ve ark. 2009), alkaliler, tamponlar, tatlandiricilar, enzimler,
kimyasal kabartic1 ajanlar, mayalar (Lakkis 2007), probiyotikler, ¢oklu doymamus
yag asitleri (PUFA) (Schrooyen ve ark. 2001), lipidler ve oleoresinler ve
karotenoidler dir (Champagne ve Fustier 2007: Gharsallaoui ve ark. 2007,
Mortazavian ve ark. 2007; Liserre ve ark. 2008; Robert ve ark. 2003).
Mikroenkapsiilasyon tekniginde bircok yontem bulunmaktadir. Bunlar,
puskiirterek kurutma, puskiirterek sogutma, piiskiirterek dondurma, akigkan yatak
kaplama, ekstriizyon, santrifugal ekstriizyon, koazervasyon (Desai ve Park 2005;

Anal ve Singh 2007; Gouin 2004), liyofilizasyon, kokristalizasyon, santrifugal
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stispansiyon ayirma (Desai ve Park 2005), donen disk (Gouin 2004), lipozom
tutuklama ve inkliizyon kompleksi olusturmadir (Gouin 2004; Desai ve Park 2005).
Teknigin uygulanmasindaki amac¢, kaplanan materyali stabilize etmek, oksidatif
reaksiyonlar1 kontrol etmek, kaplanan materyalin dis ortama transferini diisiirmek,
basindan sonuna kadar materyalin kontrollii salinimini saglamak, istenmeyen koku,
renk ve aromalar1 maskelemek, raf 6mriinii uzatmak ve materyali besinsel kayiplara
kars1 korumaktir (Gharsallaoui ve ark. 2007; Anal ve Sing 2007; Lacroix ve Yidirim
2007).

Bu mikroenkapsiilasyon tekniklerinden biri olan koazervasyon faz ayrimi
sonucu makromolekiillerin kiimelenmesi olarak tanimlanmaktadir. Yontemde
hidrofobik materyal sivi hidrokolloid faz igerisinde emiilsifiye edilmekte ve kolloid
faz kiictik koaservat damlaciklar1 seklinde ayrilmaktadir (Boh 2009). Yag su
emiilsiyonu icerisinde hidrokolloid koaservat damlaciklar1 ¢ekirdek materyalinin
etrafin1 sarmaktadir (Kog ve ark. 2010). Damlaciklar etrafinda olusan duvar tabakasi
katilastirict bir ajan yardimi ile ¢apraz baglama ile katilastirilmaktadir (Boh 2009).
Kullanilan ¢ekirdek materyali polimer ile uyumlu olmali koazervasyon ortaminda
coziinmemelidir. Koazervasyon basit ve kompleks koazervasyon olmak tizere ikiye
ayrilmaktadir. Basit koazervasyonda tek bir tip polimer kullanilirken kompleks
koazervasyonda iki tip polimer kullanilmaktadir (Ko¢ ve ark. 2010). Basit
koazervasyonda duvar materyali olarak genellikle polisakkaritler (agar, seliiloz
tiirevleri, pollulan, pollulan esterleri) ve proteinler (albumin, kazein, gelatin, kollajen,
geltain tlirevleri) kullanilmaktadir. Kompleks koazervasyonda duvar materyali olarak
gelatin, albumin kazein, kollajen hemoglobin, akasya gum, karboksimetil seliiloz,

karragenan, aljinat vd. kullanilmaktadir (Boh 2009; Meiners 2009).
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Koazervasyon 1931°de kolloid kimya arastirmacist Bungenburg de Jong ve
Kaas tarfindan bulunmustur. 1940-1942’de Green’in basinca duyarli karbonsuz
kopya kagidi iretim calismalarinda kullanilmistir.  1950’lerin  sonlarinda
mikroenkapsiilasyon teknolojisi ila¢ endiistrisinde kullanilmaya baglanmustir.
Koazervasyon mikrokapsiillerinin bazi uygulama alanlar1: Gida bilesenleri, kozmetik
bilesenleri, ilaclar, pestisidler, antimikrobiyel ajanlar, aroma maddeleri, pigmentler
ve boyalar, yapistiricilar, sivi kristaller, elektronik miirekkepdir (Boh 2009; Meiners

2009).

2.2.2. Probiyotiklerde Mikroenkapsiilasyon Uygulamalari

Probiyotikler, yeterli miktarda alindiklarinda konake1 saglig: tizerinde olumlu
etkileri olan canli mikroorganizmalar olarak tanimlanmaktadir (Tannis 2008;
Oliveira ve ark. 2009; Rautava ve Walker 2009). Probiyotikler bagirsak
mikroflorasini etkilemekte, zararli bakterilerin gelisimini inhibe etmekte, sindirimi
kolaylagtirmakta, bagisiklik sistemini giigclendirmekte, atopik ve alerjik hastaliklar
onlemekte ve tedavi etmekte, kolon kanseri, akut gastroenteritis, romatoit ve artrit
gibi hastaliklar1 onlemekte, laktozun kullanimini saglayarak laktoz intoleransini
onlemekte, diyare ve kabizligi engellemekte, kalsiyumun absorpsiyonunu ve
vitaminlerin sentezini saglamakta, proteinlerin 6n sindirimini gergeklestirmektedir
(Liserre ve ark. 2007; Anal ve Singh 2007; Li ve ark. 2008). Insan sindirim
sisteminde yer alan en 6nemli probiotik bakteriler laktik asit bakterilerdir (Anal ve
Singh 2007; Li ve ark. 2008). Lactobacillus acidophilus, L. casei, Bifidobacterium
bifidum, B. lactis ve Saccharomyces boulardii gidalarda probiyotik olarak siklikla

kullanilmaktadir (Tannis 2008; Oliveira ve ark. 2009; Rautava ve Walker 2009).
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Probiyotiklerin saglik tizerindeki bu olumlu etkileri saglayabilmeleri icin
canliliklarimi katildiklar1 gidanin islenmesi ve raf 6émrii boyunca korumalari; ayrica
tilketimi sirasinda midenin asidik ortamina, enzimlere ve ince bagirsaktaki safra
tuzlarma direng gostererek 10°-107 cfu/g diizeyinde bagirsakta tutunmalari ve
gelismeleri gerekmektedir (Liserre ve ark. 2007; Jia ve ark. 2008; Li ve ark. 2008;
Oliveira ve ark. 2009). Ancak probiyotikler 6zellikle asidik pH, oksijen (Augustin ve
Sanguansri 2001; Oliveira ve ark. 2009), sicaklik (Augustin ve Sanguansri 2001) ve
safra tuzlarina kars1 olduke¢a hassastirlar (Oliveira ve ark. 2009).

Probiyotik bakterileri fizyolojik (asidik pH ve safra tuzlari) ve cevresel
(oksijen) degradasyonlardan korumak amaciyla birgok yeni ¢oziimler gelistirilmistir
(Oliveira ve ark. 2009; Saccaro ve ark. 2009). Bunlardan en gelecek vaat edeni ise
mikroenkapsiilasyon teknigidir. Probiyotiklerin mikroenkapsiilasyonunda
puskiirterek kurutma, dondurarak kurutma, akigkan yatak kaplama (Liserre ve ark.
2007), koazervasyon (Oliveira ve ark. 2009), ekstriizyon, emiilsiyon ve gel partikiil
teknolojisi (Champagne ve Fustier 2007) gibi c¢esitli yontemler kullanilmaktadir.
Ancak probiyotik bakteriler piiskiirterek kurutma, dondurarak kurutma, akigkan
yatak kaplama gibi yontemlerle enkapsiile edildiginde iiriin icerisindeyken tamamen
salmabilmekte bu nedenle de iirlinlin cevre sartlarindan, mide ve bagirsak
sisteminden ge¢isinde probiyotiklerin korunmasi saglanamamaktadir (Liserre ve ark.
2007; Poncelet 2009). Mikroenkapsiilasyon teknigiyle probiyotik kiiltiirlerin
korunmasinda hidrokolloid boncuklar oldukg¢a basarili olmustur. Cilinkii bakteri
hiicreleri boncuklar igerisine hapsedilmekte boylece elverissiz ¢evre sartlarindan
korunmakta ve sindirim sistemindeki canli kalma orani artmaktadir (Picot ve Lacroix
2004). Ekstriizyon, hidrokolloid kapsiillerin (boncuk) elde edilmesinde kullanilan en

eski ve olduk¢a yaygin bir yontemdir. Bu yontem basit, yapilis1 kolay ve ucuz bir
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yontemdir. Bakterilerin canliligimin korunmasinda da oldukga etkilidir. Kaplama
materyali olarak genellikle aljinat, kitosan, karboksi metil seliiloz, karragenan, jelatin
ve pektin kullanilmaktadir (Liserre ve ark. 2007; Anal ve Singh 2007). Kirecikler
mide suyuna ve safra tuzlarina karsi bakterilerin direncini gelistirmekte, gidaya
eklendiginde bakteriler gida ortaminda salinmamakta, mide sartlar1 icerisinde
kapsiiller parcalanmamakta, bakterilerin salinimi  gastrointestinal  sistemde
gerceklesmektedir. Boylece sadece bakterilerin canliligini gidanin iglenmesi ve
depolanmasi boyunca korumakla kalmayip ayn1 zamanda kontrollii salinimini da
gerceklestirmektedir (Champagne ve Fustier 2007; Kog¢ ve ark. 2010). Yapilan
calismalarda nisasta ile kaplanan probiyotik bakterilerin canliliklarint en az 6 ay
stireyle, dondurulduklarinda ise en az 18 ay siireyle koruduklar1 goriilmiistiir. Shue
ve Marshall (1993), kalsiyum-aljinat kiireciklerinin igine enkapsiile ettikleri
laktobasilleri, dondurulmus siite ilave etmisler ve serbest hiicrelere oranla %40 daha
fazla hayatta kaldiklarin1 gozlemlemislerdir.

Khalil ve Mansour (1998), B. bifidum ve B. infantis’i hem enkapsiile edilmis
hem de serbest halde mayoneze ilave ederek probiyotik mayonez iiretmislerdir.
Depolamadan 2 hafta sonra serbest hiicreler canliliklarin1 kaybederken, B. bifidum 12
hafta boyunca ve B. infantis 8 hafta boyunca canliliklarini korumuslardir. Mayonezin
pH’s1 4 hafta boyunca 4,42 olarak tespit edilmistir. Bu ¢alisma mikroenkapsiilasyon
tekniginin diisiik asitlik sartlarina karsi1 koruyucu etkisini ispatlamaktadir.

Khalida ve ark. (2000), kalsiyum- aljinat- nisasta karisimini1 kullanarak Lb.
acidophilus ve Bifidobacterium spp.’i enkapsiile etmisler ve set yogurtlara ilave
etmislerdir. Yogurtlar1 4°C de 8 hafta depolamislar ve enkapsiile edilmis Lb.
acidophilus ve Bifidobacterium spp.’lerin serbest hiicrelere gore canliliklarini daha

fazla koruduklarini tespit etmislerdir.
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Enkapsiile edilmis probiyotik bakteriler genellikle, yogurt, peynir krema gibi
fermente siit Uriinlerinde (Lopez-Rubio ve ark. 2006; Saccaro ve ark 2009)
dondurulmus siitlii tatlilarda, dondurmada, mayonezde ve biyokiitle tretiminde
kullanilmaktadir (Anal ve Singh 2007).

Mikroenkapsiilasyon ve enzime direngli nisastanin probiyotik canliligi ve
dondurmanin duyusal 6zellikleri iizerine etkisinin incelendigi bir ¢alismada, serbest
ve enkapsiile edilmis L. casei, B. lactis ve %1 direngli nisasta i¢eren 2 tip dondurma
tiretilmis ve L. casei ve B. lactis’in canliliklart tirliniin depolanmasi boyunca (-20°C
de 180 giin) belirlenmistir. Serbest formdaki L. casei ve B. lactis in canli hiicre sayisi
baslangicta dondurmada 5,1x10° ve 4,1x10° kob/mL iken -20°C’de 180 giin
depolama sonunda 4,2x10° ve 1,1x10” kob/mL’ye diismiistiir. Kalsiyum aljinat ile
enkapsiile edilmis bakterilerde ise canlilik orani, aym1 depolama sicakligi ve
stiresinde %30 artig gostermistir. Bu sonuglar enkapsiilasyonun probiyotiklerin
canliligint dondurmanin raf émrii boyunca arttirdigini ve duyusal 6zelliklerini 6nemli
oranda etkilemedigini géstermistir (Homayouni ve ark. 2008).

Mikroenkapsiilasyonun, kasar peynirinin olgunlagsmas1 siiresince L.
acidophilus ve B. bifidum’un canliligina etkisinin incelendigi bir calismada;
ekstriizyon ve emiilsiyon teknikleri ile enkapstile edilen L. acidophilus ve B. bifidum
kasar peynirine ilave edilmis ve 90 giin boyunca kasar peynirinin mikrobiyolojik,
biyokimyasal ve organoleptik oOzellikleri incelenmistir. Mikroenkapsiilasyon
sayesinde 90 giin boyunca probiyotik hiicrelerin canliliginin biiylik oranda
korundugu goézlenmistir. Kullanilan enkapsiilasyon yontemleri arasinda son iiriinde
bakteriyel sayi, proteolozis ve organoleptik Ozellikler bakimindan bir farklilik
olmadig1 tespit edilmistir. Arastirmada ayrica haslama isleminin tiim peynirlerde

probiyotik bakteri sayisinda keskin bir diistise neden oldugu belirlenmistir. Haslama
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islemi sonunda kontrol grubu peynirdeki enkapsiile edilmemis probiyotik bakteri
sayis1 slirekli bir sekilde azalirken, enkapsiile edilmis probiyotik bakteri sayisinin
minimum probiyotik etkinin goriildigl esik degerin tizerinde kaldigi belirlenmistir
(Ozer ve ark. 2008).

Baska bir ¢alismada L. acidophilus ve B. bifidum kalsiyum aljinat - nisasta ile
kaplanmis ve bu bakterilerin yapay gastrointestinal sistemdeki ve yogurttaki canlilik
diizeyleri incelenmistir. Enzime direngli nisasta kullaniminin enkapsiile edilen
bakterilerin canliligin1 nisasta kullanilmadan enkapsiile edilen bakterilere gore
arttirdigini goézlemlemiglerdir. Enkapsiile edilen bakterilerin asidifikasyon kinetikleri
incelendiginde asit tiretimlerinin serbest kiiltiire oranla daha yavas oldugu
goriilmistiir. Bununla birlikte enkapsiile edilmis bakteriler yiiksek asit ve safra tuzu
ortaminda canliliklarin1 6nemli oranda arttiramamistir. Enkapsiile edilmis bu
bakterilerin 8 hafta boyunca yogurttaki canliliklarina bakildiginda, L. acidophilus ve
B. bifidum’un canli hiicre sayist 0,5 log kob birim azalirken; serbest hiicrelerin
sayisinin 1 log kob birim azaldigi tespit edilmistir (Khalida ve ark. 2000).

Ug farkli prebiyotik (enzime direngli musir nisastasi, raftilin, raftiloz) ile
kaplanmis L. acidophilus’un, in vitro ortamda asitlik ve safra tuzlar varliginda
canliliginin arastirlldignr bir c¢alismada; enzime direngli misir nisastasi igeren
kapsiillerin pH 2’de 3 saat sonunda raftilin ve raftiloz igceren kapsiillere gére daha iyi
bir koruma sagladig1 gozlenmistir. Calismada ayrica enzime direngli misir nisastasi
konsantrasyonunun %1’e kadar Lactobacillus tiirlerinin canliligini énemli derecede
arttirdigl, ancak daha yiiksek nisasta konsantrasyonlarinin etkili bir koruma
saglamadigi tespit edilmistir. Ayni ¢alismada 3 farkli polimerle (kitosan, poly-L-lisin
ve aljinat) kaplanmis bakterinin pH 2’deki korunma etkinligi de test edilmis ve bu

bakterinin enzime direngli musir nisastasi ile birlikte kitosan ile kaplanmasinin in
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vitro asidik ve safra tuzu ortaminda ve yogurtta aljinata gore bakteri canliligim
onemli derecede arttirdig1 belirlenmistir (Iyer ve Kailasapathy 2005).

L. plantarum 299v, L. plantarum 800 ve L. plantarum CIP A159 kiltirleri ile
yapilan bir ¢alismada, kaplama etkinligini gelistirmek amaciyla, kaplama materyali
olarak aljinat ile birlikte peyniralti suyu proteinleri kullanilmistir. Yapay mide ve
bagirsak sivist ortaminda yapilan inaktivasyon denemelerinde, dondurularak
kurutulan kiireciklerdeki ¢apraz baglarin agilarak bakterilerin aljinat matriksinden
salmimi incelenmistir. Kaplanmis L. plantarum 299v (10,04 log;o kob/g), L.
plantarum 800 (10.03 log;o kob/g) ve L. plantarum CIP A159 (10.12 log;y kob/g)
yapay mide sivist igerisinde 37°C’de 60 dk. inkiibasyona birakilmis ve bakterilerin
en iyi canli kalma oranmmin peynialtt suyu proteinleri ve aljinat kullanilan
kiireciklerde oldugu tespit edilmistir. Benzer sekilde mikrokapstilleri yapay bagirsak
stvisinda 37°C’de 180 dk. inkiibasyona birakilmis ve sadece bir bakteri kiireciginde
(Lp299v) 2,74 logo kob/g canli bakteri kaldig1 bulunmustur. Bu ¢alisma sonucunda
aragtiricilar peyniralti suyu proteinlerinin bakteri igeren aljinat kiireciklerinin
kaplanmasi i¢in uygun, ucuz ve verimli bir kaplama materyali oldugunu
gostermislerdir (Gbassi ve ark. 2009).

Chandramouli ve ark. (2004) yaptiklar1 ¢alismada L. acidophillus CSCC 2400
susunu kalsiyum aljinat ile kaplamis ve bu susun canliligini yapay mide kosullarinda
test etmislerdir. Calismada degisik kapsiil biiytikliikleri (200 pm, 450 pm, 1000pum),
degisik sodyum aljinat konsantrasyonlari (%0,75, %1, %1.5, %1,8 ve %2,0 (w/v)) ve
degisik kalsiyum kloriir konsantrasyonlarinin kaplanmis bakterinin canliligina
etkileri arastirllmistir. Buna gore mikrokapsiillerdeki bakterilerin canliliklarinin
kapstil biiyiikliikleri ve jel konsantrasyonun artmasiyla arttigi; buna karsin kalsiyum

kloriir konsantrasyonunun artmasinda ise kayda deger bir degisiklik olmadigi
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gorlilmiistiir. Ayn1 arastirmada degisik fosfat tampon konsantrasyonlarinda
kaplanmis hiicrelerin salinimlar1 da calisilmistir. Enkapsiile edilmis L. acidophillus
CSCC 2400 ve L. acidophillus CSCC 2409 suslarinin, diisik pH (pH 2)’da ve
yiiksek safra konsantrasyonunda (%1,0) en uyun kaplama sartlarinda hazirlanmis
(%]1,8 (w/v) aljinat, 10° kob/mL, 30 dk. 0,1 M CaCl,’de sertlestirilmis ve olusan
kapsiil buytkligii 450 pum) yapay mide kosullarina maruz birakildiginda kaplanmis
hiicrelerinin kaplanmamis hiicrelere oranla canliliklarin1 kayda deger bir ol¢iide
koruduklar tespit edilmistir. Boylece bu ¢alismada kullanilan kaplama yonteminin
laktobasil suslarini mide kosullarinin istenmeyen etkilerine karsi etkili bir sekilde
korudugu agiklanmaktadir.

Probiyotik mikroorganizmalarin mikroenkapsiilasyonu iizerine yapilan baska
bir ¢alismada ise Ding ve Shah (2007) 8 probiyotik bakteri kiiltiirliniin asit ve safra
tuzlarina direnglerini ve sicaklik toleranslarini arastirmislardir. Arastirmada serbest
(kaplanmamig) probiyotik kiiltiirler kontrol olarak kullanilmistir. Arastirma
sonuclarina goére mikroenkapsiile edilmis probiyotik bakterilerin HCI katilmis MRS
Broth icerisinde canli kalma siireleri serbest probiyotik bakterilere gére daha uzun
oldugu, safra tuzu ortaminda ise serbest hiicrelerin sayis1 6,51 log kob/mL azalirken
kaplanmus kiiltiirlerin sayisinin 3,36 log kob/mL azalma gosterdigi tespit edilmistir.
Sicaklik denemelerinde de benzer sonuclar elde edilmis, buna gore; kaplanmis
kiltiirlerde 30 dk. sicaklik uygulamasi sonucunda canlilik kayb1 4,17 log kob/mL
olurken, serbest kiiltiirlerde ise bu oran 6,74 log kob/mL olmustur. Ancak 1 saatlik
sicaklik uygulamasinda hem kaplanmis hem de kaplanmamis probiyotik kiiltiirlerin

canlilik kayiplarinda benzer sonuglar alinmistir.
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2.3. Mikroenkapsiilasyonda Kullanilan Bazi Materyaller ve Ozellikleri

2.3.1. Kaplama Materyalinde Bulunmasi Gereken Ozellikler

Mikroenkapsiilasyon tekniginde yapilmasi gereken ilk islem uygun kaplama
maddesinin secilmesidir. Kaplama materyali kapsiil, duvar materyali, membran,
tasiyict veya kabuk olarak adlandirilir. Kaplama materyalleri genel olarak film
olusturabilen gamlar, sekerler, proteinler, dogal ve modifiye polisakkaritler, yaglar
veya sentetik polimerlerdir. Gida sanayiinde kaplama materyali olarak genelde
yaglar, nisastalar, dekstrinler, aljinatlar, protein ve lipid materyalleri
kullanilmaktadir. Gida bilesenlerinin kaplanmasinda kullanilan bazi kaplama
materyalleri Cizelge 3’te verilmistir. Kaplama materyalinin yapist mikrokapsiillerin
fonksiyonel o6zelliklerini belirleyen ana faktordiir (Gibbs ve ark. 1999; Adhikari

2000; Ersus 2006; Poncelet 2009).

Cizelge 3. Gida bilesenlerinin kaplanmasinda kullanilan baz1 kaplama materyalleri

Grup Ad1 Kaplama Materyali

Karbonhidratlar Nisasta (direnc¢li, modifiye), misir surubu, maltodekstrin,

siklodekstrin, sukroz, dekstran, kitosan, glukoz

Proteinler Gluten, kazein, jelatin, albumin, peptitler, peyniralti suyu

proteinleri, zein, soya proteinleri, gluten

Yaglar Vaks, parafin, balmumu, mono ve di gliseritler, kat1 ve sivi
yaglar
Gamlar Aljinat, akasya gami, guar gam, sodyum ve kalsiyum

aljinat, karragenan
Seliilozlar Karboksimetilseliiloz, metilseliiloz, etilseliiloz,
nitroseliiloz, asetilseliiloz, seliiloz asetat fitalat, seliilloz

asetat biitilat fitalat
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Ideal bir kaplama materyalinin 6zellikleri sunlardir:

1. Toksik olmamali,

2. Yiiksek konsantrasyonlarda iyi akiskanlik 6zelligi gostermeli,

3. Stabil bir emiilsiyon olusturmali ve aktif materyalin dagilmasini engellemeli,

4. Aktif materyali ¢cevre kosullarina karsi (1s1k, nem, 1s1 vb.) korumali,

5. Kaplanacak madde ile proses sirasinda ve depolamada reaksiyona girmemeli,

6. Gida endistrisi i¢cin kabul edilebilir c¢oziicilerde (su, etanol vb.)
¢Oziinebilmeli,

7. Kimyasal olarak geri doniisiimsiiz reaksiyonlara neden olmamali,

8. Enkapsiilasyon isleminde ¢6ziiciiniin ayrilmasina olanak tanimali,

9. Aktif materyalin istenilen oranda ortama salinmasina izin vermeli,

10. Ekonomik olmalidir (Shahidi ve Han 1993; Ersus 2006; Weissbrodt 2009).

Enkapsiilasyonda en sik kullanilan kaplama materyali grubu su icinde
cozlinebilen, dagilabilen, kivam ve viskozitenin artmasini saglayan uzun zincirli
polimerlerden olusan hidrokolloit ve gamlardir. Gamlar enkapsiilasyonda,
emiilsiyonlarin stabilizasyonunda, partikiillerin homojen dagiliminda,
krsitalizasyonun kontroliinde ve sinerezisin énlenmesinde kullanilmaktadir (Cakir ve

ark. 2010).
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2.3.2. Kaplama Materyallerinin Baz1 Teknolojik Ozellikleri

2.3.2.1. Aljinatlar

Aljinatlar kahverengi deniz yosununun hiicre duvarindan elde edilen, L-
glukuronik asit ve D-mannuronik asit olmak tizere iki yapisal tinite igeren bir
heteropolisakkarit olup, bitkilere saglamlik ve esneklik saglayan polimerlerdir.
Aljinik asit aljinatlarin serbest formu olan ve ticari olarak iiretilen aljinatlarin ara
tirtinidir. Aljinik asit su tutma kapasitesi yiiksek, suda ¢oziinme yetenegi olan ve
ticari olarak satilan Na, K, Ca, NH4 ve Mg tuzlarina doniisebilir.

Aljinatlar mikrobiyel hiicrelerin enkapsiilasyonunda basariyla
kullanilmaktadir.  Ornegin, aljinat/nisasta  karisimiyla  kaplanan  probiyotik
bakterilerin canliliklarin1 gastrointestinal sartlarda ve yogurtta Onemli Olclide
koruduklart bilinmektedir (Lee ve ark. 2000; Homayouni ve ark. 2008). Aljinatin
nigasta ile beraber kullanimi olduk¢a yaygin olup, 6zellikle laktik asit bakterilerinin
enkapsiilasyon verimini arttirdig1 tespit edilmistir (Gbassi ve ark. 2009). Aljinatlarin
enkapsiilasyon uygulamalarinda yaygin olarak kullanilmasinin avantajlert ve
dezavantajlar1 su basliklar altinda toplanabilir (Mortazavian ve ark. 2007).
Avantajlart:

1. Bakteri hiicrelerinin etrafinda kolayca jel matriksi olusturmast,

2. Toksik olmamasi,

3. Gida i¢in giivenilir ve biyouyumlu olmasi,

4. Kolay hazirlanabilir ve uygulanabilir olmasi,

5. Bagirsaklarda kolay ¢6ziinebilir ve hiicre salinimina izin verebilir olmast,

6. Ucuz olmasi,
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Dezavantajlari:
1. Asidik ¢evre kosullarina kars1 hassas olmasi,
2. Laktik asit iceren ortamlarda mekanik stabilitelerinin zayif olmasi,
3. Kalsiyum iyonlar1 varliginda olusan aljinat jel matriksinin fosfatlar, laktatlar
ve sitratlar gibi kelat olusturan ajanlarin varliginda yapisinin bozulmasi,
4. Endistriyel uygulamalarda maliyetin kismen de olsa yiiksek olusu,
5. Hizli nem difiizyonuna ve diger sivilarin kapsiillere penetrasyonuna

direncinin zayif olusu.

2.3.2.2. Nisasta

Mikroenkapsiilasyonda  kullanilan nisasta beslenme fizyolojisi ve
fonksiyonlar1 acisindan 6nemli bir bilesiktir. Ozellikle direncli nisasta ince
bagirsakta pankreatik amiloz tarafindan parcalanamaz ve kalin bagirsaga ulasir ve
burada yerlesik bulunan gastrointestinal sistem mikroflorasi tarafindan fermente
edilebilmektedir. Karbonhidratlarin anaerobik bakteriler tarafindan fermente
edilmesi sonucu kisa zincirli yag asitleri olusmaktadir. Bu o6zellikleri nedeniyle
direncli nisasta gidalardaki probiyotik mikroorganizmalarin gastrointestinal
sistemdeki canliliklarini korumak amaciyla kullanilmaktadir. Direngli nisasta
kullaniminin bir diger sebebi, uygun graniil yiizeyleri sayesinde, probiyotiklerin
islenmesi, depolanmasi ve sindirim sisteminde tasinmalarina yardim etmesi, ayni
zamanda ¢evresel strese karsi esneklik ve saglamlik kazandirmasidir (Anal ve Singh
2007; Calleros ve ark. 2007; Li ve ark. 2009).

Talwalkar ve Kailasapathy (2003) yaptiklar1 arastirmada aljinat-nisasta-

bakteri karisiminin CaCl, c¢ozeltisine eklenmesiyle aljinat-nisasta boncuk jelleri
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olusturarak L. acidophillus ve B. lactis probiyotik bakterilerini kaplamiglardir.
Arastirma sonunda aljinat jel boncuklarin oksijenin jele difiizyonunu kisitladigini,
boncuklarin merkezinde anaerobik boélgeler olusturduklarini ve boylece kaplanmis

hiicrelerin oksijen toksisitesine karsi korundugunu belirlemislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu calisma Lactobacillus acidophilus KPbl yerel susu ve Lactobacillus
reuteri NRRL B-14171 standart susu kullanilarak gergeklestirilmistir. Yerel sus
Abant Izzet Baysal Universitesi Miihendislik Mimarlik Fakiiltesi Gida Miihendisligi
Bolumi laktik asit bakteri koleksiyonundan, standart sus ise ABD Tarim Bakanlig1
(U.S. Department of Agriculture), ARS Kiiltiir Koleksiyonundan temin edilmistir.
Bakteri kiiltiirlerinin tiretilmesinde MRS (de Man-Rogosa-Sharpe, Merck, Almanya)
s1v1 besiyeri, bakteri kiiltiirlerinin sayillmasinda MRS (Merck, Almanya) kat1 besiyeri
kullanilmistir.

Enkapsiilasyon isleminde kaplama materyali olarak % 2 sodyum aljinat (A
7128-Sigma), % 2 enzime yiiksek diren¢li nisasta (National Starch & Chemical,
Manchester, UK), kanola yag1 (Gida safliginda, Yudum Gida, istanbul, Tiirkiye) ve
% 0,2 lesitin (Gida safliginda, Ulker Grup, Ankara, Tiirkiye) kullamlmistir.
Katilastiric1 ¢ozelti olarak 1M CaCl, (CaCl,.2H,O Merck, Almanya) kullanilmistir.
Yikama ¢ozeltisi olarak % 0,9 NaCl (Merck, Almanya), % 5 gliserol (Merck,
Almanya) ile hazirlanan ¢6zelti kullanilmistir. Kapsiillerin agilmasinda 0,1M KPOg4
(pH 7,4, Merck, Almanya) tampon ¢6zeltisi kullanilmustir.

Dondurma yapiminda ticari olarak satilan hazir (Dr. Oetker) toz dondurma

karistmi kullanilmistir. Dondurmalar piyasadan temin edilen 250 mL lik plastik
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kaplarda depolanmstir. Dondurmalarin pH 6lgiimleri pH metre (Selecta pH Meter
pH-2005 Model, Italya) ile gerceklestirilmistir. Titrasyon asitligi dl¢iimleri i¢in 0,1 N
NaOH kullanilmistir. Asidifikasyon kinetigi analizinde RSM Broth (% 9.5 yagsiz
stittozu, % 2 glukoz, % 0,5 maya ekstrakti) ve MRS Broth (Merck, Almanya),

mikrobiyolojik sayimlarda ise MRS Agar (Merck, Almanya) kullanilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Bakteri Kiiltiirlerinin Gelistirilmesi ve Peletin Hazirlanmasi

Kat1 besiyeri ortaminda bulunan L. acidophilus KPbl ve L. reuteri NRRL B-
14171 kolonileri 6ze yardimi ile 5’er mL’lik MRS s1v1 besiyerine aktarilmis ve 37°C
de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda olgek biiyiitmek
amactyla 1’er pL aktif kiiltiirden alinarak 200’er mL’lik MRS Broth besiyerlerine

aktarilmig ve 37°C de 48 saat inkiibasyona birakilarak gelistirilmistir.

L. acidophilus KPbl ve L. reuteri NRRL B-14171 kiiltiirleri MRS Broth
besiyerlerinde iki kez aktiflestirilerek 8-9 log kob/mL diizeyinde gelistirildikten
sonra 30 mL’lik santrifiij tliplerine (Nalgene) aktarilarak 14000 g’de 6 dk. oda
sicakliginda santrifiij (Sigma 2-16 KC) edilmis ve stipernatant uzaklastirilarak pelet
hazirlanmistir. Hazirlanan peletler iki defa % 0,85°1ik NaCl ¢ozeltisi ile yikanmis ve
tekrar aymi kosullarda santrifiij edildikten sonra, yas pelet agirligi belirlenerek,

kaplama isleminde kullanilincaya kadar buzdolabinda bekletilmistir.
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3.2.2. Kaplama Materyalinin Hazirlanmasi

Kullanilan tiim cam malzemeler ve ¢ozeltiler 121°C de 15 dk. otoklavda
sterilize edilmistir. Aljinat kiireciklerinin hazirlanmasinda Sheu ve ark. (1993),
Sultana ve ark. (2000) ve Homayouni ve ark. (2008) tarafindan uygulanan yontemler
kismen modifiye edilerek kullanilmistir. Buna gore 150 mL aljinat ¢o6zelitisi
hazirlamak i¢in % 2 aljinat (3 g) ve % 2 enzime direngli nigastadan (Hi-maize
resistant starch) (3 g) tartilmig ve her iki bilesen kuru toz halinde iyice
karigtirilmistir. Bu karisim 150 mL steril distile su ilave edildikten sonra tam
¢oziinme ve homojenizasyonu gergeklestirmek amaciyla 5 dk. homojenizator (Bio-

Homogenizer, Isvicre) kullanilarak karistirilmastir.

3.2.3. Yag-Lesitin Cozeltisinin Hazirlanmasi

Yag/su emiilsiyonu olusturmak amaciyla 300 mL kanola yaginin (Yudum
Gida San. Tic. A.S., Istanbul) igerisine % 0,2 lesitin (0,6 mL) ilave edilmis ve iyice
karistirildiktan sonra kullanilincaya kadar kahverengi cam sisede oda sicakliinda

muhafaza edilmistir.

3.2.4. Kalsiyum Kloriir Cozeltisinin Hazirlanmasi

Hazirlanacak mikrokiireciklerin katilastirllmasinda 1M CaCl, ¢o6zeltisi
kullanmilmustir. Cozelti yag-lesitin ¢ozeltisi ile 1:1 oraninda (300 mL) olacak sekilde
hazirlanmis, bunun i¢in 44,103 g CaCl,.2H,O0 tartilip belli bir miktar steril distile su

igerisinde ¢oziildiikten sonra, hacim 300 mL’ye tamamlanmaistir.



39

3.2.5. Kapsiil Yikama Cozeltisinin Hazirlanmasi

Yikama ¢ozeltisi, toplam hacim 1 L olacak sekilde; % 0,9 (9 g) NaCl, 500 mL
distile su icerinde ¢oziildiikten sonra igerisine % 5 (50 mL) gliserol ¢ozeltisi ilave

edilmis ve son hacim steril saf su ile 1 L’ye tamamlanmustir.

3.2.6. Koazervasyon Yontemi ile Bakteri Kiiltiirlerinin Enkapsiilasyonu

Yukarida anlatildig1 gibi hazirlanan L. acidophilus KPb1l ve L. reuteri NRRL
B-14171 suslarinin peletlerinden % 1 oraninda (1,5 g) tartilip, 10 mL yag-lesitin
cozeltisi icerisinde ¢ozllmiistiir. Coziilen peletler hazirlanan aljinat ¢ozeltisine ilave
edilerek homojen bir karigim elde edilinceye kadar manyetik karigtiricida (Velp,
Scientifica, EU) karistirilmis ve bu karisgima 300 mL kanola yagi-lesitin ¢ozetlisi
ilave edilmistir. Su i¢inde yag emilsiyonu olusturabilmek i¢in karigim manyetik
karistirict ile 400 rpm de 20 dk. tam bir emiilsiyon olusuncaya kadar tekrar
karistirtlmigtir. Karistm homojen bir emiilsiyon haline geldikten sonra, manyetik
karistiric1 tizerinde karistirma islemi devam ederken, 300 mL 1M CaCl, ¢ozeltisi
beherin i¢ cidarindan hizl bir sekilde dokiilerek emiilsiyona ilave edilmistir. Daha
sonra emiilsiyon oda sicakliginda 45-60 dk. bekletilerek kalsiyum-aljinat
kiireciklerinin beherin dibinde toplanmasi saglanmistir. Bu siirenin sonunda yag
tabakasi iistte kalsiyum- aljinat kiirecikleri ise alta toplanmistir. Beherin tist kisminda
toplanan yag tabakasi dokiilerek ve/veya pipetle ile olabildigince uzaklastirildiktan
sonra, kalan kiirecikler yikama ¢ozeltisi (% 0,9 NaCl + % 5 gliserol) ile en az iki
defa yikanmustir. Sonug¢ olarak yaklasik 130- 150 g, beyaz renkli, yar1 sert, kiire

seklinde, mikrokapsiiller elde edilmistir. Kapsiiller gida uygulamalarinda
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kullanilincaya kadar +4°C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir (Sheu ve ark. 1993;

Sheu ve Marshall 1993; Sultana ve ark. 2000; Homayouni ve ark. 2008).

3.2.7. Kapsiildeki Mikroorganizma Sayisinin Belirlenmesi

Elde edilen kapsiillerin i¢erdigi mikroorganizma yiikiinii belirlemek amaciyla
kapsiillerden 5’er g tartilip tizerine 45 mL 0,1 M KH,PO4 ¢ozeltisi ilave edilmistir.
Kapsiillerin 0,1 M KH,PO4 tamponu igerisinde tam olarak agilmalarmi saglamak
amactyla homojenizatérde (Stomacher) 10 dk. karistirilmistir. Homojenizasyon
isleminin ardindan 107’e kadar seri seyreltme yapilmis ve uygun diliisyonlardan
MRS Agar besiyerine yayma kiiltiir yontemi ile ekim yapilmistir. Petriler 37°C de 48
saat inkiibasyona birakilmis ve silire sonunda olusan koloniler sayilarak,

kapsiillerdeki mikroorganizma sayist Log kob/g olarak verilmistir.

3.2.8. Kapsiillerin Boyutlarinin Belirlenmesi

Kapsiillerin  boyutlar1 mikroskopta, okiiler —mikrometre kullanilarak
belirlenmistir. Buna gore kapsiillerden hazirlanan yas preparatlar aydinlik saha
mikroskobunda 10X objektifte incelenmis, her preparatta en az 10 kiirecikte, 2 farklh
eksen iizerinde yapilan Olgiimlerin ortalamalari alinarak kapsiillerin boyutlar
belirlenmis, ayn1 zamanda sekilleri de incelenmistir (Sultana ve ark. 2000; Talwalkar

2003).
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3.2.9. Kapsiillerden Hiicre Salinimi

Salinim testinde kapsiillerin parcalanarak mikroorganizma saliimina karsi
gosterdikleri direng 6zelliklerinin belirlenmesi amaclanmistir. Bu nedenle 5 g kapsiil
aliarak icerisinde 45 mL 0,1 M fosfat tamponu (pH 7) bulunan stomacher torbasina
konulmus ve 30 dk. homojenize edilmistir. Her 10 dk.’da bir alinan 6rneklerden
hazirlanan uygun diliisyonlardan ekim yapilarak kapsiillerin mikroorganizma
salmimina kars1 gosterdikleri direng ve homojenizasyonun oncesinde ve sonrasinda
mikroorganizma sayilar1 karsilagtirilarak ne kadar mikroorganizmanin serbest hale

gectigi tespit edilmistir (Adhikari 2000; Talwalkar 2003).

3.2.10. Enkapsiile Edilen Bakterilerin Asidifikasyon Kinetiklerinin Belirlenmesi

Enkapsiile edilen bakterilerin asidifikasyon kinetiklerinin belirlendigi bu
denemede 50’ser mL MRS Broth besiyerine ve RSM’ ye 2,5 g L. acidophilus KPbl
ve L. reuteri NRRL B-14171 suslarinin mikrokapsiilleri ile; 50 pL serbest formdaki
L. acidophilus KPbl ve L. reuteri NRRL B-14171 Kkiiltiirleri ilave edilmis ve
37°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon siiresince Kkiiltiirlerden
baslangicta ve her 2 saatte bir alinan Orneklerde mikroorganizma sayimi
gerceklestirilmistir. Ayrica orneklerdeki asitlik gelisimini kontrol amaciyla her saat
bas1 pH 6l¢iimii de (Selecta pH Meter pH-2005 Model, Italya) yapilmistir (Sultana ve

ark. 2000; Homayouni ve ark. 2008).
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3.2.11. Dondurmalarin Hazirlanmasi ve Kaplanmis Probiyotik flavesi

Kaplanmis probiyotik mikroorganizmalarin gida ortamindaki canlilik
diizeylerini incelemek amaciyla dondurma model gida olarak secilmistir. Bu amag
icin hazirlanan probiyotik mikroorganizma kapsiilleri ve ayni1 mikroorganizmalarin
kaplanmamis (serbest) kiiltiirleri, laboratuvar kosullarinda hazirlanan dondurma
orneklerine ayr1 ayr ilave edilmistir. Denemede standart bir {iretim amaciyla hazir
ticari toz dondurma karigimlart kullanilmis ve dondurmalar {iretici talimatlarina
uygun olarak hazirlanmistir. Kisaca, hazir toz dondurma karisimi 200 mL siite ilave
edilerek mikser yardimui ile karistirilarak hazirlanmistir.

Doksan giin boyunca -18°C’de depolanan dondurmalarda baslangic, 20., 40.,
60. ve 90. giinlerinde alinan 6rneklerin mikrobiyolojik, fiziksel, kimyasal ve duyusal
ozellikleri incelenmistir. Dondurmalar hazirlandiktan sonra 10’- 10® kob/g diizeyinde
canlt kiltiir iceren kapsiiller ve serbest mikroorganizma kiiltiirleri 1/10 oraninda
dondurmalara ilave edilmis ve homojen bir karisim saglandiktan sonra, 5 esit
porsiyona bdliinerek kapakli saklama kaplarina aktarilmis ve -18°C’de derin
dondurucuda muhafaza edilmistir. Dondurma numunelerinde mikroorganizma
saymmi, pH, asitlik tayini (% laktik asit), viskozite degeri ve duyusal analizleri

asagida acgiklandig gibi yapilmistir (Homayouni ve ark. 2008; Metin 2008).
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3.2.11.1. Depolama Boyunca Dondurmalarin pH’larinin Olgiilmesi

Derin dondurucuda -18°C’de depolanan L. acidophilus KPbl ve L. reuteri
NRRL B-14171 kiiltiirlerinin kapsiil ve serbest formlarini igeren dondurmalarin 0.,
20., 40., 60. ve 90. giinlerde pH ol¢iimleri (Selecta pH Meter pH-2005 Model, italya)

pH metre ile yapilmistir (Homayouni ve ark. 2008; Metin 2008).

3.2.11.2. Depolama Siiresince Dondurmalarda Asitlik Tayini

Derin dondurucuda -18°C’de depolanan L. acidophilus KPbl ve L. reuteri
NRRL B-14171’nin kapsiil ve serbest formlarini iceren dondurmalarin asitlik tayini
Metin (2008)’e gore yapilmis olup, sonuglar % Laktik asit cinsinden hesaplanmustir.

Bu analiz 0., 20., 40., 60. ve 90. giinlerde tekrarlanmstir.

3.2.11.3. Depolama Siiresince Dondurmalarda Probiyotik Bakteri Sayim

L. acidophilus KPbl ve L. reuteri NRRL B-14171’nin kapsiil ve serbest
formlarini igeren dondurmalarin mikrobiyolojik sayimlari i¢in dondurmalardan 10’ar
g tartilip stomacher posetlerine koyulmus ve iizerlerine kapsiillerin agilmasini
saglamak amaciyla 90 mL 0,1 M fosfat tampon c¢ozeltisi ilave edilmistir.
Homojenizatorde 5 dk. homojenize edilerek uygun seyreltilerden yayma kiiltiir
yontemi ile ekim yapilmis ve petriler 37°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda olusan koloniler sayilarak sonu¢ log kob/g olarak

verilmistir. Bu analiz 0., 20., 40., 60. ve 90. giinlerde tekrarlanmistir (Homayouni ve

ark. 2008).
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3.2.11.4. Depolama Siiresince Dondurmalarda Viskozite Ol¢iimii

Derin dondurucuda -18°C’ de depolanan L. acidophilus KPbl ve L. reuteri
NRRL B-14171 kiiltiirlerinin kapsiil ve serbest formlarin1 iceren dondurmalarin
viskoziteleri viskozimetri cihazi (AND Vibro Viscometer SU-10 Model) kullanilarak

Ol¢tilmiis ve analizler ayni periyotlarda tekrarlanmgtir.

3.2.11.5. Dondurmalarin Depolama Oncesi ve Sonrasi Duyusal Analiz Sonuclar

Koazervasyon yontemi ile kaplanan probiyotik bakteri kiiltiirlerinin ve
kaplanmamis serbest kiiltiirlerin, dondurmanin duyusal 6zellikleri tizerine etkisini
incelemek amaciyla depolama 6ncesi ve sonrasinda dondurmalarin duyusal analizleri
yapilmustir. Duyusal degerlendirme 6ncesinde 10 panelist tadim yapacaklar tirtinler
hakkinda bilgilendirildikten sonra, rastgele secilen {i¢ basamakli rakamlarla kodlanan
tirtinleri degerlendirmeleri istenmistir. Degerlendirmede panelistlerin tirtinleri, koku-
aroma, tat (kif tadi, ransit tat, tuzlu, eksi, asir1 tath), renk, yap1 (kivam, kumsu,
yapiskan), agizda biraktig1 his ve genel kabul edilebilirlik agisindan degerlendirerek

0 ile 9 arasinda puan vermeleri istenmistir (Homayouni ve ark. 2008; Metin 2008).

3.2.12. istatistiksel Analizler

Bu calismada gerceklestirilen tiim mikrobiyolojik sayimlar 2 paralel olarak

gergeklestirilmistir. Depolama siiresince dondurmalarin probiyotik bakteri sayisinda

meydana gelen degisim ve dondurmalarin duyusal analizleri Oneway Anova testi
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uygulanarak gerceklestirilmistir. Arastirmadan elde edilen veriler SPSS 18.00 (SPSS

Inc., Chicago, IL, USA) programi kullanilarak degerlendirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Kapsiildeki Probiyotik Mikroorganizma Sayilari

Lactobacillus acidophilus KPbl ve Lactobacillus reuteri NRRL B-14171
kultiirleri yaklasik 8-9 log kob/mL diizeyinde gelistirildikten sonra koazervasyon
yontemi ile kaplama islemi uygulanmistir. Kaplama isleminden sonra kapsiiller bir
gece buzdolabinda bekletilmis ve ardindan kapsiiller tekrar agilarak i¢erdikleri canli

mikroorganizma sayilar1 belirlenmistir (Cizelge 4).

Cizelge 4. Kapsiillerin igerdikeri probiyotik mikroorganizma sayilari

Mikroorganizma Adi Canh Bakteri Sayisi1 (log kob/g)
Lactobacillus acidophilus KPbl 8,60+0,276
Lactobacillus reuteri NRRL B-14171 7,23+0,162

Mikrobiyolojik sayim sonuglarina gore L. acidophilus KPbl kapsiilleri igerisindeki
mikroorganizma sayist L. reuteri NRRL B-14171 kapsillerinin  igerdigi
mikroorganizma sayisindan 1.37 log kob/g daha fazla bulunmustur. Kaplama
isleminden sonra, kapsiillerden alinan mikroorganizma sayim sonuglarinin
birbirinden farkli olmasinin nedeni; kapsiillerin farkli hizda a¢ilmis olmalar1 veya
kaplama esnasinda iki farkli mikroorganizmanin farkli oranda canlilik kaybina

ugramis olabilecegi seklinde diisiiniilmektedir.
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4.2. Kapsiil Boyutlarinin Belirlenmesi

L. acidophilus KPbl ve L. reuteri NRRL B-14171 kiiltiirlerinin %2 aljinat+
%?2 enzime diren¢li misir nisastast kullanilarak koazervasyon yontemi ile hazirlanan
kapstillerinin boyutlar1 aydinlik saha mikroskobunda 6l¢iilmiis ve sonuglar1 Cizelge
5’te verilmistir. Her bir mikroorganizma i¢in seg¢ilen 10 kapsiilde, her bir kapsiil i¢in
ise 2 ayr eksende ol¢iim yapilarak sonuglarin ortalamalar1 ve standart sapmalari

hesaplanmuistir.

Cizelge 5. L. acidophilus KPbl ve L. reuteri NRRL B-14171 kapsiillerinin boyutlar1

Olciim Yapilan L. acidophilus KPb1 L. reuteri NRRL B-14171
Kapsiil Kapsiil Boyutu (um) Kapsiil Boyutu (um)

1. Kapsiil 980 500

2. Kapsiil 650 500

3. Kapsil 390 850

4. Kapsiil 750 750

5. Kapsiil 560 550

6. Kapsiil 1000 500

7. Kapstil 850 300

8. Kapsiil 800 950

9. Kapsiil 900 400

10. Kapsiil 500 650
Ortalama + SD 738+207,407 595+203,374

Cizelge 5’te goriildiigii gibi L. acidophilus KPbl ve L. reuteri NRRL B-
14171 kilttrlerinin %2 aljinat+%2 enzime direncli misir nisastasi ile kaplanmasi
sonucu elde edilen kapsiillerin boyutlar1 sirasiyla ortalama 738 pm ve 595 pm
oldugu, kapsiil boyutlarinin 0,5- 1,0 mm arasinda oldugu goriilmustir (Sekil 1).
Sultana ve ark. (2000)’nin yaptiklar1 bir ¢calismada L. acidophilus ve Bifidobacterium
spp. %2 aljinat+ %2 enzime direng¢li misir nisastas1 ile koazervasyon yontemi ile

kaplamislar ve elde edilen kapsiillerin boyutlarinin 0,5-1,0 mm arasinda oldugunu
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tespit etmislerdir. Bu sonu¢ bizim calismamizda elde ettigimiz sonuglarla uyum

gostermektedir.

Sekil 1. L. acidophilus KPbl (A, B) ve L. reuteri NRRL B-14171 (C, D)

kapsiillerinin mikroskobik goriintiileri

4.3. Kapsiillerden Hiicre Salinimi

L. acidophilus KPbl ve L. reuteri NRRL B-14171 kapsiillerinin sindirim
sisteminde ve/veya gida ortaminda kullanilmasi durumunda kapsiillerin fiziksel
direncinin ve dolayisiyla kapsiilden mikroorganizma salinim 6zelliklerinin
belirlenmesi amaciyla gergeklestirilen bu denemenin sonuglar1 Sekil 2’de verilmistir.

Sekil 2 incelendiginde L. acidophilus KPbl kapsiilinden salimimi ve
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mikroorganizma sayis1 30 dk. boyunca giderek artarken, L. reuteri NRRL B-14171
kapsiiliinde ilk 20 dk.’da hiicre salinimi ve mikroorganizma sayis1 artis gostermis,
20. dk.’dan sonra mikroorganizma sayisinda 0,17 log kob/g diizeyinde ¢ok az bir
azalma gozlenmistir. Ancak genel olarak bakildiginda kapsiillerin 30 dakika
homojenizasyon isleminden sonra baslangic mikroorganizma yiikiine yakin bir
sayltya sahip olduklart goriilmektedir. Bu nedenle homojenizasyon isleminin

kapsiildeki canli mikroorganizma sayist lizerinde olumsuz bir etki gostermedigi

belirlenmistir.
Salinim Testi Mikroorganizma Sayim Sonuglari
(K): Kapstl

g

B

s

E =

S8

S 3

£3

£

=

=

20
Zaman (dk)

@ L. acidophilus (K) 8,57 8,64 8,98 9,04
B L. reuteri (K) 6,44 6,83 6,94 6,77

Sekil 2. L. acidophilus KPbl ve L. reuteri NRRL B-14171 kapsiillerinden bakteri

saliim testi sonuglari
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4.4. Kaplanms ve Serbest Kiiltiirlerin Asidifikasyon Kinetigi Sonuclar

Kaplanmis ve serbest kiiltiirlerin asidifikasyon kinetiklerinin belirlenmesi
amaciyla yapilan bu denemede, kapsiil ve serbest formdaki L. acidophilus KPbl ve
L. reuteri NRRL B-14171’in MRS Broth ve RSM ortamindaki gelisme durumlar1 ve
gelisme sonucu olusan pH degisimleri incelenmistir. Ayrica serbest ve kapsiil
formundaki bakterilerin bu 6zellikleri arasindaki farklar karsilastirllmistir. Kapsiil ve
serbest formdaki L. acidophilus KPbl ve L. reuteri NRRL B-14171’in MRS Broth

besiyerindeki gelisimleri ve pH degisimleri sirastyla Sekil 3 ve Sekil 4’te verilmistir.

MRS Broth'da Gelisme Durumu
(K): Kapsll (S): Serbest hiicre

10,00+

8,00

Mikroorganizma 6,00
sayisi (Log kob/g) 4001

o

L

--.
CoCmne

N -J :

SRR
0,00 408 dNd MERE WERE WENG
o 48

Zaman (Saat)

B L. acidophilus (K)| 6,85 | 7,65 | 7,30 | 7,53 | 897 | 899
B L. acidophilus (S)| 6,08 | 6,17 | 660 | 670 | 886 | 7,20
& L. reuteri (K) 543 | 559 | 555 | 567 | 828 | 879
B L. reuteri (S) 584 | 576 | 600 | 636 6,73 846

Sekil 3. Kaplanmis ve serbest kiiltiirlerin MRS Broth’da gelisme durumu

Sekil 3. incelendiginde L. acidophilus KPb1’in kapsiil formunun MRS broth
ortaminda serbest formuna goére daha iyi gelistigi, 48 saat siiresince L. acidophilus
KPb1’in kapsiil formunun mikroorganizma sayisi artarken (2,14 log birimi), serbest

formunda 24. saatten sonra mikroorganizma sayisinda azalma (-1,66 log birimi)
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oldugu goriilmektedir. Mikroorganizmalarin gelisme ortamlarinda logaritmik gelisme
evresinin sonlarima dogru ortamda biriken organik asit vb. metabolitler nedeniyle
gelismelerinde yavaslama ve daha sonraki asamalarda aktivitelerini yitirmektedirler.
Bu denemede oldugu gibi, mikroorganizmalar kaplandiklar1 zaman ¢evrenin olumsuz
etkilerinden korunmakta ve bulunduklari ortamlarda canliliklarin1 daha uzun siire
devam ettirebilmektedir.

L. reuteri NRRL B-14171’in kapsiil ve serbest formunun MRS ortamindaki
gelisimlerine bakildiginda 48 saat boyunca serbest formdaki hiicrelerin sayisinda bir
azalma gozlenmemistir. Ancak gelisim hizlarina bakildiginda L. reuteri NRRL B-
14171’in kapsiil formunun mikroorganizma sayisinda 24. saatin sonunda baslangi¢
sayisina gore 2.85 log birimi artis gozlenirken, serbest hiicrelerin sayisinin baslangi¢
sayisina gore 0.89 log birimi artis gosterdigi tespit edilmistir. Kaplama materyali
bakteriyi iyi bir sekilde muhafaza ettigi i¢in gelisimi daha hizli, serbest hiicreler
cevre sartlarindan olumsuz etkilendikleri i¢in gelisimleri kapsiil formuna gére daha

yavas ger¢eklesmistir.

Asidifikasyon Kinetigi pH Degerleri (MRS Broth)
(K): Kapstl (S): Serbest hiicre

7,00+
<o, G BN L Y
! . o L L
H Degeri 7 S EE e ]
T a0 A :
200 HEM HEN I IR R
1,00 : il gl e :
0,00- O I n n 2 k]
0

Zaman (Saat)

@ L. acidophilus (K) | 6,03 6,02 |6,00|5,97 |5,95|5,92|5,90| 4,49 4,18
@ L. acidophilus (S)|6,19 /6,18 6,17 |6,16 |6,14| 6,14 | 6,13| 4,33 | 4,21
B L. reuteri (K) 6,03 |6,00|5,99|5,98|5,97|5,97 | 5,96| 5,40 | 4,21
W L. reuteri (S) 6,00|5,95|5,93/5,92|5,91|5,90|5,90| 4,64 | 4,28

Sekil 4. MRS Brothda asidifikasyon kinetigi pH analiz sonuglari
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Sekil 4 incelendiginde L. acidophilus KPb1’in kapsiil ve serbest formunun
pH degisimleri ilk 6 saat birbiri ile paralel degisim gostermis, ancak 6. ve 24. saatler
arasinda pH diistisii serbest formdaki hiicrelerde (1,8 birim) kapsiil formundaki
hiicrelere gore (1,41 birim) daha hizli olmustur. Buna gore kapsiil formundaki
hiicrelerde pH degisiminin serbest formdaki hiicrelere gore daha istikrarli oldugu
goriilmektedir. Arastirmada 48. saat sonunda serbest ve kaplanmig kiiltiirlerin
birbirlerine olduke¢a yakin bir pH degerine ulastiklar1 goriilmiistiir.

L. reuteri NRRL B-14171in kapsiil ve serbest formundaki pH degisimleri
incelendiginde de yine ilk 6 saat birbirine paralel bir degisim goézlenmis ancak 6. ve
24. saatler arasinda serbest formdaki pH diistisiiniin (1,24 birim) kapsiil formuna
oranla (0,56 birim) daha hizli gerceklestigi gozlenmistir.

Mikroorganizmalarin asidifikasyon kinetigi sonuglar1 birlikte incelendiginde
bakterilerin bir kaplama materyali ile kaplanmasi sonucu pH {tizerindeki etkilerinin
kontrol edilebilecegi diisiintilmektedir. Homayouni ve ark. (2008) tarafindan yapilan
benzer bir c¢alismada kapsiil ve serbest formlardaki Lactobacillus casei ve
Bifidobacterium lactis’in - MRS broth ortamindaki asidifikasyon kinetikleri
incelenmis ve bakterilerin her iki formlarinin da pH’y1 degistirdigini ancak ayn1 pH
degerine kapsiil formlarnin serbest hiicrelere gore daha uzun siirede ulastiklarin
tespit etmislerdir. Bunun ise besin maddelerinin yavas alinmasindan ve
metabolitlerin yavas salinimindan kaynaklandigini diistinmektedirler.

Kapsiil ve serbest formdaki L. acidophilus KPbl ve L. reuteri NRRL
B14171°in RSM s1v1 ortamindaki gelisimleri ve pH degisimleri Sekil 5 ve Sekil 6’ da

verilmistir.
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RSM Brothda Gelisme Durumu
(K): Kapsul (S): Serbest hiicre

9,007
8,007
7,007
6,007

Mikroorganizma 5,007

----:

Zaman (Saat)

B L. acidophilus (K) 4,86 5,00 5,11 5,08 5,00 8,48 8,87
O L. acidophilus (S)| 5,81 5,85 5,94 6,00 6,23 8,53 8,04
B L. reuteri (K) 6,13 5,83 6,03 6,48 6,80 7,30 8,93
B L. reuteri (S) 5,72 5,66 5,58 5,79 6,11 8,04 7,38

Sekil 5. RSM Brothda yapilan asidifikasyon kinetigi analizinde sayim sonuglar1

Sekil 5 incelendiginde L. acidophilus KPb1’in kapsiil formunun RSM sivi
ortaminda L. acidophilus KPbl’in serbest formuna goére daha iyi gelistigi
goriilmiistiir. 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda L. acidophilus KPb1’in kapsiil
formunun mikroorganizma sayisindaki artis (4,01 log birimi), serbest formundaki
artisa (2,23 log birimi) gore daha fazla olmustur. L. acidophilus KPb1’in serbest
formunun mikroorganizma sayisi 24. saatten sonra azalmaya baglamistir. Kapsiil
formunda ise artis devam etmistir. L. reuteri NRRL B14171’in gelisme durumuna
bakildiginda kapsiil formunun mikroorganizma sayisindaki artisin (2,8 log birimi),
serbest hiicre formundaki artisa (1.66 log) gore daha fazla oldugu goriilmiistiir.
L.reuteri NRRL B14171°de de L. acidophilus KPbl’de oldugu gibi serbest hiicre
formundaki mikroorganizma sayis1 24. saatin sonunda azalmaya baslamistir. Kapsiil

formunda ise artis devam etmistir.
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Asidifikasyon Kinetigi pH Degerleri (RSM Broth)
(K): Kapsil (S): Serbest hiicre

7,00
6,00 i =l (s
oo (G L ER RN

pH Degeri :22: i; E I E rii
L :
1,00 ‘ E:l : ;
0,00- : « Nz 3

Zaman (Saat)
B L. acidophilus (K) (6,32(6,25|6,24|6,246,20|6,18 6,17 /6,14 |6,11|4,75/3,98

@ L. acidophilus (S) [6,50|6,44 |6,44|6,43|6,41|6,40|6,40|6,38/6,38/4,33|3,97
& L. reuteri (K) 6,38/6,31(6,30/6,306,28 |6,26 (6,26 6,26 6,26|5,39|4,04
W L. reuteri (S) 6,48/6,45|6,43/6,43/6,40/6,40|6,40|6,386,38/4,40|4,03

Sekil 6. RSM brothda yapilan asidifikasyon kinetigi analizinde 6l¢iilen pH degerleri

Sekil 6 incelendiginde L. acidophilus KPb1’in kapsiil ve serbest formlarinin
pH’y1 diistirme hizlar1 ve ulastiklar1 son pH degerleri arasinda 6nemli bir fark
gozlenmemistir.

L. reuteri NRRL B-14171’in kapsiil ve serbest formlar1 incelendiginde ise pH
degisimleri ilk 8 saat birbiri ile paralellik gostermis ancak 8. ve 24. saatler arasinda
serbest formdaki pH diististi (1,98 birim) kapsiil formundakine gore (0,87 birim) daha
hizli gergeklesmistir. L. reuteri NRRL B-14171’in kapsiil ve serbest formlar1 48. saat
sonunda birbirlerine olduk¢a yakin bir pH degerine ulasmislardir. Benzer bir
calismada Sultana ve ark. (2000) L. acidophilus ve Bifidobacterium spp.’nin RSM
stv1 ortamindaki asidifikasyon kinetiklerini incelemis kapsiil formundaki hiicrelerin
aynt pH degerine serbest hiicrelere gore daha uzun siirede ulastigini tespit

etmislerdir.
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4.5. Kaplanms Probiyotik Kiiltiir iceren Dondurmalarin Baz1 Ozellikleri

4.5.1. Depolama Siiresince Dondurmalardaki pH Degisimi

L. acidophilus KPbl ve L. reuteri NRRL B-14171’in serbest ve kapsiil
formlarini igeren dondurmalarin depolama siiresince pH degisimlerinin incelendigi
bu denemede, 0, 20, 40, 60 ve 90. giinlerde dondurmalarin pH degerleri 6l¢tilmiis ve

meydana gelen degisimler Sekil 7°de verilmistir.

Dondurmalarin Depolama Siiresince pH Degisimleri
(K): Kapstl (S): Serbest hiicre

pH Degeri
Depolama suresi (Gun)
B Dondurma + L. acidophilus (K) 6,45 6,63 6,66 6,58 6,62
@ Dondurma + L. acidophilus (S) 7,07 7,13 7,20 7,14 7,21
™ Dondurma + L. reuteri (K) 6,50 6,74 6,78 6,57 6,63
W Dondurma + L. reuteri (S) 7,08 7,18 7,24 7,21 7,23
0 Kontrol (Sade Dondurma) 7,13 7,16 7,25 7,22 7,23

Sekil 7. Depolama stiresince dondurmalarin pH degisimleri

Sekil 7 incelendiginde L. acidophilus KPbl ve L. reuteri NRRL B-14171
kapstillerini igeren dondurmalarin baslangi¢ pH’lar1 serbest hiicre igerenlere ve
kontrole gore biraz daha disiiktiir. Bunun nedeninin koazervasyon ile kaplama
isleminde kullanilan materyallerden kaynaklandigir dustiniilmektedir. Depolama

stiresince meydana gelen pH degisimlerine bakildiginda baslangi¢c pH’larina goére 0,5
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pH biriminden daha az bir degisim gozlenmistir ki bu beklenen bir sonugtur.
Probiyotik bakterilerin gida ortamlarinda kullanilmalar1 durumunda canliliklarini
korumalar1 istenirken sayilarinin artmasi ise istenmemektedir. Raf omrii siiresince
gidada mikroorganizma gelismesi gidanin fiziksel, kimyasal ve duyusal 6zelliklerinin
degismesine neden olmaktadir ki bu arzu edilmeyen bir durumdur. Bu denemede
kullanilan mikroorganizmalarin gerek serbest gerekse kaplanmigs formlarinin
dondurulmus bir gida ortaminda kullanilmasiin pH’da dolayisiyla gidada olumsuz

bir degisime neden olmayacagi belirlenmistir.

4.5.2. Depolama Siiresince Dondurmalardaki Asitlik Gelisimi

Kaplanmig ve serbest probiyotik kiiltiir kullanimimin dondurmalarda asitlik

gelisimi tizerine etkisinin arastirildigi bu denemenin sonuglart Sekil 8’de verilmistir.

Depolama Siiresince Asitlik Geligimi
(K): Kapstl (S): Serbest hucre

0,25+

0,20 7

0,15+

Laktik asit (%)

)

0,10+

0,05+

I:I:I_I_I_I_I_Ix

)

0,00+
0

Zaman (Gun)
& Dondurma+ L. acidophilus (K) | 0,20 0,20 0,19 0,19 0,21

@ Dondurma+ L. acidophilus (S) | 0,18 0,18 0,19 0,18 0,19

@ Dondurma+ L. reuteri (K) 0,19 0,20 0,19 0,18 0,19
® Dondurma+ L. reuteri (S) 0,18 0,18 0,16 0,18 0,17
0O Kontrol (Sade Dondurma) 0,16 0,18 0,16 0,15 0,16

Sekil 8. Depolama siiresince dondurmalardaki asitlik gelisimi
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Sekil 8 incelendiginde depolama siiresince dondurmalarda baslangi¢
miktarma gore onemli bir asitlik gelisiminin olmadig1 gozlenmistir. Kapsiil ve
serbest hiicre iceren dondurmalarin baslangigtaki asitlik oranlar1 kontrol grubuna
gore biraz daha yiiksektir. Bu da dondurmaya katilan serbest ve kaplanmis probiyotik
kiiltiirlerden kaynaklanmaktadir. Baslangi¢ ve sonuc¢ % asitlik degerleri arasindaki
farka bakildiginda % 0,01-0,02 birimlik bir degisim oldugu goriilmektedir. Bu kadar
diisiik diizeyde bir degisimin de gidanin duyusal niteliklerinde onemli bir fark

olusturmayacagi diisiiniilmektedir.

4.5.3. Depolama Siiresince Dondurmalarda Probiyotik Bakteri Sayim

Depolama siiresince dondurmalarda 0., 20., 40., 60. ve 90. giinlerde yapilan

probiyotik bakteri sayimlarinin sonuglart Sekil 9°da verilmistir.

Depolama Siiresince Mikroorganizma Geligimi
(K): Kapstl (S): Serbest hiicre

9,00
8,00
7,001 _ :
L g
) o ) ;':"
Mikroorganizma .00 :::: :::. :: ::}
sayisi (Log kob/g) 4 g | ;::: EEE = ::}
’ e =
3,00 = = =
l.lI Il.l I. I.\
E B A5
100+ 5;: == e
sUU T b ] -: ]
e = . .E::
Zaman (Gin)
0 Dondurma + L. acidophilus (K) 6,16 745 6,62 6,99 7,08
@ Dondurma + L. acidophilus (S) 6,65 6,42 6,55 6,55 6,30
@ Dondurma + L. reuteri (K) 8,02 6,47 5,49 515 5,39
B Dondurma + L. reuteri (S) 6,13 544 5,11 5,53 5,40

Sekil 9. Depolama siiresince dondurmalarin mikrobiyolojik sayim sonuglari
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Sekil 9 incelendiginde depolama siiresince baslangi¢ ve 90. giinler arasinda
kaplanmis L. acidophilus KPb1 i¢eren dondurmalardaki probiyotik bakteri sayisinda
+0,92 log birimi artis; serbest L. acidophilus KPbl igeren dondurmalardaki
probiyotik bakteri sayisinda -0,35 log birimi azalma; kaplanmis L. reuteri NRRL B-
14171 igeren dondurmalardaki probiyotik bakteri sayisinda -2,63 log birimi azalma
ve serbest L. reuteri NRRL B-14171 iceren dondurmalardaki probiyotik bakteri
sayisinda -0,73 log birimi azalma meydana geldigi goriilmektedir. Bu sonuglara gore
en yiiksek azalma kaplanmis L. reuteri NRRL B-14171 sayisinda meydana gelmistir.
Bunun disinda diger deneme gruplarinda meydana gelen degisiklik 1 log biriminden
daha az diizeyde kalmistir. Homayouni ve ark. (2008)’nin yaptiklari benzer bir
calismada L. casei ve B. lactis’in serbest ve kapsiil formlar1 dondurmaya ilave
edilmis ve 180 giin -20°C’de depolanmistir. Bu ¢alisma sonunda L. casei nin serbest
hiicre formunun sayisinda yaklasik 3,4 log birimi azalma goriiliirken kapsiil
formundaki azalma 1,4 log birimi; B. lactis’in serbest formundaki azalma 2,9 log
birimi, kapsiil formundaki azalma ise 0,7 log birimi olarak tespit edilmistir.

Depolama siiresince dondurmalara ilave edilen kaplanmis ve serbest
probiyotik bakteri sayisinda meydana gelen degisimlerin istatistik degerlendirmesi
Cizelge 6’da verilmistir. Cizelge 6 incelendiginde baslangicta dondurmaya ilave
edilen canli probiyotik bakteri sayisinin tiim deneme gruplarinda ayni olmadigi
goriilmektedir. Buna gore 0. glinde tirline katilan bakteri sayilarindan kaplanmig L.
acidophilus KPb1 ile serbest L. reuteri NRRL B-14171 katilan tiriinlerdeki bakteri
sayilar1 arasinda fark olmadigi (P>0,05); 90. giin sonunda bu farkin 6nemli hale
geldigi buna karsin serbest ve kaplanmis L. reuteri NRRL B-14171 igeren

irtinlerdeki bakteri sayisinin birbiri ile aym diizeye geldigi (P>0,05) tespit edilmistir.
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Buna karsin L. acidophilus KPbl susunun kaplanmis formu ilave edilen deneme
grubundaki canli bakteri sayisinin serbest kiiltiir ilave edilen dondurma 6rneklerinden

farkli (P<0,05) ve daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

Cizelge 6. Depolama siiresince dondurmalarda probiyotik bakteri sayisinda meydana
gelen degisimeler

Depolama Siiresince Probiyotik Bakteri Sayis1 (Ortalama+SD)
0. Giin 20. Giin 40. Giin 60. Giin 90. Giin

Deneme Grubu

Dondurma + L.
acidophilus (K)
Dondurma + L.
acidophilus (S)

Dondurma + L.

6,16£0,060°  7,45+0,100° 6,62+0,080° 6,99+0,000* 7,08+0,000°

6,65+0,060°  6,42+0,060° 6,55£0,070* 6,55+0,010°  6,31+0,040°

) 8,02+0,080¢  6,47+0,010° 5,49+0,100° 5,15+£0,000¢ 5,39+0,100°
reuteri (K)

Dondurma + L. d
) 6,13+£0,060*  5,44+0,060° 5,11+£0,010° 5,53+0,020 5,40+0,050°
reuteri (S)

Aynut stitundaki farkli harfler deneme gruplarina gére mikroorganizma sayisi ortalamalari
(n=2) arasindaki farkin 6nemli (P<0,05) oldugunu gostermektedir.
(K): Kapsitil, (S): Serbest hiicre

4.5.4. Depolama Siiresince Dondurmalarin Viskozitelerindeki Degisim

L. acidophilus KPbl ve L. reuteri NRRL B-14171 probiyotik kiltiirlerinin
kapsiil ve serbest formlarini i¢ceren dondurmalarin -18°C’de depolama siiresince 0.,
20., 40., 60. ve 90. giinlerde yapilan viskozite 6l¢limlerinin sonuglar1 sirasiyla Sekil
10, 11, 12, 13 ve 14°de verilmistir.

Sekil 10’ da gorildugt gibi kaplanmis L. acidophilus KPbl igeren
dondurmanin depolama boyunca viskozitesindeki degisim incelenmis ve depolama

sonunda 184 mPa s’ lik bir viskozite kaybinin oldugu goriilmiistir.
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L. acidophilus/ Kapsiil/ Dondurma

450 25
__ 400 +
@ 350 + T2
5 250 - 1T x
§ 20T 110 %
S 150 + o
[72]
g 100 + 15
50 +
0 : : : : 0
0 20 40 60 90

Depolama siiresi (Giin)

‘ —a— Viskozite (mPa s) —e— Sicaklik (°C) ‘

Sekil 10. Kaplanmis L. acidophilus KPb1 i¢eren dondurmanin viskozite sonuglari

L. acidophilus/ Serbest/ Dondurma

140 25
- 120 + 120
S 100 + )
E s TS
2 =
§ 007 110§
; 40 + 5 (7]
> 20+ 1

0 1 | 1 ; 0

0 20 40 60 90

Depolama siiresi (Giin)

—a— Viskozite (mPa s) —e— Sicaklik (°C)

Sekil 11. Serbest L. acidophilus KPb1 igeren dondurmanin viskozite sonuglari

Sekil 11 incelendiginde serbest L. acidophilus KPbl igeren dondurmanin

depolama sonundaki viskozite kaybinin 17,26 mPa s oldugu tespit edilmistir.
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L. reuteri/ Kapsiil/ Dondurma

300 25
% 250 | 120
© —_—
a 200 | g
3 T
@ 150 | =
i~ + 10 3
2 100 + o
.2 »
S 504 19
0 } } } } 0

Depolama siiresi (Giin)

‘ —a— Viskozite (mPa s) —e— Sicaklik (°C) ‘

Sekil 12. Kaplanmis L. reuteri NRRL B-14171 iceren dondurmanin viskozite

sonuglar1

Sekil 127 de goriildigiu gibi kaplanmis L. reuteri NRRL B-14171 igeren

dondurmada depolama sonunda 70,28 mPa s’lik bir viskozite kaybi tespit edilmistir.

L. reuteri/ Serbest/ Dondurma

200 25
© 150 | T _
= o
3 T8
@ 100 | E
E + 10 §
® 50+ »

< 15

0 : : : : 0

0 20 40 60 90

Depolama siiresi (Giin)

—a— Viskozite (mPa s) —e— Sicaklik (°C)

Sekil 13. Serbest L. reuteri NRRL B-14171 igeren dondurmanin viskozite sonuclari

Sekil 13 incelendiginde serbest L. reuteri NRRL B-14171 igeren
dondurmanin depolama sonunda viskozitesinde 49,52 mPa s’lik bir kayip meydana

geldigi goriilmektedir.



62

Kontrol/ Sade Dondurma

600 25
m 500 + L 20
© —
o 400 + ©
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o 300 + =
N 10 g
S 200 + 2
o @
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Depolama siiresi (Giin)

—u— Viskozite (mPa s) —e— Sicaklik (°C)

Sekil 14. Kontrol/ sade dondurmanin viskozite sonuglari

Sekil 14 incelendiginde kontrol/ sade dondurmanin depolama sonundaki
viskozite kaybinin 372,75 mPa s oldugu gortilmiistiir.

L. acidophilus KPbl ve L. reuteri NRRL B-14171’in serbest ve kapsiil
formlarini i¢eren ve sade dondurmada (kontrol) meydana gelen viskozite kayiplari
karsilastirildiginda kaplanmis L. acidophilus KPbl iceren dondurmada %47,69,
serbest L. acidophilus KPbl i¢eren dondurmada %17,20, kaplanmis L. reuteri NRRL
B-14171 igeren dondurmada %29,93, serbest L. reuteri NRRL B-14171 igeren
dondurmada %36,20, sade dondurmada (kontrol) %75,55 viskozite kaybi1 meydana
gelmistir. Kaplanmis ve serbest probiyotik kiiltiir kullaniminin viskoziteye etkisi
acisindan degerlendirildiginde L. acidophilus KPbl kiltirinde kaplanmis kiiltiir
katilan numunelerde viskozite kaybi daha yiiksek c¢ikarken; L. reuteri NRRL B-
14171 kiltirt katilan dondurmalarda, serbest probiyotik kiiltiir katilan numunelerde
viskozite kayb1 daha yiiksek oranda meydana gelmistir. Diger yandan kontrol olarak

hazirlanan sade dondurmada meydana gelen viskozite kaybiin, serbest veya



63

kaplanmis probiyotik kiiltiir katilan dondurmalardaki viskozite kaybindan daha

yliksek oldugu tespit edilmistir.

4.5.5. Dondurmalarin Depolama Oncesi ve Sonrasi Duyusal Analiz Sonuclar:

Kaplanmig ve serbest formdaki L. acidophilus KPbl ve L. reuteri NRRL B-
14171 probiyotik kiiltirlerinin dondurmanin duyusal 6zellikleri tizerine etkisini
incelemek amaciyla depolama Oncesi ve sonrasinda duyusal analizler
gerceklestirilmistir. Depolama 6ncesi ve sonrasinda yapilan duyusal analizlerde
panelistler tarafindan her dondurma ornegi icin, belirlenen o6zelliklere verilen
puanlarin ortalamalar1 ve standart sapmalar1 Cizelge 7 ve Cizelge 8’de verilmistir.
Bu cizelgelerde ayrica deneme ve kontrol gruplarinin her bir 6zellik agisindan ayri
ayr karsilagtirilmasi da goriilmektedir. Her bir deneme grubu ile kontrol gruplarinin
genel begeni agisindan almis olduklar1 puanlar ise Sekil 15 ve Sekil 16’da verilmistir.

Cizelge 7 incelendiginde depolama oOncesi yapilan duyusal analizlerde L.
acidophilus KPbl ve L. reuteri NRRL B-14171 probiyotik kiiltiirlerinin serbest ve
kaplanmis formlarini iceren dondurmalarla, kontrol grubu arasinda koku ve aroma
ozellikleri bakimindan onemli bir fark goriilmemistir (P>0,05). Tat o6zellikleri
incelendiginde kuf tadi, ransit tat ve tuzluluk bakimindan da o6nemli bir fark

goriilmemistir (P>0,05).
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Buna karsin eksi tat 6zellikleri bakimindan kaplanmis L. acidophilus KPb1 kiltiirti
iceren dondurma (6,00+£1,943) ve kontrol grubu (7,40+2,27) arasindaki fark énemli
bulunmustur (P<0,05). Serbest L. acidophilus KPbl kiiltiiri igceren dondurma
numunelerinin (6,404+2,171) ve kontrol grubu (7,40+£2,271) arasindaki fark istatistiki
acidan oOnemli bulunmamistir (P>0,05). Eksi tat kriteri agisindan serbest ve
kaplanmis L. acidophilus KPbl kiiltiirii igeren dondurmalar arasindaki fark énemli
bulunmustur (P<0,05). Kaplanmis L. reuteri NRRL B-14171 kiltirti igeren
dondurma (6,40+£2,070) ile kontrol grubu (7,404+2,271) arasinda onemli bir fark
goriilmemistir (P>0,05). Serbest L. reuteri NRRL B-14171 kiiltiirti iceren dondurma
(8,20+1,230) ile kontrol grubu (7,40+2,271) arasindaki fark 6nemli bulunmustur
(P<0,05). Serbest ve kaplanmis L. reuteri NRRL B-14171 Kkiiltiirii igeren
dondurmalar arasindaki fark 6nemli bulunmustur (P<0,05). Asir1 tatlilik bakimindan
incelendiginde serbest L. acidophilus KPbl kiltiiri iceren dondurma numuneleri
(5,30+2,163) ve kaplanmis L. acidophilus KPb1 kiiltiirti iceren dondurma numuneleri
(3,20+1,690) ile kontrol grubu (6,00£2,790) karsilastirildiginda aralarindaki farkin
onemli oldugu tespit edilmistir. (P<0,05). Serbest ve kaplanmis L. acidophilus KPb1
kiiltiirti iceren dondurmalar kontrol grubuna goére daha az tatli bulunmustur. Buna
karsin serbest L. reuteri NRRL B-14171 kiiltiirii iceren dondurma numuneleri
(6,20+£2,150) ile kontrol grubu (6,00+2,790) arasinda énemli bir fark goériilmemistir
(P>0,05). Kaplanmis L. reuteri NRRL B-14171 kiiltirii igceren dondurma
(3,90+1,600) ile kontrol grubu (6,00+£2,790) arasindaki fark onemli bulunmustur
(P<0,05).

Renk ozelliklerine bakildiginda gruplar arasinda oOnemli bir fark
goriilmemistir (P>0,05). Yap1 oOzellikleri incelendiginde kivam ve yapiskanlik

ozellikleri bakimindan gruplar arasinda 6nemli bir fark goriilmemistir (P>0,05).
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Kumsu yap1 6zellikleri bakimindan ise kaplanmis L. acidophilus KPb1 kiiltiirti igeren
dondurma numuneleri (2,404+2,171) ile kontrol grubu (6,30+2,910) arasindaki fark
onemli bulunmustur (P<0,05). Kumsu yap1 kriteri agisindan serbest L. acidophilus
KPb1 kiltiirti iceren dondurma numuneleri (5,40+2,720) ile kontrol grubu sade
dondurma (6,30+2,910) karsilastirildiginda aralarindaki farkin 6nemli oldugu
belirlenmistir (P<0,05). Kaplanmig L. reuteri NRRL B-14171 kiiltirii igeren
dondurma (3,704+2,870) ile kontrol grubu (6,30+2,910) arasindaki fark onemli
bulunmustur (P<0,05). Serbest L. reuteri NRRL B-14171 kiiltiiri iceren dondurma
(6,60£1,960) ile kontrol grubu arasinda 6nemli bir fark goriilmemistir (P>0,05).
Kumsu yap1 agisindan kontrol grubuna gore en diisiik puan kaplanmis L. acidophilus
KPb1 kiilttirti igeren dondurmalarda goriilmiistiir. Dondurmalarin agizda biraktig his
degerlendirmelerinde kaplanmis L. acidophilus KPbl Kkiiltiirii iceren dondurma
(2,00+1,700) ve serbest hiicre igeren dondurma (4,104+2,600) ile kontrol grubu
(5,60£2,271) arasindaki fark énemli bulunmustur (P<0,05). Kaplanmis L.reuteri’nin
kapsiil formunu igeren dondurma (2,80+2,251) ile kontrol grubu arasindaki fark
onemli bulunmustur (P<0,05). Serbest L. reuteri NRRL B-14171 kiltiiri igeren
dondurma (5,4042,011) ile kontrol grubu arasindaki fark onemli bulunmamistir
(P>0,05). Agizda biraktig1 his bakimindan en iyi puanmi kontrol grubu almis, bunu
sirastyla serbest L. reuteri NRRL B-14171 Kkiltirii igeren dondurma ve L.
acidophilus KPbl kiltiiri iceren dondurma almistir. Genel begeni agisindan
bakildiginda kaplanmis L. acidophilus KPb1 kiiltiirii iceren dondurma (2,20+1,550)
ve serbest hiicre formunu ig¢eren dondurma (4,20+£2,660) ile kontrol grubu
(5,80+£2,251) arasindaki fark onemli goriilmustir (P<0,05). Kaplanmis L. reuteri
NRRL B-14171 kiiltiirti iceren dondurma (3,00+2,055) ile kontrol grubu arasindaki

fark 6nemli bulunmustur (P<0,05). Buna karsin serbest L. reuteri NRRL B-14171
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kiltiirti igeren dondurma (5,40+1,960) ile kontrol grubu arasinda 6nemli bir fark

goriilmemistir (P>0,05).

Dondurmalarin Depolama Oncesi Duyusal Analiz Sonuglar

L. acidophilus (Kapsul)
6,00

Kontrol (Sade Dondurma) L. acidophilus (Serbet hicre)

L. reuteri (Serbest hiicre) L. reuteri (Kapsdl)

‘ —&— Genel Begeni Puani ‘

Sekil 15. Dondurma numunelerinin depolama oncesi duyusal degerlendirme — genel

begeni sonuglari

Sekil 15°te goriildiigii gibi dondurmalarin duyusal degerlendirme genel begeni
sonuglar1 incelendiginde en yiiksek puani kontrol grubu alirken (5,80+2,251) bunu
sirasiyla serbest L. reuteri NRRL B-14171 (5,40+1,960) ve serbest L. acidophilus
KPbl1 kiiltiirii iceren dondurma numuneleri (4,20+£2,660) izlemektedir. Genel begeni
acisindan en diisiik puani ise kaplanmis L. acidophilus KPbl Kkiiltiirii igeren

dondurma numuneleri (2,20+1,550) almistir.
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Cizelge 8 incelendiginde dondurmalarin depolama sonrasi yapilan duyusal
analiz sonuclarma gore serbest L. acidophilus KPbl kiltiirli igeren numunelerle,
serbest ve kaplanmis L. reuteri NRRL B-14171 kiiltiiri igeren dondurmalar ve
kontrol grubu sade dondurma arasinda koku ve aroma, tat, renk, kivam ve
yapiskanlik 6zellikleri bakimindan 6nemli bir fark tespit edilmemistir (P>0,05).
Kumsu yap1 kriteri agisindan duyusal analiz sonuclarina bakildiginda kaplanmis L.
acidophilus KPb1 kiiltiirti igeren dondurma (2,10+2,024 ), serbest L. reuteri NRRL
B-14171 kiltirt iceren dondurma (4,90+£2,961) ve kaplanmis L. reuteri NRRL B-
14171 kiltiri iceren dondurma (2,70£1,899), kontrol grubu sade dondurma
(5,60+2,760) ile karsilastirildiginda aralarindaki fark énemli bulunmustur (P<0,05).
Serbest L. acidophilus KPbl kiiltiirii iceren dondurma (5,1042,644) ile kontrol grubu
arasinda 6nemli bir fark bulunmamistir (P>0,05). Dondurmalarin agizda biraktig1 his
degerlendirmesinde kaplanmis L. acidophilus KPbl Kkiiltiirii igeren dondurma
(2,30+£2.003) ile kaplanmis L. reuteri NRRL B-14171 kiltiirii iceren dondurma
(4,10£2,514) ve kontrol grubu sade dondurma (4,70+2,584) arasindaki fark onemli
bulunmustur (P<0,05). Serbest kaplanmis L. acidophilus KPbl kiltiirii iceren
dondurma (5,304+2,060) ile serbest L. reuteri NRRL B-14171 kiiltiiri igeren
dondurma (6,00+2,404) ve kontrol grubu arasinda 6nenli bir fark bulunmamistir
(P>0,05). Dondurmalardan agizda biraktig1 his bakimindan en yiiksek puani serbest
L. reuteri NRRL B-14171 kiiltiirii igeren dondurma numuneleri alirken bunu sirasiyla
serbest kaplanmis L. acidophilus KPbl kiltirii i¢ceren dondurma numuneleri ve
kontrol grubu sade dondurma izlemektedir. Dondurmalar genel begeni agisindan
degerlendirildiginde serbest L. acidophilus KPbl kiltirii iceren dondurma,
kaplanmis L. reuteri NRRL B-14171 kiiltiirti iceren dondurma, serbest L. reuteri

NRRL B-14171 kiiltiirii iceren dondurma ve kontrol grubu sade dondurma arasinda
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onemli bir fark bulunmazken (P>0,05); kaplanmis L. acidophilus KPbl kiltirt
iceren dondurma (1,80+1,480) ile kontrol grubu (4,60+2,591) arasindaki farkin

Oonemli oldugu tespit edilmistir (P<0,05).

Dondurmalarin Depolama Sonras1 Duyusal Analiz Sonuclari

L. acidophilus (Kapsil)
6,00

Kontrol (Sade Dondurma) <__ & L. acidophilus (Serbest hiicre)

L. reuteri (Serbest hiicre) L. reuteri (Kapsul)

‘ —&— Genel Begeni Puan*

Sekil 16. Dondurma numunelerinin depolama sonrast duyusal degerlendirme — genel

begeni sonuglari

Sekil 16 incelendiginde dondurma numunelerinin depolama sonrasi genel
begeni sonuglarina gore en yiiksek puani serbest L. reuteri NRRL B-14171 kiiltiirii
iceren dondurma alirken bunu sirasiyla; serbest L. acidophilus KPb1 kiiltiirii igeren
dondurma, kontrol grubu sade dondurma ve kaplanmis L. reuteri NRRL B-14171
kiltiirti iceren dondurma numuneleri izlemektedir. Genel begeni agisindan en diisiik
puani ise kaplanmis L. acidophilus KPb1 kiltiirii iceren dondurma numunesi aldigi

belirlenmistir.
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5. SONUCLAR

Bu arastirmada probiyotik 6zellikleri bilinen biri yerel digeri standart sus
olmak tizere 2 adet laktik asit bakterisinin koazervasyon yontemi kullanilarak aljinat
ve enzime direncli misir nisastasi ile mikroenkapsiilasyonu gergeklestirilmistir.
Uretilen kapsiillerin salimim  6zellikleri ve asidifikasyon kinetigi, belirlenmistir.
Ayrica arastirmada kapsiiller model bir gida ortammna ilave edilerek depolama
stabilitesi, gidanin pH, asitlik, viskozite ve duyusal 6zellikleri incelenmistir.

Koazervasyon yontemi ile kapladigimiz L. acidophilus KPbl ve L. reuteri
NRRL B-14171 kiilttirlerinin kapsiil i¢indeki sayilar1 tespit edilmis, kaplama
isleminin basariyla gergeklestigi goriilmuistiir.

L. acidophilu KPbl ve L. reuteri NRRL B-14171 kiiltiirlerinin % 2 aljinat+
% 2 enzime direngli misir nisastas1 ile kaplanmasi sonucu elde edilen kapsiillerin
aydinlik saha mikroskobunda boyut oOl¢iimleri yapilmis ve ortalama boyutlar
sirastyla 595 pm ile 738 pm arasinda bulunmustur. Buna gore koazervasyon
yontemiyle elde edilen kapsiillerin boyutlarinin bazi gida ortaminda kullanilmalarina
engel teskil etmeyecegi diisiiniilmektedir.

Elde edilen kapsiillerin mikroorganizma salinim 6zellikleri incelendiginde
kaplama isleminin hiicreleri dis ortamdan korudugu ve salinimin kontrollii bir sekilde
gergeklestigi gorilmiistiir.

Kaplanmis ve serbest formdaki bakterilerin MRS sivi  ortamindaki

gelisimleri  incelendiginde, L. acidophilus KPbl’in serbest formunun
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mikroorganizma sayisinin ilk 24 saat artis gosterdigi ancak 24. saatten sonra
mikroorganizma sayisinda azalma meydana geldigi; kapsiill formunda ise
mikroorganizma sayisinin 48 saat siiresince artis gosterdigi tespit edilmistir. Serbest
hiicrelerin agiga ¢ikan cesitli metabolitler ve ¢evrenin olumsuz sartlarindan (oksijen,
151k vs.) etkilenmis olabilecegi, kaplama materyalinin bu olumsuz etkileri azalttig
distiniilmektedir.

L. reuteri NRLL B-14171’in kapsiil ve serbest formunun MRS sivi
ortamindaki gelisimlerine bakildiginda 48 saat boyunca serbest formdaki hiicrelerin
sayisinda bir azalma gozlenmemistir. Ancak gelisim hizlarina bakildiginda kapsiil
formunun baslangi¢c sayisina gore daha fazla artis gosterdigi, serbest formundaki
artisin ise kapsiil formuna kiyasla olduke¢a az oldugu tespit edilmistir. Bu durumun
kaplama materyalinin hiicreleri ¢evrenin olumsuz etkilerinden korudugunu gosterdigi
dustiniilmektedir.

MRS sivi ortaminda pH degisimleri incelendiginde; pH’yr her iki
bakterininde kapsiil formlarinin serbest formlarmma goére daha yavas disiirdiigii
goriilmiistiir. Bu sonuglara bakilarak probiyotik kiiltiirlere mikroenkapsiilasyon
uygulamasinin raf Omrii siiresince pH’da meydana gelecek degisiklikleri
sinirlandirdigi, dolayisiyla gidanin baslangigtaki yapisinin daha iyi korunabildigi
belirlenmistir.

RSM s1v1 ortamindaki pH degisimlerine bakildiginda; L. acidophilus KPb1’in
kapsiil ve serbest formlarinin pH’y1 distirme hizlar1 ve ulastiklar1 son pH degerleri
arasinda onemli bir fark gozlenmemistir. L. reuteri NRRL B-14171’in ise serbest
formunun kapsiil formuna gore pH’y1 daha hizhi distirdiigii gozlemlenmistir.

Koazervasyon yontemiyle elde edilen kapsiiller ve serbest hiicreler model

gida ortami olarak secilen dondurmada -18°C’de 90 giin siiresince depolanmustir.
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Baslangicta elde edilen verilere gore deneme gruplarmin genel begeni agisindan
aldiklar1 puanlar kontrol grubundan diisiik olmasina ragmen 90. giin sonunda serbest
probiyotik kiiltiir igeren deneme gruplarinin kontrole ve kaplama islemi uygulanan
gruplara gore daha yiiksek puan adiklar1 belirlenmistir.

Iki farkli yontemle probiyotik kiiltiir katilan dondurmalarda depolama
stiresince pH degisiminin kontrol altinda tutulabilecegi tespit edilmistir. Depolama
isleminde uygulanan sicaklik derecesinin de bu degisimde etkili olabilecegi
belirlenmistir.

L. acidophilus KPbl ve L. reuteri NRLL B-14171’in serbest ve kapsiil
formunu igeren dondurmalarda depolama boyunca belli araliklarla yapilan
mikrobiyolojik sayimlarin sonuc¢larinda kaplanmis ve serbest probiyotik kiiltiirler
arasinda bir fark gozlenememistir. Ancak depolama siiresinin arttirilmasi ve/veya
farkli  depolama  sicakliklarinda  gerceklestirilecek  ayrintili  ¢alismalarla
mikroorganizmaya 6zgili depolama siirelerinin belirlenmesi gerekmektedir.

Dondurmalarin  depolanma siiresince viskozitelerinde meydana gelen
degisime bakildiginda kontrol olarak hazirlanan sade dondurmada meydana gelen
viskozite kaybinin, serbest veya kaplanmis probiyotik kiiltiir katilan dondurmalardaki
kayiptan daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Yapilan bu calisma sonucunda koazervasyon yontemi ile elde edilen
kapsiillerin gida ortamina katilabilir boyutlarda oldugu, mikroorganizma saliniminin
kontrollii bir sekilde gergeklestigi buna bagli olarak pH degisimlerinin daha stabil
oldugu goriilmiistiir. Yapilan duyusal analiz sonuglar1 incelendiginde koazervasyon
yontemi ile % 2 aljinat+ % 2 enzime direngli misir nisastasi ile kaplanan L.

acidophilus ve L. reuteri’nin katildiklar1 gida ortaminda duyusal agidan 6nemli bir
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olumsuzluk meydana getirmeyecegi diistiniilmektedir. Yapilan bircok calismada da
kaplama isleminin gidanin duyusal 6zelliklerini etkilemedigi goriilmistiir.

Yapilan literatiir ¢alismasinda koazervayon yontemi ile probiyotiklerin
kaplanmasina yonelik ¢ok fazla ¢alismaya rastlanilmamistir. Bu nedenle bu yontemin
diger kaplama yontemlerine goére daha kolay ve uygulanabilir olmasi, kisa siirede
sonu¢ elde edilebilmesi ve herhangi bir cihaza gereksinim duyulmamasi gibi
ozelliklerinden dolay1 alternatif bir yontem olabilecegi distiniilmektedir.
Koazervasyon yonteminin probiyotik kiiltiirlerin kaplanmasinda ve bu bakterilerin
gida ortamlarinda kullanilabilirlik potansiyelinin arastirilmasinda kaplama maliyet,
kaplanan kiiltiirlerin birim fiyat1 vb. kriterler acisindan da degerlendirildigi daha
fazla c¢alismanin yapilmasi ve bdylece gida sanayiinde verimli bir sekilde

kullanilabilme potansiyelinin saptanmasi gerekmektedir.
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