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OZET

Lactobacillus acidophilus KPb4b SUSUNUN FARKLI YONTEMLERLE
MiKROENKAPSULASYONU VE BU YONTEMLERIN BAKTERI
CANLILIGI UZERINE ETKIiLERINiN YANIT YUZEY YONTEMI iLE
BELIiRLENMESI
DOKTORA TEZi
M. FATIiH ISLEYEN
BOLU ABANT iZZET BAYSAL UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
GIDA MUHENDISLiIGI ANABILiM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. iBRAHIM CAKIR)

BOLU, EYLUL - 2018

Bu caligmada, daha onceki aragtirmalarimiz sonucu elde edilen bilgiler
1s1¢inda Bolu Abant Izzet Baysal Universitesi Miihendislik Mimarlik Fakiiltesi
Gida Miihendisligi Boliimii Gida Mikrobiyolojisi Arastirma Laboratuvari Kiiltiir
Koleksiyonunda bulunan, potansiyel probiyotik 0Ozellikleri belirlenmis ve
molekiiler genetik yontemlerle kesin tanisi yapilmis Lactobacillus acidophilus
KPb4b susu kullanilmistir. Calisma kapsaminda bu potansiyel susun emdiilsiyon
teknigi, elektrostatik titresim/damlatma yontemi ve ¢ift tabaka kaplama
(elektrostatik titresim/damlatma yontemi ile birinci kaplama iizerine kitosan ile
ikinci tabaka kaplama) yontemi ile mikroenkapsiilasyonu gergeklestirilmistir.
Arastirma sonunda yanit yiizey yontemi kullanilarak mikroorganizma canliliginin
korunmasinda kullanilabilecek uygun parametreler belirlenmeye ¢alisilmistir.

Arastirma sonuglarmma gore, analiz baslangic ve sonundaki canli
mikroorganizma sayis1 arasindaki fark degerlerinin diisiik olmasi bakterinin analiz
kosullarina dayaniminin yiiksek oldugunu gostermistir.

Arasgtirma sonuglaria gore aljinat konsantrasyonunun etkisinin (P<0,01)
diizeyinde ¢ok onemli oldugu, ayrica bu faktoérleden aljinat konsantrasyonu ve
kitosan konsantrasyonunun interaksiyon etkisinin de (P<0,01) diizeyinde ¢ok
onemli oldugu tespit edilmistir.

Arastirma sonuglarina gore elektrostatik titresim/damlatma yontemi ile
kaplama ve cift tabaka (Elektrostatik titresim/damlatma yontemi + kitosan) ile
kaplama yontemlerinde mikroenkapsiil boyutlarina, aljinat konsantrasyonu ve
kalsiyum kloriir molaritesinin ¢ok 6nemli diizeyde (P<0,01) etki ettigi sonucuna
varilmistir ve ayrica emiilsiyon tekniginde aljinat konsantrasyonunun onemli
diizeyde (P<0,05) etkili oldugu tespit edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Lactobacillus acidophilus, kitosan

mikroenkapsiilasyon, yiizey yanit yontemi.



ABSTRACT

MICROENCAPSULATION OF Lactobacillus acidophilus KPb4b STRAIN
BY DIFFERENT METHODS AND DETERMINATION OF THEIR
EFFECTS ON BACTERIAL VIABILITY BY RESPONSE SURFACE
METHODOLOGY
PHD THESIS
M.FATIH ISLEYEN
BOLU ABANT IZZET BAYSAL UNIVERSITY GRADUATE SCHOOL OF
NATURAL AND APPLIED SCIENCES
DEPARTMENT OF FOOD ENGINEERING
(SUPERVISOR: PROF. DR. IBRAHIM CAKIR)

BOLU, SEPTEMBER 2018

In this study, in the light of information obtained from previous researches,
Lactobacillus acidophilus KPb4b strains, the potantial probiotic properties of
which were identified in the culture collection of Food Microbiology Research
Laboratories Department of Faculty of Engineering and Architecture of Bolu
Abant izzet Baysal University and confirmed by molecular genetic methods, were
used. In the scope of this study, microencapsulation was carried out by the
emulsion technique of potential strain, electrostatic vibration / dripping method
and double layer coating (second layer coating with chitosan on the first coating
performed by the electrostatic vibration / dripping method). At the end of the
study, it was tried to determine the appropriate parameters to be used to protect
the viability of microorganism by using the response surface methodology.

According to the results of the study, the difference in the number of viable
microorganisms at the beginning and at the end of the analysis was low, indicating
that the resistance of the bacteria to the analysis conditions was high.

According to the results of the study, the effect of aljinat concentration was
very important (p<0.01), and the interaction effect of aljinat concentration and
chitosan concentration) was also very important (p<0.01).

According to the results of the study, it was concluded that the alginate
concentration and calcium chloride molarity in the coating and double layer
(electrostatic vibration/dripping method + kitosan) coating methods significantly
influenced the microencapsul size as a consequence of (p<0.01) and besides it was
detected that aljinat concentration was significantly effective on the size (p<0.05)
in the emulsion technique.

KEYWORDS: Lactobacillus acidophilus, chitosan, microencapsulation, response
surface methodology
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1. GIRIS

Probiyotikler, yeterli sayida alindiklarinda konakgi sagligi iizerinde olumlu
etkiler gosteren canli mikroorganizmalardir. Probiyotikler yaygin olarak fermente siit
tirlinleri basta olmak iizere diger fermente gidalara katilarak, o gidaya fonksiyonel
Ozellik kazandirmak amaciyla kullanilmaktadir. Uluslararasi Siit¢iililk Federasyonu
(International Dairy Federation, IDF) probiyotiklerden beklenen faydanin
saglanabilmesi i¢in {iriiniin son kullanim tarihinde en az 107 KOB/mL canli bakteri

icermesini 6nermektedir (Sultana vd., 2000).

Diyet destekleyici olarak kullanilan probiyotik bakterilerin sindirim
sisteminin kotii kosullarina dayanikli olmasi gerekmektedir. Bununla birlikte birgok
probiyotik bakterinin yiiksek asitlik (diisiik pH) ve safra tuzlarina kars1 hayatta kalma
kabiliyeti azdir (Holzapfel ve Schillinger, 2002; Cakir, 2003) ve tiiketimden sonra,
bircok probiyotik sus, midenin diisik pH'ma ve bagirsagin yiiksek safra tuzu
kosullarina maruz kaldik¢a bakteri canliliginda énemli bir azalma olmaktadir (Huq

vd., 2017).

Probiyotik mikroorganizma iceren fonksiyonel gida iiretiminde yiiksek
sicaklik, kurutma, dondurma, yiiksek basing, asidik veya alkali ortam gibi engellerin
yani sira, tiiketiminden sonra konak¢i metabolizmasindan kaynaklanan, sindirim
sistemi enzimleri, yiiksek asidik ortam ve safra tuzlari gibi engeller de vardir.

Probiyotik gida iiretiminde bu engellerin ortadan kaldirilmasi gerekmektedir.

Mikroenkapsiilasyon teknigi son yillarda sik¢a kullanilan ve probiyotik gida
iretiminde karsilasilan bu gii¢liiklerin asilmasinda gida endiistrisinin {izerinde
onemle durdugu bir tekniktir. Mikroenkapsiilasyon tekniginin amaci, probiyotik
mikroorganizmalarin ¢evresinde fiziksel bir bariyer olusturarak olumsuz ¢evre
kosullarina karst mikroorganizmanin canliligini  korumasini saglamaktir. Bu
yontemde aktif mikroorganizma ¢evresinde ¢esitli maddelerle koruyucu bir film veya

kaplama tabakasi olusturulmaktadir (Sultana vd., 2000; Poncelet 2009).



Bu caligmada, daha onceki arastirmalarimiz sonucu elde edilen bilgiler
1s13inda Bolu Abant Izzet Baysal Universitesi Miihendislik Mimarlik Fakiiltesi Gida
Miihendisligi Bolimii Gida Mikrobiyolojisi  Arastirma Laboratuvart  Kiiltiir
Koleksiyonunda bulunan, potansiyel probiyotik 6zellikleri belirlenmis ve molekiiler
genetik yontemlerle (16S rRNA dizi analizi) kesin tanis1 yapilmis Lactobacillus
acidophilus KPb4b susu kullanilmistir. Calisma kapsaminda bu potansiyel susun
emiilsiyon teknigi, elektrostatik titresim/damlatma yontemi (ETDY) ve ¢ift tabaka
kaplama, elektrostatik titresim/damlatma yontemi ile birinci kaplama iizerine kitosan
ile ikinci tabaka kaplama (ETDYK) yontemi ile mikroenkapsiilasyonu
gerceklestirilmistir. Arastirma sonunda ¢aligilan mikroorganizmanin canliliginin

korunmasinda kullanilabilecek en uygun enkapsiilasyon yontemi belirlenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1  Probiyotikler

2.1.1 Probiyotiklerin Tanimi

Bugiin kullandigimiz probiyotik tanimi, Fuller (1992) tarafindan gelistirilmis
olup; intestinal sistemin mikrobiyel dengesini gelistirerek konake1 saglig1 tizerinde
yararli etkileri olan canli, mikrobiyel diyet destekleyicisi anlaminda kullanilmastir.
Kneifel vd. (1999) yaptiklart tanima gore ise, probiyotikler, insan ve hayvan
beslemede kullanilan probiyotikler; viicuda alindiginda konakg¢inin gastrointestinal

mikroflorasina olumlu etkileri olan canli mikroorganizmalar olarak tanimlanmastir.

Icerisinde konakg1 saghg iizerine olumlu etkileri olan mikroorganizmalari
igeren, ¢esitli enzim, vitamin ve aroma bilesenleri ile desteklenerek direkt kapsiil
veya tablet haline getirilmis diyet destekleyicilere “probiyotik iirin” denilmektedir.
Bu tablet veya kapsiiller “farmasoétikaller” olarak da bilinmekte olup, hastaliklarin
tedavisinde ila¢ yerine kesinlikle kullanilamamakta, sadece saglik destekleyici
triinler olarak satilmaktadir. Bu preparatlar dondurarak kurutulmus bakteri
kiiltiirlerinin kapsiil veya tablet haline getirilmesi ile hazirlanmis olup; bazi hepatik
hastaliklar, kabizlik ve antibiyotik tedavisi sonucu ortaya ¢ikan diyare gibi
gastrointestinal diizensizliklerin o6nlenmesinde kullanilmaktadir (Ouwehand vd.,

1999; Rolfe, 2000; Yiicecan, 2002; Basyigit, 2004; Huq vd., 2017).

2.1.2 Probiyotik Etkinin Bilimsel Temeli ve Mekanizmasi

Insan viicudu deri, ag1z boslugu, gastrointestinal ve iirogenital sistemler basta
olmak iizere yiizlerce mikroorganizmanin yasadigi dinamik bir ekosistemdir. Insan
viicudundaki toplam bakteriyel popiilasyonun yaklagik 10'* diizeyinde oldugu tahmin
edilmektedir (Yiicecan, 2002). Cizelge 2.1°de probiyotik iiretiminde kullanilan bazi

mikroorganizmalar verilmistir (Uymaz, 2010).



Cizelge 2.1 Probiyotik liretiminde kullanilan bazi mikroorganizmalar

Lactobacillus Bifidobacterium . .. Pediococcus
.o .o Bacillus tiirleri w1 .
tiirleri tiirleri tiirleri
Lactobacillus Bifidobacterium Pediococcus
bulgaricus adolescentis Bacillus subtilis cerevisiae
Lactobacillus Bifidobacterium Pediococcus
cellebiosis bifidum Bacillus pumilus acidilactici
Lactobacillus Bifidobacterium Pediococcus
delbrueckii breve Bacillus lentus pentosaceus
Lactobacillus Bifidobacterium Leuconostoc
lactis infantis Bacillus licheniformis tiirleri
Lactobacillus Bifidobacterium Leuconostoc
acidophilus longum Bacillus coagulans mesenteroides
Lacmb.aallus Bzﬁdobacfermm Bacteriodes tiirleri Kiifler
reuteri thermophilum
Lactobacillus Streptococcus
brevis tiirleri Bacteriodes capillus | Aspergillus niger
Lactobacillus Streptococcus
casei cremoris Bacteriodes suis Aspergillus oryzae
Lactobacillus Streptococcus Bacteriodes
; . Mayalar
curvatus thermophilus ruminicola
Lactobacillus Streptococcus Bacteriodes Saccharomyces
fermentum intermedius amylophilus cerevisiae
Lactobacillus Streptococcus Propionibacterium | Candida
plantarum lactics tiirleri torulopsis
Lactobacillus Streptococcus Propionibacterium
Jjohnsonii diacetilactis shermanii
Lactobacillus Propionibacterium
rhamnosus freudenreichii
Lactobacillus
helveticus
Lactobacillus
salivarius
Lactobacillus
gasseri

Hastalik, yashlik, stres, antibiyotik veya ila¢ kullanimi, diyet aliskanliklarinin

degistirilmesi, iklim kosullarinda meydana gelen degismeler ve g¢evresel toksik

maddeler  gibi

faktorler

Intestinal

ekosistemin

fizyolojik

dengesini

etkileyebilmektedir (Rolfe 2000; Cedgard 2001). Bu diizensizlikler “disbiosis™ olarak

adlandirilmaktadir. intestinal sistemde bulunan faydali mikroorganizmalarin sistemin

fizyolojik dengesine olumlu yonde katkida bulunmasina ise “probiosis”, bu

mikroorganizmalara da “probiyotik mikroorganizmalar” denilmektedir (Cakir vd.,

2001; Cakir, 2003; Basyigit, 2004; Uymaz, 2010, Silva vd., 2018).
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2.1.3 Probiyotik Mikroorganizma Sec¢im Kriterleri

Herhangi bir mikroorganizmanin probiyotik olarak kullanilabilmesi i¢in sahip

olmas1 gereken kriterler Cizelge 2.2°de verilmistir.

Probiyotik olarak tanimlanmis bir mikroorganizmanin gastrointestinal
bolgelerden gecerken metabolik ve biyolojik aktivitesini kaybetmemesi ¢ok
onemlidir. Ayrica ticari iretimde ve son iriinde susun canliligini ve istenen
ozelliklerini koruyabilmesi de probiyotik bakteriden beklenen 6zellikler arasindadir
(Salminen vd., 1998; Gomes ve Malcata 1999; Ouwehand vd., 1999; Zhou vd.,
2000).

Probiyotik o0zelliklere sahip ve klinik olarak etkisi kanitlanmig suslar
genellikle Lactobacillus ve Bifidobacterium cinsine ait tiirlerdir (Ouwehand vd.,

1999; Laurens-Hattingh ve Viljoen, 2001; Binns 2013).

Yapilan bazi calismalara gore Bifidobacterium bifidum ve Lactobacillus
gasseri gibi laktik asit bakterilerinin bagirsak mide ortamindaki bazi hastaliklar

engelledigi ortaya konulmustur (You vd., 2004; Carroll vd., 2007).



Cizelge 2.2 Probiyotik mikroorganizma se¢im kriterleri

Probiyotik Tiiriin Ozelligi

Aciklama

Insanlar i¢in kullanilacak
irlinlerde insan veya gida
kaynakl1 suglarin kullanimi

Insan beslenmesinde kullanilacak suslarmn tiire
bagli olumsuz saglik etkileri dikkate alinarak
insan veya gida orijinli olmas1 onerilmektedir.

Asit ve safra tuzlarina
direng

Diger kullanimlar i¢in olmasa bile agizdan
yapilan uygulamalarda mikroorganizmanin canli
kalma, metabolik aktivitesini devam ettirebilme
ve tutunabilme 0zelliklerini siirdiirebilmesi
Oonemlidir.

Mukozal yiizeylere tutunma

Immiin sistemin gii¢lendirilmesi, patojenlerle
yarigmali rekabet, tutunmanin engellenmesi ve
kolonizasyonun engellenmesi agisindan
onemlidir.

Gida ve klinik amacl
kullanimlarda giivenilirlik

Suslarin molekiiler genetik esasl kesin tani
yontemleri kullanilarak dogru olarak
tanimlanmalar1 ve 6zelliklerinin belirlenmesi.
Intestinal sistemde mukozal yapiya zarar
vermeyen ve invazyon 0zelligi olan suslarin
kullanilmamasi.

Klinik olarak kanitlanmis ve
saglik lizerine olumlu etki

Her bir farkli susun veya {iriiniin minimum etki
dozunun belirlenmesi plasebo kontrollii ve ¢ok
tekerrtirlii canli denemelerinin gergeklestirilmesi.

Teknolojik agidan iistiin
ozellikler

Susun stabilitesi, faj direngliligi, iirlinde canl
kalabilme kabiliyeti (canli mikroorganizma
gereksinimi varsa), biiyiik dl¢ekte iiretime
uygunluk, {irtin tadina olumsuz etkisinin
olmamasi, oksijen direng kabiliyeti.




2.2 Mikroenkapsiilasyonun Tanimi ve Kullanilan Teknikler

2.2.1 Elektrostatik Titresim Damlatma Yo6ntemi

Elektrostatik titresim yontemi, biyoaktif bilesenlerin oda sicakliginda islem
gormesine izin verdigi i¢in umut verici bir teknoloji olarak ortaya ¢ikmaktadir

(Mascaraque ve Rubio 2016).

Polimerik sivilarin elektro hidrodinamik igslenmesine dayanan bir tekniktir.
besleme soliisyonunu veya emiilsiyonunu yiiksek voltajli bir elektrik alanina tabi
tutarak, polimer jetinin pompalandig: iletken bir kilcal damardan bir toplayiciya
atilmasini saglar. Sivi, i¢inde {iretilen elektrostatik kuvvetlerden dolayi, kiiciik
damlaciklara boliiniir ve mikro partikiiller seklinde toplayici tiizerine diiser

(Mascaraque vd., 2017).

2.2.2 Emiilsiyon Yontemi

Kati, s1vi veya gaz formundaki bir maddenin veya karisimin baska madde ile
kaplanmasina enkapsiilasyon denilmektedir (Madene vd., 2006). Kiiciik kat1
partikiilleri, sivi damlaciklar1 ve gaz halindeki materyalleri yararli ozellikleri
korunarak bir kaplama materyali igerisine paketlenip kapsiiller haline doniistiiriilmesi
ve uygun kosullarda saliniminin saglanmasi ise mikroenkapsiilasyon olarak
tanimlanmaktadir (Gouin, 2004; Desai ve Park 2005; Gharsallaoui vd., 2007; Anal
ve Singh 2007).

Giliniimiizde, mikrokapsiilleme, duyarli mikro boyutlu maddeleri dis ortamdan
korumay1 ve kontrollii bir salinmayr miimkiin kilmaktadir. Aktif bilesen cekirdek
malzeme olarak adlandirilir ve kapsiilleyici veya duvar malzemesi olarak
adlandirilan ikinci bir malzemenin bir kabugu icinde gecici olarak korunabilir.
Mikroenkapsiilleme, gida matrisinde aktif maddenin diizgiin bir sekilde dagilmasini
tesvik etmekte ve istenmeyen reaksiyonlar1 dnlemek i¢in, daha kolay bir kullanima

izin vermektedir (Paulo ve Santos 2017).

Mikroenkapsiilasyon gida {iretimi, tarim, atik su aritma, hasere kontrolii,

cevresel dekontaminasyon, terapdtik ajanlar, enzimler ve biyoyakit iiretimi gibi farklh



sektorlerde giderek genisleyen genis bir uygulama yelpazesi i¢cinde dnem kazanmigtir
(Bashan, 1986; Amiet-Charpentier vd., 1999; Badr vd., 2001; Byrd vd., 2005; De
Castro-Cislaghi vd., 2012).

Siit ve eczacilik triinlerinin hazirlanmasinda starter kiiltiir olarak kullanilan
laktik asit bakterileri 6nemli rol oynamakta ve muhafazalari i¢in uygun islem

gerekliligi dogmaktadir (Huq vd., 2017).

Insan veya hayvan midesindeki asir1 asidik cevresel kosullar, hiicreler
bagirsaga ulasmadan hiicre canliliginda ciddi kayiplara neden olabilmektedir
(Stanton vd., 2005). Probiyotik hiicrelerin enkapsiilasyonu ¢evresel kosullara karsi
mikroorganizma etrafinda fiziksel bir bariyer olusturmakta, bu sebeple
mikroenkapsiilasyon proses, depolama ve 0Ozellikle sindirim kosullarma karst
istenmeyen canli hiicre kayiplarini engellemek amaciyla kullanilmaktadir (Li vd.,

2011).

Mikroenkapsiilasyon islemi sonucunda elde edilen mikrokapsiiller, yari
gecirgen, kiireye yakin bir sekilde, hafif ve kaplanan materyali giiclii bir sekilde
cevreleyen, c¢aplari birka¢ yiiz nanometreden birka¢ milimetreye kadar degisen
boyutlarda bir yapiya sahiptir (Desai ve Park 2005; Anal ve Singh 2007). Kaplanan
materyal; aktif materyal, 6z, i¢ faz veya dolgu materyali olarak, kaplama materyali
ise kabuk, tabaka, duvar, tasiyici veya enkapsiilant seklinde adlandirilmaktadir

(Augustin vd., 2001; Gharsallaoui vd., 2007).

Mikroenkapsiilasyon bakteri hiicrelerinin, elverissiz ¢evresel kosullara karsi
korunmasinda umut verici yontemlerden biri olarak kabul edilmektedir.
Mikroenkapsiilasyonun avantajlarindan birisi probiyotik hiicrelerin aljinat, k-
karragenan, jellan/ksantan gam gibi biyolojik materyallerle jel matriksi iginde
kaplandiktan sonra, iirlin igerisinde tamamen serbest kalabilmesidir (Semyonov vd.,

2010).

Mikroenkapsiilasyonun bir bagka avantaji ise kaplanmis hiicrelerin insan ve
hayvan bagirsak sisteminde belirli kosullar altinda serbest kalabilmesidir (Prakash

vd., 2005).



Mikroenkapsiilasyonun bir diger amaci ise, enkapsiile edilen materyali
zararli ¢evre kosullarina, pH degisimlerine, metabolik iiriinlerin meydana getirdigi
zararlara, ozmotik basinca, sicaklik degisimlerine kars1 korumak ve depolama

stabilitesini artirmaktir (Mortazavian vd., 2007).

Mikroenkapsiilasyon amaciyla kullanilan yontemlerden bazilari ekstriizyon-
emiilsiyon, piiskiirterek dondurma ve piiskiirterek sogutma, koazervasyon/faz ayrima,
lipozom tutuklama, inkliizyon kompleksi olusturma, ko-kristalizasyon, piiskiirterek
kurutma ve akigkan yatakli kurutma olarak sayilabilmektedir (Kailasapathy, 2002;
Lian vd., 2002; Krasaekoopt vd., 2003; Krasaeckoopt vd., 2004).

Bu yontemlerden piiskiirterek kurutma, ekstriizyon ve emiilsiyon
yontemlerinin  probiyotik mikroorganizmalarin  canliligint  %80-95 oraninda

korudugu belirtilmektedir (Sheu ve Marshall 1993; Krasaekoopt vd., 2003).

Ekstriizyon yoOnteminde polimerik ¢ozelti once mikrobiyal hiicrelerle
karistirilir, sonra bir delikten ekstriide edilir ve damlalar ¢apraz baglanma ¢ozeltisine
damlatilir ardindan jellesme gerceklesir. Kapsiil biyiikliigli, nozzle boyutuna,
polimerik sollisyonun akis hizina, damlanin ¢ikis noktasinin ¢apraz baglanma
cozeltisi arasindaki mesafeye baglh olarak degisiklik gostermektedir (Brun-Graeppi

vd., 2011).

Ektriizyon yonteminin en biiyilik avantajlar;; yontemin basitligi, diigiik

maliyeti, 1liml1 operasyon sartlar1 ve yiiksek canli hiicre sayisidir (De Vos vd., 2010).

Bu teknikle elde edilen kapsiiller biraz daha biiylik ve tekdiize olurlar.
Ekstriizyon tekniginde en ¢ok kullanilan polimer aljinat olup bunun yaninda jellan
gam, ksantan gam gibi gida safliginda enkapsiilasyon materyalleri de
kullanilabilmektedir ~ (Krasaekoopt vd., 2003). Bu ydntemin probiyotik
enkapsiilasyonunda kullanilmasindaki en Onemli avantajlarindan birisi yiiksek

sicaklikla isleme gereksinim duyulmamasidir (Prii8e vd., 2000).

Ekstriizyon yonteminde damlaciklarin olusumu atig, ayrilma noktas: veya

nozzle titresim parametreleri kullanilarak gerceklestiginde, yontem diizgiin akis
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ayrilma (laminar jet-breakup) ya da prilling yontemi olarak adlandirilmaktadir

(Brandenberger ve Widmer, 1998; Del Gaudio vd., 2005).

Ekstriizyon yonteminde, 500 um’den kiiciik kapsiil yapmanin zorlugu, diisiik
viskoziteli polimer ¢ozeltisinin gerekliligi ve biiylik capli nozzle gereksinimi gibi
bazi dezavantajlar da bulunmaktadir (Reis vd., 2006). Buna ilave olarak capraz
baglanmanin yiizeyde hizli gerg¢eklesmesi ve capraz baglanma iyonlarinin ig
cekirdege ulagsmasmin gecikmesi daha az kararli mikrokiireler olugsmasina neden
olmaktadir (Liu vd., 2002). Herseye ragmen bu yontemde mikrokiireler az miktar da

olsa laboratuvar 6l¢egine uygun olarak iiretilebilmektedir.

Ektriizyon tekniginde titresim frekansi, polimerik siviyr damlalara bolmek
icin kullanilmaktadir. Bu damlalar daha sonra ¢apraz baglanma c¢ozeltisinin igine
diismekte, akis hiz1 ve viskoziteye bagl olarak olusan partikiil biiyiikligii de degisim
gostermektedir (Del Gaudio vd., 2005; Graff vd., 2008).

Ekstriizyon yonteminde aljinat, k-karragenan, jellan gam gibi biyopolimerler
kullanildiginda bunlarin yiiksek konsantrasyonlar1 biiyiik 6l¢ekte iiretim yapilmasina

bir engel olusturmaktadir (Krasaekoopt vd., 2003).

Emiilsiyon teknigi, laktik asit bakterilerinin kaplanmasinda kullanilan basaril
yontemlerden biridir (Lacroix vd., 1990). Bu teknikte siirekli ve siirekli olmayan
fazlar bulunmaktadir. Yonteme gore enkapsiile edilecek hiicre ve polimer
stispansiyonu belirli hacimdeki bitkisel yag igerisine ilave edilmekte ve karigim
homojenize edilerek yag iginde su emiilsiyonu olusturulmaktadir. Emiilsiyon
olusmaya basladiginda suda ¢6ziinen polimer, yag faz1 i¢cinde kiiciik jel partikiilleri

seklini alarak mikrokiirecikler haline doniismektedir. (Lakkis, 2007; Yasl1 2010 ).

Emiilsifikasyon sonras1 mikrokiire boyutlarinin genellikle genis bir aralikta
(100-1000 pm) oldugu bildirilmektedir (Rabanel vd.,2009). Emiilsifikasyon
tekniginin en Onemli dezavantaji ise, kapsiillenmis hiicreler iizerine organik

coziiciilerin potansiyel toksik etkileri olarak rapor edilmistir (Krasaekoopt vd., 2003).
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Yapilan bir calismada emiilsifikasyon yontemi ile probiyotik maya S.
boulardii inulin ve musilaje ile enkapsiile edilmis ve bu hiicrelerin raf dmriiniin

serbest hiicrelere gore daha uzun oldugu bulunmustur (Zamora-Vega vd., 2012).

Emiilsiyon tekniginde kaplama materyali olarak aljinat, k-karragenan, kitosan
ve jelatin kullanilabilmektedir. Mikroenkapsiilasyonda en fazla kullanilan
yontemlerden piiskiirterek kurutma ve ekstriizyon yontemleri basit yontemler olarak
nitelendirilmesine karsin emiilsiyon yontemi daha karmasik bir yontem olarak kabul

edilmektedir (Picot ve Lacroix, 2003).

Yiiksek iiretim oram1 ve diisiik maliyetinden dolayi, piiskiirterek kurutma
yontemi gida ve eczacilik endiistrisinde en fazla kullanilan yontemdir. Piiskiirterek
kurutma yonteminin esasi, siirekli fazdaki ¢oziinmiis polimerin, ¢ekirdek materyalin
etrafin1 kaplamasina dayanmaktadir. Kurutma islemi ¢ekirdek materyali kaplamis
olan polimerin boyutunun kiigiilmesine neden olmaktadir. Ortaya cikan kapsiiller
kuru toz olarak toplanabilmektedir. Ancak piiskiirterek kurutmada kullanilan yiiksek
hava sicakliginin probiyotik bakterilerin canlilig1 tizerine olumsuz etki gosterdigi

bilinmektedir (Gibbs vd., 1999).

Mevcut koruma yontemleri arasinda bulunan dondurarak kurutma yontemi,
kiiltiirlerin depolanmasi i¢in tercih edilen yontemlerdendir. Ancak, bu islem sirasinda
hiicre zarinin niikleik asitleri ve enzimleri hasar gordiikten sonra canli bakteri sayisi
onemli 6l¢iide azalmaktadir. Bu yiizden probiyotikler, protein denatiirasyonu, hiicre
duvari ve hiicre zarinin hasar gérmesi nedeniyle oda sicakliginda depolama sirasinda

¢ok kararsizdir (Huq vd., 2017).

Enkapsiilasyon sistemleri bir veya birka¢ parametrenin etkisiyle ¢ekirdek
materyalinin serbest birakilmasi iizerine tasarlanmistir. Serbest birakma islemini
tetikleyen parametreler sicaklik, nem, pH, enzimler ile ¢igneme ve 6giitme gibi

fiziksel etkenlerdir (Huq vd., 2017).
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2.3  Gida Teknolojisinde Mikroenkapsiilasyon Uygulamalari

Mikroenkapsiilasyon, sanayide, hedeflenen maddelerin etkinligini artirmay1
amaclamaktadir. Farkli endistri sektorlerinde mikrokapsiilleme tekniklerinin
uygulanmasinin ana avantajlart hala tartisilmaktadir. Bununla birlikte, farmasotik ve
gida enddstrileri, mikroenkapsiilasyon teknolojisindeki gelismelerin ana itici
giiclerini  olusturmaktadir. Gida endiistrisi, mikroenkapsiilasyon teknolojisinin
ilerlemesinin ikinci ana itici giiclidiir. Giderek artan miktarda tiiketici talepleri ve
tiriin gereksinimleri, gida sanayisine yonelik mikroenkapsiilasyon arastirmasinin ana

motivasyonunu olusturmaktadir (Paulo ve Santos, 2017).

Hiicre mikroenkapsiilasyonunun dnemli avantajlar1 ve ¢ok yonliligi, genis
aralikta materyal ve yontem kullanim olanaklari, reklam basarist genellikle gida
endistrisinde probiyotik mikroenkapsiilasyonun 6n plana ¢ikmasina neden olmustur

(Rathore vd., 2013).

Gidaya eklenen biyoaktif bilesenlerin, gidalarin renk, aroma ve tat gibi
ozelliklerini etkilememesi gerekmektedir. Ozellikle partikiil biiyiikligii tekstiirii
etkileyeceginden biiyiik partikiillerin gida icinde bulunmasi istenmemekte bu sebeple
mikroenkapsiilasyon yontemleri bu sektorde kritik rol oynamaktadir (Claude ve

Fustier, 2007).

Bir gida sistemine fonksiyonel bilesenlerin az miktarlarda eklenmesi, iiriiniin,
ozelliklerini 6nemli Olclide etkilemeyebilmektedir. Ancak, belirli gereksinimleri
karsilamak veya bir hastaligi tedavi etmek amaciyla alinan gidalar c¢ogunlukla
kararsiz ve ¢ogu zaman tatsiz {iriinler elde edilmesine neden olmaktadir. Bu besin
Ogelerine, mineral ve vitamin takviyeleri, ¢oklu doymamis yag asitleri, vb. 6rnek
verilebilir. Bu gidalar taneli olma, okside tat igerme gibi c¢esitli dezavantajlara sahip
olabilmektedir. Mikroenkapsiilasyon yonteminde uygulanan farkli kontrollii salinim
sistemlerinin bu dezavantajlarin iistesinden gelmek ve kaplanan c¢ekirdek materyalin
serbest kalma gereksinimlerini genis bir yelpazede saglamak amaciyla formiile

edilmektedir (Lakkis, 2007).

Kontrollii salinimda iki tip mekanizma bulunmaktadir. Bunlar gecikmeli ve

devamli salinimdir. Gecikmeli salinim aktif bilesenin, nerede ve ne zaman serbest
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kalmas1 gerektigini saglayan bir mekanizmadir. Ornegin enkapsiile edilmis
probiyotik bakteriler mide ortamindaki asidik kosullardan gecip bagirsak ortaminda
serbest kalmaktadir. Devamli salimmda ise meckanizma aktif bilesenin
konsantrasyonunu, hedef bdlgede korumasi esasina dayanmaktadir. Ornegin sakiz
icerisinde bulunan enkapsiile aroma maddeleri ve tatlandiricilar ¢igneme siiresi

boyunca istenen aroma etkisini saglama oraninda serbest kalmaktadir (Lakkis, 2007).

Peynir, yogurt ve krema gibi fermente siit iirlinlerinin yani sira tahil
tiriinlerinin tretiminde laktik asit bakterileri yaygin bir sekilde kullanilmaktadir

(Donkor vd., 2007; Plessas vd., 2007; Cardarelli vd., 2008; Sendra vd., 2008).

Sheu ve Marshall (1993) yaptiklart calismada biyiik capli kiireciklerin
Lactobacillus bulgaricus’v dondurulmus tatlilarda daha iyi korudugunu tespit
etmislerdir. Ayn1 ¢aligmada aljinat ve nisasta ile kaplanmis probiyotik kiiltiiriiniin
boyutlar1 0,5-1 mm arasinda olanlarinin yogurdun buzdolabi sartlarinda depolama

stiresine olumlu yonde etki ettigi tespit edilmistir.

2.4  Probiyotik Kiiltiirlerde Mikroenkapsiilasyon Uygulamalar:

Son yillarda probiyotik bakterilerin insan sagligma etkileri iizerine ilgi
giderek artmistir. Bu da endiistrinin siit iiriinlerindeki laktik asit bakterilerine ve yeni
nesil probiyotik gidalarin iiretimine odaklanmasini saglamistir. IDF’nin belirttigine
gbre {iriiniin son kullanma tarihinden dnce aktif probiyotik canli sayis1 en az 10"

KOB seviyesinde olmalidir (Seth vd., 2017).

Probiyotiklerin en fazla kullanildigi alan siit ve siit iirlinleridir. Baska bir
deyisle probiyotiklerin tasinmasinda esas yolu siit iiriinleri oynamaktadir (Fuller
1992). Probiyotik etki; asit ve bakteriyosin {iiretimine, patojenlerle rekabete ve
bagisiklik sistemini korumaya dayanmaktadir. Optimum islevsellik agisindan
probiyotiklerin canli ve etkin olmalar1 gerekmektedir (Mattila-Sandholm vd., 2002;
Champagne ve Gardner, 2005).

Siit tirlinlerindeki diisiik canli sayisina sahip probiyotik bulunma sebepleri
arasinda laktik ve asetik asit konsantrasyonu, diisiik pH seviyesi, hidrojen peroksit

varlig1 ve oksijen seviyesi sayilabilmektedir (Dave ve Shah, 1997).

13



Probiyotik kiiltiirlerde mikroenkapsiilasyon uygulamalarinin en Onemli
nedeni gerek katildigi gidanin teknolojik iiretim siireglerinde gerekse konakg¢inin
sindirim sisteminde gerceklesen metabolik faaliyetler siiresince hiicrenin canlilifinin
belirli oranda korunmasini saglamaktir. Probiyotik bakterilerin konakg¢iya istenen
faydali etkiyi verebilmesi i¢in st sindirim kanalindan gecerken kararli aktif ve

yeterli sayida canli hiicre olarak alinmasi gerekmektedir (Gilliland, 1989).

Probiyotik mikroenkapsiilasyonunda canliligin korunmasi i¢in enkapsiilasyon
isleminin 1limli sartlarda gerceklestirilmesi gereklidir. Bu sebeple birgok
mikroenkapsiilasyon teknigi iizerinde calisilmis ve yeni teknikler gelistirilmesi

saglanmistir (Rathore vd., 2013).

Probiyotiklerin korunmasinda kullanilan yontemler, aside karst direngli
suslarin  se¢cimi ve ortama sistein ya da askorbik asit eklenmesiyle
giiclendirilebilmektedir (Dave ve Shah 1998; Adhikari vd., 2000; Krasaekoopt vd.,
2003).

Probiyotik bakterilerin dondurulmus siitlii tatlilarda kullanilmast iiriiniin
asiditesi, yiiksek ozmotik basing, donma zarar1 gibi giicliikler nedeniyle
yayginlasamamaktadir. Bu olumsuzluklarin 6niine ge¢ilmesinde mikroenkapstilasyon

yontemi Oonemli bir ara¢ olarak goriilmektedir (Shah ve Ravla 2004).

Yogurt i¢inde canli probiyotik bakteri sayis1 diisiik pH (4,2-4,6) seviyesinden
dolay1r azdir. Bir¢cok caligma probiyotik bakterilerin enkapsiilasyonu ile bakteri
canliligini bu olumsuz kosula kars1 pozitif yonde korudugunu gostermistir ( Picot ve

Lacroix 2004; Iyer ve Kailasapathy 2005; Patrignani vd., 2017).

Yapilan bir calismada Lactobacillus acidophilus TISTR 1338 ekstriizyon
yontemi ile aljinat kullanilarak mikroenkapsiile edilmis ve daha sonra kitosan ile
kaplanmistir. Arastirma sonuglarina gore c¢ift katmanla kapli kapsiillerin canlilig

daha fazla korudugu tespit edilmistir (Jantarathin vd., 2017).

Seth vd. (2017) vyaptiklar1 calismada Streptococcus thermophilus ve
Lactobacillus  bulgaricus’dan olusan karisik bakteri kiiltiirtinii, tatlandirilmis
yogurdun piiskiirterek kurutulmasi esnasinda, kaplama malzemesi olarak sodyum

aljinat kullanarak kapsiillemisler ve bunun i¢in gelismis bir ekstriizyon piiskiirtme
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teknigi kullanmislardir. Kaplama parametleri olarak aljinat konsantrasyonunu %1,
1,5, 2, 2,5 ve 3 degerlerinde, kalsiyum kloriir konsantrasyonunu 0,1, 0,2, 1 M ve
sertlestirme zamanini 15, 30, 45 ve 60 dakika olacak sekilde ayarlamislardir. Deney
sonuglarma gore, aljinat konsantrasyonu, mikrokapsiil boyutunu arttirirken, nozzle
hava basinci boyutunun kiigiilttiiglinii, kaplama verimliliginin, mikrokapsiil
boyutuyla arttigini, sertlestirme siiresinin 30 dakikaya kadar pozitif bir etki
sergiledigini ve daha sonra bu siirenin etki anlaminda 6nemli olmadigini tespit
etmiglerdir. Ayrica deney sonucglarina gore artan aljinat konsantrasyonuyla birlikte

bakteri canliliginin da arttig1 tespit edilmistir.

Demitri vd. (2017) yaptiklart ¢alismada aljinat bazli soliisyon ve CaClz'nin
capraz baglayic1 madde olarak spesifikasyonu lizerine gelistirilmis yeni bir teknikle
Lactobacillus  kefiri iceren mikrokapsiiller elde etmislerdir. Bu teknikte,
mikrokapsiillerin fizikokimyasal 6zelliklerini (viskozite ve gegirgenlik) degistirmek
icin muko yapiskan 6zellige sahip oldugu bilinen karboksimetilseliiloz (CMC) de
aljinata eklenmistir. Bu teknikle aktif bilesen olarak L. kefiri'yi kullanarak ve capraz
baglayici ajan olarak aljinat bazli soliisyon ve CaCly'den olusan iki aerosol
kullanarak 50-70 pm boyutlarinda kapsiiller iiretmeyi basarmiglardir. Ayrica
kapsiilleme isleminin etkili oldugu ve bakteri canlilig1 agisindan zararli olmadig1 da

ortaya konulmustur.

Probiyotik 6zellikteki Lactobacillus reuteri DSM 17938, olumsuz ortamlara
kars1 toleransi artirmak amaciyla titresimli teknoloji ile aljinat ve kitosan-aljinat
matriks icinde mikrokapsiillenmistir. Mikroenkapsiilasyon prosediirii, yliksek bir
kapsiilleme verimi (% 97) ile gerceklestirilmis ve ayrica kitosan kaplamasi ile hiicre
canli popiilasyonunu etkilemedigi kanitlanmistir. Yapilan bu calismayla, kitosan-
aljinat matriks ile mikrokapsiillenmenin, L. reuteri DSM 17938'in gida islemede
karsilagilan stres kosullarina karsi toleransi artirabilecegini ve islevsel 6zelliklerini

korudugunu tespit edilmistir (De Prisco vd., 2015).

Bagka bir ¢alismada, iki probiyotik laktik asit bakterisi olan Lactobacillus
paracasei Al3 ve Lactobacillus salivarius subsp salivarius CET 4063'in
fonksiyonel fermente siit iiretiminde mikrokapsiilasyonu igin yiiksek basingh
homojenizasyon potansiyelini degerlendirmek amaglanmistir. Bu fonksiyonel

mikroorganizmalarin mikrokapsiilleri 50 MPa'da sodyum aljinat ve bitkisel yag
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varliginda yiiksek basingli homojenizasyonla elde edilmistir. Elde edilen
mikrokapsiillerin boyutu 100uM’den kii¢lik oldugundan mayalanmus siitlerin duyusal
Ozelliklerini olumsuz bir sekilde etkilememistir. Calismada elde edilen sonuclara
gore mikrokapsiilasyon isleminin simiile edilmis sindirim sistemi kosullarina direnci
artirdigr tespit edilmistir ve probiyotik mikroorganizmalarin yiiksek basingh
homojenizasyon iglemi ile elde edilen mikrokapsiillerin, fermente siit iiretme

potansiyelini artirdig1 ortaya konulmustur (Patrignani vd., 2017).

Yapilan bir c¢alismada Lactobacillus salivarious 1i01 aljinat ve jelatin
kullanilarak mikroenkapsiile edilmistir. Kapsiilleme, aerobik depolama sirasinda
probiyotik canliligini 6nemli 6l¢iide arttirmis, Mikrokiireler simiile edilmis gastrik
kosullar altinda yapilarin1 korurken simiile ince bagirsak kosullarinda asinmis veya
sismiglerdir. Ayrica c¢alisma aljinat- jelatin kapsiillerinin, aljinat kapsiilleri ve
kapsiillenmemis bakteriler ile karsilastirildiginda, simiile edilmis gastrointestinal
kosullar altinda bakterilerin korunmasinda daha etkili oldugunu ortaya koymustur

(Yao vd., 2017).

2.5  Mikroenkapsiilasyon Uygulamalarinda Yamt Yiizey Yonteminin
Kullanim

Liu vd. (2016) yaptiklar1 calismada balik yagi mikrokapsiillerini duvar
malzemeleri olarak iki dogal polisakkarit, aljinat ve kitozan kullanilarak
hazirlamiglardir. Balik yag1 kapsiilleme verimliligi kosullarini optimize etmek igin
bir yanit yilizey metodolojisi (RSM) kullanilmistir. Caligmada balik yag1
mikrokapstillerinin ~ olduk¢a  muntazam  mikrokiireler  olusturarak  yapay
gastrointestinal bir modelde 270 dakika icinde %77,7'lik salinim orani
gerceklestirdigini tespit etmislerdir. Ayrica RSM ile optimal mikroenkapsiilasyon
kosullariin formiile edilmesinin, gida uygulamalarinda cesitli yagda coziinebilen

besinlerin mikrokapsiillenmesine uygulanabilir oldugunu ortaya koymuslardir.

Getachew ve Chun (2016) yaptiklar1 c¢alismada, kahve aromasini
kapsiillemeyi ve kapsiilleme verimliligini etkileyen proses kosullarmi optimize
etmeyi amaclamiglardir. Yag, kavrulmus Coffea arabica'dan ekstre edilmis, ¢ikan

yag polietilenglikol (PEG) ile kapsiillenmistir. Sicaklik (40-50 °C), basing (200-300
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bar) ve polimer yag oranlar1 (5:1-10:1 g/g) gibi kapsiilleme verimliligini etkileyen
proses parametreleri Box Behnken tasarimi ile optimize edilmistir. Aragtirma
sonuglara gore optimum kosullar kullanilarak elde edilen kapsiillerin aromay1 ¢ok

1yl muhafaza ettigi tespit edilmistir.

Son yillarda mikroenkapsiilasyon uygulamalarinda yanit yilizey yontemi sikg¢a
kullanilmaya baglanmistir. Yanit ylizey yontemi, faktorler ve yanitlar arasindaki
iliskileri ifade etmek icin matematiksel ve istatistiksel yaklasimlar kiimesi olarak
tanimlanir. Bagimsiz degisken olarak da bilinen faktorler bagimsiz olarak
degistirilebilen bagimsiz parametrelerdir. Diger yandan, yanitlar veya bagiml

degiskenler, yapilan deneylerden Olciilen degerlerdir (Paulo vd., 2017).

Deneyler, c¢alisilan deney alanm1 olan deneysel bir alana aittir.
Deneysel degiskenlerin maksimum ve minimum seviyeleri, alanin sinirlarin
tanimlar. Buna ek olarak, bir degisken seviyeleri tanimlanmalidir. Degisken

seviyeleri, deneyin gerceklestirilmesi gereken degerlerdir. (Paulo vd., 2017).

2.6  Mikroenkapsiilasyonda Kullanilan Bazi Kaplama Materyalleri

2.6.1 Aljinat

En yaygin kullanilan kapsiilleme malzemesi olan aljinat, B-(1-4) D-
mannuronik asit ve o-(1-4) L-gulukuronik asit linitelerinden olusmustur. Kahverengi
yosunlardan veya bakteriyel kaynaklardan elde edilmektedir. Suda yosunlarin bol
olmas1 nedeniyle, dogada biiyiik miktarda aljinat malzemesi mevcuttur. Endiistriyel

aljinat liretimi y1lda yaklagik 30.000 tondur (Huq vd., 2017).

Aljinatlarin ~ kullanim1  diisiik  maliyet, basitlik ve biyouyumluluk
ozelliklerinden otiirii tercih edilmektedir. Aljinatlar, hafif jellesme kosullari, ve
toksik olmamasi nedeniyle mikroenkapsiilasyon ic¢in ¢ok uygundur. Bakteriler, 17
nm'den daha diisiik gozenek boyutuna sahip oldugu tahmin edilen aljinat jel
matrisinde iyi korunmaktadir (Huq vd., 2017).
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Laktik  asit  bakterilerinin  enkapsiilasyonunda  genellikle  aljinat
kullanilmaktadir. Aljinatin toksik olmamasi ve gida katki maddesi olarak kabul
gérmiis olmast gibi avantajlart bulunmaktadir (Prevost ve Divies, 1992).
Enkapsiilasyonun tersinirligi, aljinatin ¢dzilinebilir olmas1 ve sodyum iyonlarindan
ayrilabilir olusu diger avantajlar1 arasinda sayilabilmektedir (Chandramouli vd.,

2004).

Yapilan caligmalarda sodyum aljinat konsantrasyonu %0,5 - %4 gibi genis bir
aralikta kullanilmaktadir. (Sheu ve Marshall, 1993; Larisch vd., 1994; Kim vd.,
1996; Hansen vd., 2002). Aljinat konsantrasyonundaki bu farklilik enkapsiilasyonda

farkli sonuglarin alinmasina sebep olmaktadir.

Yapilan bir c¢alismada kapsiil bilytikligiic. ve sodyum aljinat
konsantrasyonunun, yiiksek asidik kosullarda (pH 2) laktik asit bakterilerinin
canlilig1 lizerine etkisi arastirilmis ve kapsiillenmis bakterilerin canliliginin, yapay
mide kosullarinda kapsiil biiyiikliigii arttik¢a arttigr (200-1000 um) ayrica aljinat
konsantrasyonu %0,75’ten %1,8’¢ yiikseldiginde kapsiillerdeki canli bakteri sayisini
koruma oraninin da arttig1 tespit edilmistir. Ayni ¢alismada aljinat konsantrasyonu
%2’ye ¢ikarildiginda ise canli bakteri sayisinda Onemli bir artis (p>0,05)
goriilmemistir (Chandramouli vd., 2004).

Aljinat boncuklarini, kitosan gibi polikatyonla kaplamak yaygin olarak
calistlmis konulardan biridir (Krasaekoopt vd., 2006). Bu kaplamada aljinat
boncuklar1 kalsiyum kloriir ve kitosan ¢ozeltisi karsiminin i¢ine birakilarak {iretim
gerceklestirilmektedir. Kitosan (poly-(2-amino-2-deoxy-B-D-glucopyranose)) pozitif
yiikiiyle aljinat ile polielektrolit kompleks olusturarak polianyonik polimer memran
meydana getirilmekte, bu sayade daha saglam bir yapr meydana gelmektedir

(Smidsrod ve Skjakbraek, 1990).

2.6.2 Kitosan

Kitosan [(1-4)-glukozamin ve N-asetilglukozamin {initelerinden olusan
katyonik bir polisakkarittir. Enkapsiilasyonda kullanilan kitosanin  vizkozitesi,

konsantrasyonu, sicakligi partikiil morfolojisine etki etmektedir (Peniche vd., 2003).
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Mikrokiirelerin mekanik ve kimyasal stabilitelerini arttirmak amaciyla, birden
fazla polimerle kaplama yapmak yaygin yaklasimlardan biridir. Boylelikle daha fazla
koruma saglanmis ve enkapsiile edilmis hiicrelerin canliliginin daha iyi korunmasi
amaglanmaktadir. Kitosan, mikrokiireler i¢in etkili koruma saglayan polimerlerden

biridir (Serp vd., 2000; Chéavarri vd., 2010).

Lee vd. (2004) yaptiklar1 ¢alismada yiiksek molekiil agirlikli kitosan ile
kaplanmis Lactobacillus bulgaricus kapsiillerinin yapay mide suyu ortami ve
22°C’de, kaplanmamis hiicrelere gore daha yiiksek canli kalma oranina sahip

oldugunu tespit etmisglerdir.

Yapilan bagka bir ¢calismada aljinat ile enkapsiile edilen probiyotik kiiltiirleri
daha sonra kitosan ile kaplanmis ve boncuklarin yogurtta canli kalma oranlari
arastirilmistir. Calisma sonunda enkapsiile edilen probiyotik kiiltiirlerin kaplanmamis
olanlara gore canliliklarin1 daha iyi koruduklari tespit edilmistir (Krasaekoopt vd.,

2000).

Krasaekoopt vd. (2004) yaptiklar1 ¢caligmada farkli kaplama materyallerinin
probiyotik canlilig1 lizerine etkisini arastirmislar ve kitosan kapl aljinat kapsiillerinin
mikroorganizma canliligini, poly-L-lisin kapli aljinat kapsiillerine gore daha iyi

korudugunu tespit etmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1  Materyal

3.1.1 Mikroorganizma Kiiltiirii ve Mikroenkapsiilator

Bu caligmada, daha onceki arastirmalarimiz sonucu elde edilen bilgiler
1s131inda Bolu Abant Izzet Baysal Universitesi Miihendislik Mimarlik Fakiiltesi Gida
Miihendisligi Bolimii Gida Mikrobiyolojisi Arastirma Laboratuvart  Kiiltiir
Koleksiyonunda bulunan, potansiyel probiyotik 6zellikleri belirlenmis ve molekiiler
genetik yontemlerle (16S rRNA dizi analizi) kesin tanis1 yapilmis Lactobacillus
acidophilus KPb4b susu kullanilmistir. Calisma kapsaminda bu potansiyel susun
emiilsiyon teknigi, elektrostatik titresim/damlatma yontemi ve ¢ift tabaka kaplama
(elektrostatik titresim/damlatma yontemi ile birinci kaplama iizerine kitosan ile ikinci
tabaka kaplama) yontemi ile mikroenkapsiilasyonu gerceklestirilmistir. Elektrostatik
titresim tekniginde, BAIBU Miihendislik Mimarlik Fakiiltesi Gida Miihendisligi
Boliimii Mikrobiyoloji Arastirma Laboratuvarinda bulunan Nisco Var A Model

(Nisco Eng. Inc. Ziirih, Isvigre) mikroenkapsiilator cihazi kullanilmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Bakteri Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi ve Mikroorganizma Sayim

Kaplama islemi uygulanacak mikroorganizma kiiltiirii denemeler siiresince -
18°C’de, %40 gliserol iceren 2 MRS Broth besiyerinde muhafaza edilmistir. Kiiltiir,
ardisik 2 kez MRS Broth besiyerinde 37°C’ de 24 saat aktiflestirildikten sonra 50 mL
MRS Broth besiyerinde gelistirilmis ve daha sonra 30 mL’lik steril santrifiij tiiplerine
aktarilip 10.000 x g’de 10 dakika santrifiij edilerek hiicre peleti elde edilmistir. Pelet
iki kez 5 mL fizyolojik tuzlu su (FTS) ile yikanarak ayni yontemle tekrar santrifiij
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edilerek kaplamada kullanilmak {izere hazir hale getirilmistir (Cakir vd., 2010;
Isleyen, 2010; isleyen ve Cakir 2016).

Mikroorganizma sayimi, de Man, Ragosa, Sharp Agar (MRS Agar, Merck,
Almanya) besiyerinde yayma kiiltiir sayim yontemi ile iki paralel olarak yapilmustir.
Arastirmada kapstillerin agilmasi i¢in ilk 1/10’luk seyrelti 0,1 M KPO4 tamponu (pH
7,4, Merck, Almanya) icerisinde, diger seyreltiler ise MRD (Maximum Recovery
Diluent, Merck) kullanilarak gergeklestirilmistir. Arastirma sonunda mikroorganizma
canliliginin  korunmasinda kullanilabilecek en uygun yontem belirlenmeye

calisilmigtir (Cakir vd., 2010)

3.2.2 Mikroenkapsiilasyon islemi

3.2.2.1 Emiilsiyon Teknigi ile Kaplama

Kaplama materyali olarak 120 mL steril %3 (v/w) sodyum aljinat ¢ozeltisi 30
mL (10%-108 KOB/mL) L. acidophilus KPb4b Kkiiltiirii ile karistirilmis ve buradan
alan 50 mL probiyotik ve aljinat karisimi, i¢erisinde 100-200 mL steril bitkisel yag
bulunan bir beher igerisine aktarilmistir. Daha sonra bu karistm manyetik karistirict
ile 200 rpm’de karistirilip emiilsiyon olusana kadar tizerine 0,1 M CaCl: ilave

edilmistir (Capela vd. 2007; Yash 2010).

3.2.2.2 Elektrostatik Titresim/ Damlatma Yo6ntemi ile Kaplama

Elektrostatik Titresim/ Damlatma Yonteminde (ETDY) kullanilan probiyotik
bakteri kiiltiirii mikroenkapsiilator sistemi kullanilarak kaplanmistir. Buna gore %1,5
aljinat ¢ozeltisi ve 5 mL 10%-10% KOB/mL diizeyinde probiyotik iceren FTS ¢ozeltisi
ile olusturulan emiilsiyon cihaza yerlestirilmis ve peristaltik pompa yardimi ile 150
um capindaki nozuldan gecirilerek 0,1-1 M CaCl, katilastirma ¢ozeltisi igine
distirilmiistiir. Bu sekilde tiiretilen mikrokiirecikler 30 dakika karistirildiktan sonra
buzdolabinda bir gece bekletilmistir (Cakir vd., 2010). Mikroenkapsiilasyon

isleminde uygulanan ¢aligsma parametreleri Cizelge 3.1°de verilmistir.
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Cizelge 3.1 Mikroenkapsiilasyon isleminde uygulanan ¢aligma parametreleri

Parametre Calisma Arahg
Mikroorganizma L. acidophilus KPb4b
Kaplama materyali %1 - %3 Aljinat,
Katilagtirma ¢ozeltisi |0,1 M CaCl, ve 1 M CaCl»

Nozul ¢ap1 150 um

Akis hizi 6,5 mL/dk. - 12 mL/dk.
Frekans 2,21 kHz

Amplitude (Genlik) %95

Siringa capi 20 mL

Isik Siddeti %20

Cihaz tespit edilen g¢alisma parametrelerine (akis hizi, frekans ve genlik
degerleri) kurulduktan sonra, steril siringaya doldurulan emiilsiyon cihaza
yerlestirilmekte ve cihaz ¢aligtirilmaktadir. Peristaltik pompanin hareketi ile
siringadan gelen karisim nozzle sisteminden ge¢meye zorlanirken Once biiyiik
damlalar, ardindan da standart diizgiin bir akis elde edilirken, mikrokapsiiller
seklinde sistemden ¢ikan ¢ok kii¢iik damlaciklar toplama tanki igerisindeki 0,1 M
CaCl, katilastirma ¢ozeltisine diigmektedir. Bu arada toplama tankinda bulunan
manyetik karistirict ¢alistirilarak kiireciklerin yapismasi engellenmektedir. Bu
sekilde tiretilen mikrokiirecikler 30 dakika karistirildiktan sonra buzdolabinda bir

gece bekletilerek tam katilagsma iglemi tamamlanmaktadir (Cakir vd., 2010).

3.2.2.3 Elektrostatik Titresim/ Damlatma Yontemi ve Kitosan ile Cift
Tabaka Kaplama

Elektrotatik Titresim/ Damlatma Yontemi ve Kitosan (ETDYK) ile cift
tabaka kaplama yoOnteminde probiyotik kiiltiir %1-3 aljinat ¢ozeltisi ile
karistirildiktan sonra karisim igerisine steril MRS Broth (55 g/L), trehaloz (50 g/L),
prebiyotik inulin (10 g/L) ve tween 80 (2 g/L) katilarak elde edilen karisim
mikroenkapsiilasyon cihazindan gecirilerek mikroorganizma kiiltiiriiniin kaplanmasi
saglanmistir. Mikrokapsiiller, icerisinde 0,02 M sodyum asetat iceren % 0,5’lik
kitosan cozeltisine alinmis ve 30 dakika manyetik karistiricida karistirilmistir. Bu
siire sonunda yikanan aljinat-kitosan kapsiilleri %0,05’lik aljinat ¢6zeltisinde yine 30
dakika karistirildiktan sonra, deneme siiresince 4°C’de depolanmistir (Kanmani vd.

2011).
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3.2.3 Mikrokapsiillerin Baz1 Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.2.3.1 Mikrokapsiillerin Depolama Stabilitesinin Belirlenmesi

Mikrokapsiiller ve serbest hiicre kiiltiirleri 1 ay boyunca +5°C’de depolanmis
ve depolama boyunca haftalik yapilan sayimlar sonucu mikroorganizma sayisindaki

azalma belirlenmistir (Cakir vd., 2010).

3.2.3.2 Mikrokapsiillerin Yapay Mide Ortamindaki Stabilitesi

Yapay mide ortami i¢in 0,2 g NaCl tartilarak, iizerine 1 N 0,7 mL HCI
eklenmis ve saf suyla 100 mL’ye tamamlandiktan sonra bu ¢6zeltinin pH’s1 2,0’a
ayarlanarak ve sterilize edilmistir. Kapsiiller bu ortamda 37°C’deki inkiibatorde 3
saat boyunca tutulmus ve saat basi ekimler yapilarak canli mikroorganizma sayisi
tespit edilmistir (Cakir vd., 2010). Bu denemede kaplanmamis L. acidophilus KPb4b

susu kontrol olarak kullanilmuistir.

3.2.3.3 Mikrokapsiillerin Yapay Incebagirsak Ortamindaki Stabilitesi

Yapay bagirsak ortami i¢in 0,2 N 11,8 mL NaOH ¢d6zeltisi iizerine 0,2 M, 25
mL KH>PO4 eklenmis ve ¢ozelti saf suyla 100 mL ye tamamlanmistir. pH’s1 6,8 olan
bu ¢ozelti sterilize edilmis ve 37°C’deki inkiibatorde 3 saat boyunca tutularak ve her
saat bas1 yapilan ekimler sonucunda canli mikroorganizma sayist tespit edilmistir
(Cakir vd., 2010). Bu denemede kaplanmamis L. acidophilus KPb4b susu kontrol

olarak kullanilmstir.
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3.2.3.4 Mikrokapsiillerin Boyutlarinin Belirlenmesi

Mikrokapsiillerin boyutlarinin belirlenmesinde Universitemiz Yenilik¢i Gida
Teknolojileri Gelistirme Uygulama ve Arastirma Merkezi (YENIGIDAM)
laboratuvarlarinda bulunan partikiil boyut analiz cihaz1 (Mastersizer 2000, Malvern)
kullanilarak  gerceklestirilmis ve sonuglar Mingard vd. (2009)’a gore

degerlendirilmistir.

3.2.4 Yamt Yiizey Yontemi Deneme Deseni ve Istatistiksel Analizler

Calisma kapsaminda yapilan denemeler Cizelge 3.2 ve Cizelge 3.3°te
belirtilen deneme desenine gore gerceklestirilmistir. Deneme deseni Statistical
Analysis Software (SAS 6.12) yazilimi kullanilarak, Yanit Yiizeyi YoOntemine
(Response Surface Methodology) gore, 2 merkez noktali, Merkezi Bilesik Desen
(Central Composite Design) modeli esas alinarak gergeklestirilmis ve deneme iki
tekerriirlii olarak yiritiilmiistir. ETDY ve ETDYK kaplama yontemleri Cizelge
3.2’de goriildiigli  sekilde birlestirilerek tek bir deneme deseni altinda

mikroenkapsiilasyon islemleri gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.2 ETDY ve ETDYK kaplama yontemlerinde kullanilan deneme
deseni

No Aljinat (%) Kitosan (%) CaCl2(M)

1 1 0 0,1
2 1 0 1

3 1 0,5 0,55
4 1 1 0,1
5 1 1 1

6 2 0 0,55
7 2 0,5 0,1
8 2 0,5 0,55
9 2 0,5 0,55
10 2 0,5 1
11 2 1 0,55
12 3 0 0,1
13 3 0 1
14 3 0,5 0,55
15 3 1 0,1
16 3 1 1
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Cizelge 3.3 Emiilsiyon teknigi yonteminde kullanilan deneme deseni

No  Aljinat (%) Bitkisel Yag (%) CaCl2(M)

1 1 100 0,1
2 1 100 1
3 1 150 0,55
4 1 200 0,1
5 1 200 1
6 2 100 0,55
7 2 150 0,1
8 2 150 0,55
9 2 150 0,55
10 2 150 1
11 2 200 0,55
12 3 100 0,1
13 3 100 1
14 3 150 0,55
15 3 200 0,1
16 3 200 1
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 ETDY ve ETDYK Kaplama Yontemleri ile Kaplamanin
Depolama Baslangic ve Son Haftas1 Uzerine Bakteri Canlihgina Etkisi

Aljinat konsantrasyonu, kitosan konsantrasyonu ve CaCl> molaritesinin;
depolama baslangic ve son haftasindaki bakteri canliligir {izerindeki etkilerini

aciklayan polinomiyal modele ait esitlik asagida verilmistir.

Y=3,1431 - 1,3X1- 0,199X> + 0,252 X3 - 0,1796X,2 + 0,2875 X1 X2 + 0,2253
X2? +0,1775 X3X1 + 0,1225 X3X2 - 0,2696X 5> (Esitlik 4. 1)

ETDY ve ETDYK kaplama yontemleri ile iiretilen mikrokapsiillerin
depolama siiresince mikroorganizma canlilig1 {izerine etkileri Cizelge 4.1°de,
Varyans analiz sonuglar Cizelge 4.2°de, bakteri canliligindaki azalis iizerine aljinat

ve kitosan konsantrasyonunun etkisi ise Sekil 4.1°de verilmistir.
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Cizelge 4.1 ETDY ve ETDYK kaplama yontemleri ile {iretilen
mikrokapstillerin depolama siiresince mikroorganizma canlili§i {izerine
etkileri

Mikroorganizma Sayisi (log KOB/g)
Aljinat (% )/Kitosan
o . ..
(A))/Kalsg/lll)m Kloriir 0. L 5 3. 4 Faﬁl; tft(;-‘"
Hafta | Hafta | Hafta | Hafta | Hafta Aras)
1/0/0,1 7,8 7,1 6,1 4,6 2,4 5,4
1/0/1 7,6 6,5 5,5 4,7 3,3 43
1/0,5/0,55 7,5 6,6 6,1 5,0 43 3,2
1/1/0,1 7,9 6,7 6,0 4,9 4,7 3,2
1.01.2001 7,3 6,4 5,4 4,6 3.4 3,9
2/0/0,55 7,5 5,3 5,2 4,8 42 3,3
2/0,5/0,1 8,1 7,3 6,7 6,6 6,6 1,5
2/0,5/0,55 8,7 7,8 7,3 6,7 6,4 2,3
2/0,5/0,55 8,1 7,3 6,7 6,0 5,7 2,4
2/0,5/1 8,2 7,5 6,8 6,3 6,1 2,1
2/1/0,55 8,6 7,4 7,2 6,6 6,1 2,5
3/0/0,1 8,1 7,5 6,8 6,0 5,7 2.4
3/0/1 8,0 7,1 6,8 6,3 5,8 2,2
3/0,5/0,55 8,7 7,7 7,3 7,3 6,9 1,8
3/1/0,1 8,5 7,8 7,8 7,8 7,5 1,0
3.01.2001 8,8 7,9 7,7 7,5 7,4 1,4
Kontrol (KPb4b) 8,4 6,6 3,7 1,1 0,0 8,4
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Cizelge 4.2 Aljinat konsantrasyonu, kitosan konsantrasyonu ve CaCl,
molaritesinin; depolama baglangi¢ ve son haftasindaki bakteri canlilig
izerindeki etkilerine ait varyans analiz sonuglari

Varyasyon Kaynagi SD KO F
Model 9 38,7274 26,7237
X1 (Aljinat konsantrasyonu; %) 1 33,8000 209,9115%*
1
1

X2 (Kitosan konsantrasyonu; %) 0,7920 4,9188*

X3 (Kalsiyum kloriir; Molarite) 1,2700 7,8877*

Xi1*X 1 0,1701 1,0569
X2* X 1 1,3225 8,2133**
X2*X2 1 0,2677 1,6628
X3*X 1 0,5041 3,1307
X3*X2 1 0,2401 1,4911
X3*X3 1 0,3834 2,3811
Uyum Eksikligi 5 3,5324 1201,031
Genel 31

*: P<0.05; **: P<0.01
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Sekil 4.1 ETDY ve ETDYK yontemleri ile kaplanan mikrokapsiillerin aljinat
ve kitosan konsantrasyonunun depolamada bakteri canlilig1 tizerine etkisi

Cizelge 4.2°te goriildiigli gibi depolama baslangi¢ ve son haftasindaki bakteri
canlilig: {izerine aljinat konsantrasyonu, kitosan konsantrasyonu ve kalsiyum kloriir
molaritesinin etki ettigi gortiilmektedir. Aljinat konsantrasyonun etkisinin diger iki
faktoriin gosterdigi etkiye gore cok dnemli oldugu (P<0.01), ayrica bakteri canlilig
tizerine etki eden faktorlerden aljinat konsantrasyonu ve kitosan konsantrasyonunun
interaksiyon etkisinin de (P<0.01) diizeyinde ¢ok énemli oldugu goriilmektedir. Sekil
4.1°de aljinat konsantrasyonu ve kitosan konsantrasyonu arttik¢a, analizin baslangis

ve son haftasindaki canli bakteri sayisi arasindaki farkin daha az oldugu
goriilmektedir.  Bakteri canliligindaki bu korunmanin, yiiksek konsantrasyonlu

aljinat ve kitosan kapsiillerinin bakteriyi daha iyi korumus olmasindan kaynaklandig:
distiniilmektedir.

Probiyotiklerin mikroenkapsiilasyonu konusunda yapilan bir ¢alismada, laktik

asit bakterilerinin kaplanmasinin, tiretim silireglerinde ve depolamada, hiicre

29



kayiplarin1 azalttigini tespit etmislerdir (Capela vd. 2006). Bir diger ¢alismada da
cesitli biyoteknolojik iiretim siireclerinde, immobilize hiicrelerin kullaniminin,
serbest hiicrelerin kullanimindan daha avantajli oldugu bulunmustur (Cassidy vd.,

1996).

Krasaekoopt vd. (2004) tarafindan yapilan bir c¢aligmada, kitosanla
kaplamanin aljinat mikrokiirelerinin stabilitesini arttirdigi ve kaplanmis hiicrelerin

canliligini daha iyi korudugu belirtilmistir.

Cizelge 4.1 incelendiginde en yiiksek aljinat ve kitosan konsantrasyonlu
kapsiillerde, depolama sonundaki bakteri canlilifindaki kaybin 1 log KOB/g oldugu,
buna karsin serbest hiicrelerde ise depolamanin son haftasinda hi¢ canli hiicre

kalmadigi tespit edilmistir.

Lopez vd. (2012) yaptiklar1 c¢alismada elektrospraying teknigi ile
Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb12 bakterisini kaplamislar ve depolama
boyunca bakteri canliligindaki kayiplari incelemiglerdir. Calisma sonunda
mikroenkapsiilasyonun bakteri canliligindaki kayiplar1 depolama boyunca azalttigini

tespit etmislerdir.

Perez vd. (2014) yaptiklar1 calismada, mikroenkapsiilasyon islemindeki
degisik islem parametrelerinin mikroenkapsiilasyon verimliligine dogrudan etki

ettigini tespit etmislerdir.

Bu c¢alisma kapsaminda elde ettigimiz sonuclar literatiir ile uyum
gostermektedir. Chavarri vd. (2010) yaptiklar1 c¢alismada aljinatla kaplanmis
probiyotik kapsiillerine, kitosan uygulamis ve sonrasinda kapsiillerin gozenekli
yapisinda azalma oldugunu goézlemlemisler ve islem sonunda bakterilerin kapsiil

disina ¢ikisinda azalma oldugunu tespit etmislerdir.
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42  ETDY ve ETDYK Kaplama Yéntemlerinin Yapay Ince Bagirsak
Ortaminda (pH 6,8°de) Mikroorganizma Canlilig1 Uzerine Etkileri

Aljinat konsantrasyonu, kitosan konsantrasyonu ve CaCl, molaritesinin;
yapay ince bagirsak ortaminda, 0. ve 180. dakikalar arasindaki bakteri canlilig

tizerindeki etkilerini agiklayan polinomiyal modele ait esitlik asagida verilmistir.

Y=0,4842 + 0,2069X + 0,0132X, - 0,0359 X + 0,0265X,2 - 0,1810 X1 X +
0,2696 X22 + 0,1014 XsX - 0,0233X3Xz - 0,2025X 3> (Esitlik 4. 2)

ETDY ve ETDYK kaplama yontemleri ile iiretilen mikrokapsiillerin yapay
ince bagirsak ortaminda mikroorganizma canliligr iizerine etkileri Cizelge 4.3’te,
varyans analiz sonucglari Cizelge 4.4’te, yapay ince bagirsak ortaminda bakteri
canliligindaki azalis iizerine aljinat ve kitosan konsantrasyonunun etkisi ise Sekil

4.2°de verilmistir.
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Cizelge 4.3 ETDY ve ETDYK kaplama yontemleri ile {iretilen
mikrokapstillerin yapay ince bagirsak ortaminda mikroorganizma canlilik

sonugclari
Mikroorganizma Sayisi (log KOB/g)
Aljinat (% )/Kitosan (% )/Kalsiyum Fark
Kloriir(M)
Gl | oo
Arasi)

1/0/0,1 78177 | 7,6 7.4 0,4
1/0/1 76176 | 74 7,6 0,0
1/0,5/0,55 76 | 7,6 | 7.5 7.4 0,2
1/1/0,1 78 17,7 | 72 7,2 0,6
1.01.2001 77177 7.5 7,2 0,6
2/0/0,55 81 (79 | 7,7 7.4 0,7
2/0,5/0,1 86| 84 | 82 8,2 0,4
2/0,5/0,55 82| 81 | 7,8 7,7 0,5
2/0,5/0,55 7,71 7,7 | 7,2 7,3 0,4
2/0,5/1 87| 86 | 7.8 8,5 0,2
2/1/0,55 80| 76 | 7,5 7,2 0,8
3/0/0,1 89| 87 | 83 8,2 0,7
3/0/1 80|79 | 74 6.9 1,1
3/0,5/0,55 82182 | 75 1,3 0,9
3/1/0,1 86| 83 | 83 8,0 0,6
3.01.2001 86| 85| 82 8,1 0,5
Kontrol (KPb4b) 89189 | 7.8 7,6 1,3
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Cizelge 4.4 Aljinat konsantrasyonu, kitosan konsantrasyonu ve CaCl,
molaritesinin; yapay ince bagirsak ortaminda, 0. ve 180. dakika bakteri
canlilig1 tizerindeki etkilerine ait varyans analiz sonuglari

Varyasyon Kaynagi SD K.O F
Model 9 2,0720  1,0330
Xi (Aljinat konsantrasyonu; %) 1 0,8563  3,8421
X2 (Kitosan konsantrasyonu; %) 1 0,0034 0,0157
X3 (Kalsiyum kloriir; Molarite) 1 0,0257 0,1157
X1*X1 1 0,0037 0,0167
X2*X 1 0,5245 2,3533
X2*Xo 1 0,3833 11,7198
X3%X) 1 0,1647  0,7392
X3*Xo 1 0,0087  0,0393
X3*X3 1 0,2163  0,9709
Uyum Eksikligi 5 0,3066  0,2268
Genel 31
*#: P<0.01 *: P<0.05
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Sekil 4.2 ETDY ve ETDYK yontemleri ile kaplanan mikrokapsiillerin aljinat
ve kitosan konsantrasyonunun (pH 6,8’de) bakteri canlilig1 tizerine etkisi

Arastirmanin bu agsamasinda yapay ince bagirsak ortaminda 0. ve 180. dakika
arasinda bakteri canlilig1 tizerine uygulanan faktorlerin etkilerinin istatistiksel olarak
onemli olmadigi (P>0,05) belirlenmistir. Cizelge 4.3°te goriilecegi iizere yapay ince
bagirsak ortaminda kapsiillerdeki canli mikroorganizma sayisi, analiz sonunda hem
diisiik aljinat konsantrasyonlu kapsiillerde, hem de yiiksek konsantrasyonlu
kapsiillerde ¢ok biiyiik bir fark olmadan korunmustur. Ayni sekilde yiiksek ve diisiik

kitosan konsantrasyonlu kapsiillerdeki bakteri canliligindaki azalmanin da diisiik
oldugu goriilmektedir.

Rathar vd. (2017) yaptiklar1 calismada, bu c¢aligmaya benzer sonuglar elde
etmislerdir. Lactobacillus plantarum NCDC201 ve L. casei NCDC297 suslari aljinat

ile kaplanmis ve simule edilmis yapay incebagirsak ortaminda 120 dakika
bekletmisler ve silire sonunda Lactobacillus plantarum NCDC201 susunda 2,02 log
KOB/mL azalma, L. casei NCDC297 susunda ise 1,97 log KOB/mL’ lik bir azalma
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oldugunu ve kaplamanin bakteri canliligint olumlu yonde korudugunu tespit

etmislerdir.

43 ETDY ve ETDYK Kaplama Yontemlerinin Yapay Mide
Ortaminda Mikroorganizma Canlihig1 Uzerine Etkileri

Aljinat konsantrasyonu, kitosan konsantrasyonu ve CaCl, molaritesinin;
yapay mide ortaminda, 0. ve 180. dakikalar arasinda mikroorganizma canlilig

tizerindeki etkilerini agiklayan polinomiyal modele ait esitlik asagida verilmistir.

Y= 8,1454 + 0,1139X - 0,0389X> - 0,2109 X3 - 0,4127X,2 - 0,2187 XXz +
0,0055 X2% - 0,1718X3X; + 0,1160X3X> - 0,1394X3? (Esitlik 4. 3)
ETDY ve ETDYK kaplama yontemleri ile iiretilen mikrokapsiillerin yapay
mide ortaminda mikroorganizma canlilif1 iizerine etkileri Cizelge 4.5’te varyans
analiz sonuglar1 Cizelge 4.6’da, Yapay mide ortaminin (pH 2’de) mikroorganizma
canliligindaki azalis iizerine kalsiyum kloriir molaritesi ve aljinat konsantrasyonunun

etkisi ise Sekil 4.1°de verilmistir.
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Cizelge 4.5 ETDY ve ETDYK kaplama yontemleri ile {iretilen
mikrokapsiillerin yapay mide ortaminda mikroorganizma canliligi {izerine
etkileri

Mikroorganizma Sayisi (log KOB/g)
Aljinat (% )/Kitosan Fark
(%o)/Kalsiyum Kloriir(M) 9, [30. [60. [120. |[180.
dk |dk |dk [dk |k |(©-180.dk
arasi)

1/0/0,1 77145126 ]| 1,0 0,0 7,7

1/0/1 741491126 ]| 1,0 0,0 7.4
1/0,5/0,55 734727 | 1,2 0,0 7,3
1/1/0,1 765132 13 0,0 7,6
1.01.2001 7615130 14 0,0 7,6
2/0/0,55 76 | 553132 | 1,1 0,0 7,6
2/0,5/0,1 80| 47 |25 | 1,2 0,0 8,0
2/0,5/0,55 8715526 ]| 1,2 0,0 8,7
2/0,5/0,55 795026 | 1,1 0,0 7,9
2/0,5/1 7952133 1,2 0,0 7,9
2/1/0,55 86|56 |31 13 0,0 8,6
3/0/0,1 87152 |31 1,2 0,0 8,7
3/0/1 7515033 14 0,0 7,5
3/0,5/0,55 865032 LS8 0,5 8,1
3/1/0,1 8715838 25 1,1 7,6
3.01.2001 82|56 | 37| 25 1,2 7,0
Kontrol (KPb4b) 8813600 00 0,0 8,8
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Cizelge 4.6 Aljinat konsantrasyonu, kitosan konsantrasyonu ve CaCl,
molaritesinin; yapay mide ortaminda, 0. ve 180. dakikalar arasinda
mikroorganizma canlilig1 iizerindeki etkilerine ait varyans analiz sonuglari

Varyasyon Kaynagi SD K.O F
Model 9 44393  2,6866
X1 (Aljinat konsantrasyonu; %) 1 0,2595 1,4139
X2 (Kitosan konsantrasyonu; %) 1 0,0304 0,1656
X3 (Kalsiyum kloriir; Molarite) 1 0,8902 4,8489%*
X1*X 1 0,8983  4,8931*
Xo*X 1 0,7659  4,1716
Xo*Xo 1 0,0001  0,0009
X3%Xi 1 0,4724  2,5731
X3%*Xo 1 0,2154  1,1736
X3%X3 1 0,1025  0,5584
Uyum Eksikligi 5 2,0252  3,4192
Genel 31

*#: P<0.01 *: P<0.05
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Sekil 4.3 ETDY ve ETDYK yontemleri ile kaplanan mikrokapsiillerin aljinat
konsantrasyonu ve kalsiyum kloriir molaritesinin (pH 2’de) bakteri canlilig
tizerine etkisi

Cizelge 4.6’da goriildiigii iizere yapay mide ortamimnin 0. ve 180. dakika
arasindaki bakteri canliligina etkisi agisindan degerlendirildiginde, kalsiyum kloriir
molaritesinin bakteri canliligi iizerindeki etkisinin 6nemli oldugu (P<0.05), ayrica

aljinat konsantrasyonunun kuadratik etkisinin de (P<0.05) diizeyinde 6nemli oldugu
tespit edilmistir.

Sekil 4.3’°te analiz baslangi¢c ve sonu arasindaki canli mikroorganizma sayisi

farkinin yiiksek oldugu goriilmektedir. Cizelge 4.5 incelendiginde sadece %3

konsantrasyona sahip aljinat ve %]1 konsantrasyonlu kitosan kapsiillerinde 180.
dakika sonunda canli mikroorganizma saptanmaistir.
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Shori (2017) yaptig1 ¢calismada, yapay mide ortamlarindaki enkapsiile edilmis
probiyotiklerin canliliklar1 {izerine, enkapsiilasyon yoOntemleri, enkapsiilasyon
materyalleri, polimer ¢esitleri gibi birden fazla parametrenin etki edebilecegini ve
Ozellikle kitosan kapli aljinat mikroenkapstllerinin bu ortamlarda, probiyotik

canliliklarindaki kayb1 azalttigini belirtmistir.

Heidebach vd. (2009) yaptiklar1 ¢alismada serbest L. paracasei ve B. lactis
kiltiirlerini 90 dakika boyunca pH 2,5 ortaminda tutmuslar ve siire sonunda bakteri
canliliklar sirastyla 5 ve 3,0 log KOB/g oraninda azalmistir. Ayni ¢calismada bu iki
bakteri mikroenkapsiile edilerek yine pH 2,5 ortaminda bekletilmis ve canlilik

kayiplarini sirastyla 3,0 ve 2,7 log KOB/g olarak tespit etmislerdir.

44 ETDY ve ETDYK Kaplama Yontemlerinin Partikiil Boyut
Sonuclari

Aljinat konsantrasyonu, kitosan konsantrasyonu ve CaCl> molaritesinin;
partikiil boyut iizerindeki etkilerini agiklayan polinomiyal modele ait esitlik asagida

verilmigtir.

Y=633,1338 + 104,3302X; - 17,1553X2 + 51,6875 X3 — 108,1053X;* +
12,4093X: X5 + 022,6304X5? - 21,8525X5X - 13,9216X3X> + 6,3182X5% (Esitlik 4.4)

ETDY ve ETDYK kaplama yontemleri ile tiretilen mikrokapsiillerin pargacik
buytiklikleri Cizelge 4.7°de, varyans analiz sonuglart Cizelge 4.8’de, aljinat
konsantrasyonu ve kalsiyum kloriir molaritesinin partikiil boyut iizerine etkisi ise

Sekil 4.4°te verilmistir.

39



Cizelge 4.7 ETDY ve ETDYK kaplama yontemleri

mikrokapstillerin pargacik boyutlar

ile dretilen

Aljinat (%)/Kitosan (%)/Kalsiyum Kloriir (M) | rokul Buyuklugd (jum)
d,1) ] d0,5) ] d(09)

1/0/0,1 65,00 | 367,54 | 1069,19
10/ 101,80 | 557,59 | 1277.18
1/0,5/0,55 65,67 | 446,63 | 117955
1/1/0,1 63,30 | 372,53 | 1059.81
1.01.2001 78,69 | 474,99 | 115228
2/0/0,55 95,09 | 698,96 | 1350,58
2/0,5/0,1 5021 | 571,50 | 1219,78
2/0,5/0,55 80,97 | 667,18 | 1292,17
2/0,5/0,55 70,65 | 657,55 | 123711
2/0,5/1 127,79 | 678,18 | 133834
2/1/0,55 5735 | 583,34 | 121333
3/0/0,1 247,65 | 631,31 | 117686
3/0/1 361,56 | 702,05 | 1234,26
3/0,5/0,55 242,00 | 574,19 | 105391
3/1/0,1 206,77 | 654,04 | 1250,07
3.01.2001 373,73 | 700,99 | 1196,01
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Cizelge 4.8 Aljinat konsantrasyonu, kitosan konsantrasyonu ve CaCl,
molaritesinin; partikiil boyut iizerindeki etkilerine ait varyans analiz sonuglar1

Varyasyon Kaynag SD K.O F
Model 9 361104,93 16,2947
X1 (Aljinat konsantrasyonu; %) 1 217696,02  88,4108**
X2 (Kitosan konsantrasyonu; %) 1 5886,09 2,3905
X3(Kalsiyum kloriir; Molarite) 1 53432,06  21,6998%*%*
X1*X 1 61621,04  25,0256**
X2*X( 1 2463,88 1,0006
X2*X2 1 2700,37 1,0967
X3*X 1 7640,51 3,1030
X3*Xo 1 3100,99 1,2594
X3*X3 1 210,49 0,0855
Uyum Eksikligi 5 23710,803 2,6466
Genel 31

**: P<0.01 *: P<0.05
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Partikiil boyutu d (0,5) (um)

1

Sekil 4.4 ETDY ve ETDYK yontemleri ile kaplanan mikrokapsiillerin, aljinat
konsantrasyonu ve kalsiyum kloriir molaritesinin partikiil boyut tizerine etkisi

Cizelge 4.7°de verilen d (0,1), d (0,5) ve d (0,9) degerleri parcacik
boyutlarmin sirasiyla %10, %50 ve %90’ min olgiilen degerden kiiglik oldugunu
gostermektedir. Cizelge 4.7°nin 1. satirinda yer alan degerler incelendiginde %l
aljinat, %0 kitosan ve 0,1 M kalsiyum kloriir ile iiretilen probiyotik kapsiillerinin
%10’unun 65,00 pm, %50’sinin 367,54 pum ve %90’ 1069,19 pm’den daha
kiigiik oldugu anlamina gelmektedir. Arastirma bulgular1 degerlendirilirken

sonuglardan d (0,5) boyutlar1 dikkate alinarak degerlendirme yapilmistir.

Cizelge 4.8’de goriildigli tlizere partikiil boyutu {izerine aljinat
konsantrasyonu ve kalsiyum kloriir molaritesinin ¢ok 6nemli diizeyde etkili oldugu
(P<0.01) belirlenmistir. Ayrica, aljinat konsantrasyonunun partikiil boyutlar
tizerindeki kuadratik etkisinin de ¢ok dnemli oldugu (P<0.01) tespit edilmistir. Sekil
4.4’te aljinat konsantrasyonu artarken kapsiil partikiil boyutunda biiylime oldugu ve
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aynt sekilde kalsiyum kloriir molaritesi artig gosterirken yine kapsiil boyutunda

yiikselme oldugu goriilmektedir.

Arslan ve Erbas (2017) yaptiklar1 ¢alismada ¢ift tabaka kaplamanin partikiil
bilyilikliigiinii arttirdigini tespit etmiglerdir. Bu calismada elde edilen sonuglar
literatiir ile uyum gostermekte, Cizelge 4.7 incelendiginde c¢ift tabaka

mikroenkapsiilasyonlarda partikiil biiyiikliiklerinin arttig1 goriilmektedir.

Probiyotik kiiltiirlerin mikroenkapsiilasyonu ile ilgili birgok ¢alismada kiiciik
boyutlu kapsiillerin pargacik iginde yiiksek hiicre konsantrasyonuna, oksijen, besin

ve metabolit difiizyonuna olanak verdigi belirtilmektedir (Christenson vd., 1993).

Guiseley (1989) yaptigi calismada hiicre immobilizasyonu i¢in en 1iyi
pargacik biiylikliigiiniin 500-1000 pm oldugunu belirtmistir. Mikrokiirelerin icine
besin difiizyonu ve iceriden disartya metabolit atimi, mikrokiirelerin kiigiik boyutlu,
dolayisiyla genis bir ylizey alani olmasiyla iliskilidir (Liu vd., 2010; Tan vd., 2011;
Ylitervo vd., 2011).
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4.5  Emiilsiyon Teknigi ile Kaplama Depolama Sonuglari

Aljinat Konsantrasyonu, Bitkisel Yag Konsantrasyonu ve CaCly
molaritesinin; depolama baslangic ve son haftasindaki bakteri canlilig1 iizerindeki

etkilerini aciklayan polinomiyal modele ait esitlik asagida verilmistir.

Y=2,9636 - 1,0635X; - 0,2862X; - 0,1595 X3 + 0,5000X:2 + 0,3677 X1 Xz -
0,2047 Xo? + 0,2017 X3X; + 0,0749 X3X2— 0,1315X5? (Esitlik 4. 5)

Emiilsiyon teknigi ile tretilen mikrokapsiillerin depolama siiresince
mikroorganizma canlilig1 tizerine etkileri ¢izelge 4.9’da, varyans analiz sonuglari
Cizelge 4.10°da, aljinat ve bitkisel yag konsantrasyonunun depolama siiresi boyunca

bakteri canlilig1 lizerine etkisi Sekil 4.5°te verilmistir.
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Cizelge 4.9 Emiilsiyon teknigi ile fretilen mikrokapsiillerin depolama
stiresince mikroorganizma canlilig1 tizerine etkileri

Mikroorganizma Sayisi (log KOB/g)
Aljinat (%)/Bitkisel Yag
(mL)/Kalsiyum Kloriir | (. L |2 | 3 | a Faﬁ‘;tfg"‘-
(M) Hafta | Hafta | Hafta | Hafta | Hafta Arast)

1/100/0,1 8,7 8,5 7,1 59 33 5,4
1/100/1 8,2 8,0 7,1 54 3,7 4,5
1/150/0,55 8,3 7,7 7,2 5,1 4,0 4,3
1/200/0,1 8,2 7,5 6,4 53 4,5 3,7
1/200/1 7.8 7,1 6,0 5,5 4,3 3,5
2/100/0,55 7.8 7,7 6,7 6,2 52 2,6
2/150/0,1 8,4 8,0 7,2 6,4 53 3,1
2/150/0,55 8,4 8,1 7,2 6,3 5,3 3,1
2/150/0,55 8.8 8,0 7.4 6,3 4,8 4,0
2/150/1 7,8 7,7 7,3 6,3 5,6 2,2
2/200/0,55 8,1 7,8 7,0 6,3 5.8 2.4
3/100/0,1 7,6 7,3 6,6 6,6 5,5 2,1
3/100/1 8,4 8,1 7,2 6,8 6,1 2,3
3/150/0,55 8,7 8.3 7,7 7,0 6,7 2,1
3/200/0,1 7,7 7.5 7,2 6,1 5,6 2,1
3/200/1 8,3 8,2 7,8 6,8 6,0 2,3
Kontrol (KPb4b) 8,9 7.8 4,3 2,2 0,0 8.9
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Cizelge 4.10 Aljinat Konsantrasyonu, Bitkisel Yag Konsantrasyonu ve CaClz
molaritesinin, depolama baslangic ve son haftasindaki bakteri canlilig
izerindeki etkilerine ait Varyans Analiz Sonuglar1.

Varyasyon Kaynagi SD K.O F
Model 9 29,0076  2,2962
1 22,6230 16,1175%*
X> (Bitkisel yag konsantrasyonu; %) 1 1,6388 1,1676
X3(Kalsiyum kloriir; Molarite) 1 0,5090 0,3627
1
1

X1 (Aljinat konsantrasyonu; %)

X1*X1 1,3183 0,9393
X2* X 2,1643 1,5419
X2*X2 10,2211 0,1575
X3*X( 10,6515 0,4642
X3*X2 10,0897 0,0640
X3*X3 10,0912 0,0650
Uyum Eksikligi 5 29101 0,3538
Genel 31
*%: P<0,01 *: P<0,05
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Sekil 4.5 Emiilsiyon teknigi ile kaplanan mikrokapsiillerin, aljinat ve bitkisel
yag konsantrasyonunun depolamada bakteri canlilig1 lizerine etkisi

Cizelge 4.10°daki veriler incelendiginde emiilsiyon teknigi ile tiretilen

mikrokapsiillerin probiyotik mikroorganizmanin depolama siiresince canliliginin
korunmasinda aljinat konsantrasyonunun ¢ok énemli diizeyde etkili oldugu (P<0,01)

tespit edilmistir. Sekil 4.5’te aljinat konsantrasyonundaki artigsin depolama sonundaki
bakteri canliligi iizerine etkisindeki rolii daha iyi anlagilmaktadir. Aljinat
konsantrasyonundaki artisin daha fazla sayida hiicrenin canli kalmasmi sagladigi,

buna karsin bitkisel yag konsantrasyonundaki degisimin canlilik {izerine onemli
oranda etki etmedigi tespit edilmistir.

Cizelge 4,9 incelendiginde depolama sonunda en yiiksek canli

mikroorganizma sayilarmin %3 aljinatla kaplanan kapsiillerde bulundugu buna

karsin serbest hiicrelerin 3. hafta sonunda canliliklarin1 tamamen kaybettikleri
goriilmektedir.
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Kahlweit vd. (1996) yaptiklar1 calismada kararli mikrokiireler elde edebilmek
icin uygun enkapsiilasyon materyalinin ¢ok Onemli oldugunu ve mikrokapsiil
Ozelliklerinin kararli bir yap1 olusturmasinda dominant bir rol oynadigim
belirtmiglerdir. Bu calisma kapsaminda elde edilen sonuglar degerlendirildiginde
emiilsiyon tekniginde aljinat kullanimi ile elde edilen sonuglarin yukarida verilen

calisma sonuglari ile uyum gosterdigi goriilmektedir.

4.6  Emiilsiyon Teknigi ile Uretilen Mikrokapsiillerin Yapay Ince
Bagirsak Ortamindaki Canhilik Sonuclar

Emiilsiyon tekniginde aljinat konsantrasyonu, bitkisel yag konsantrasyonu ve
kalsiyum kloriir molaritesinin, yapay ince bagirsak ortaminda 0-180. dakika arasinda
bakteri canlilig1 tizerindeki etkilerini agiklayan polinomiyal modele ait esitlik asagida

verilmigtir.

Y=1,4889 + 0,1128X; - 0,1007 X> - 0,0640 X3 - 0,0925X:% + 0,1145 X; X> +
0,2147X5% + 0,1808 X3X; + 0,0561 X3X> - 0,4594X5* (Esitlik 4. 6)

Emiilsiyon teknigi ile {iretilen mikrokapsiillerin yapay incebagirsak
ortamindaki canlilik sonucglar1 Cizelge 4.11°de, varyans analiz sonuglart Cizelge
4.12°de aljinat konsantrasyonunun ve kalsiyum kloriir molaritesinin yapay ince

bagirsak ortaminda bakteri canliligi {izerine etkisi Sekil 4.6’da verilmistir.
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Cizelge 4.11 Emiilsiyon teknigi ile iiretilen mikrokapsiillerin yapay
incebagirsak ortamindaki canlilik sonuglar

Mikroorganizma Sayisi (log KOB/g)
Fark
Aljinat (‘j/o)/Bitkise!'Yag o. | 60. | 120. | 180.
(mL)/Kalsiyum Kloriir (%) ak | ak | dk dk | (0-180. dk
Arasi)

1/100/0,1 82| 7,6 | 6,8 6,5 1,7
1/100/1 78175 | 7,1 7,0 0,8
1/150/0,55 82| 75| 7,1 6,9 1,3
1/200/0,1 7,71 7,1 | 6,7 6,7 1,0
1/200/1 74 71| 69 6,8 0,6
2/100/0,55 84| 72| 7,1 6,6 1,9
2/150/0,1 751 7,1 68 6,6 0,9
2/150/0,55 831 80| 7,0 6,8 1,5
2/150/0,55 78175 | 6,7 6,7 1,1
2/150/1 77176 | 65 6,3 1,5
2/200/0,55 88| 84 | 7,7 7,0 1,8
3/100/0,1 75174 | 64 6,4 1,2
3/100/1 82| 7,8 | 7,0 7,0 1,3
3/150/0,55 89| 80| 74 7,2 1,7
3/200/0,1 87183 | 7,6 7.5 1,2
3/200/1 83| 7,6 | 7.5 7,1 1,2
Kontrol (KPb4b) 89| 7,7 | 7.6 7,5 1,4
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Cizelge 4.12 Emiilsiyon tekniginde aljinat konsantrasyonu, bitkisel yag
konsantrasyonu ve CaCl> molaritesinin, yapay ince bagirsak ortaminda 0-180.
dakika arasinda bakteri canlilifi {izerindeki etkilerine ait varyans analiz
sonugclari

Varyasyon Kaynag SD K.O F
Model 9 2,7845528 11,2063
X1 (Aljinat konsantrasyonu; %) 1 0,2548245 0,9935
X> (Bitkisel yag konsantrasyonu; %) 1 0,2028388 00,7908
X3 (Kalsiyum klortir; Molarite) 1 0,0820365 0,3198
X1*X 1 0,0451801  0,1762
X2*X 1 0,2099725  0,8187
X2*X2 1 0,2432698  0,9485
X3*X 1 0,5232765  2,0402
X3*Xo 1 0,0503949  0,1965
X3*X3 1 1,1130388  4,3396*
Uyum Eksikligi 5 1,0429778  0,7709
Genel 31

##: P<0,01 *: P<0,05
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ma sayisi farki (log KOB/g)

(0-180. dakika)

Mikroorganiz

Sekil

4.6 Emilsiyon teknigi

ile kaplanan mikrokapsiillerin, aljinat

konsantrasyonu ve kalsiyum kloriir molaritesinin (pH 6,8’de) bakteri canlilig
iizerine etkisi

Cizelge 4.12°de wverilen sonuglar incelendiginde yapay ince bagirsak
ortaminda 0-180. dakikada arasindaki bakteri sayisi iizerinde, kalsiyum kloriir
molaritesinin kuadratik etkisinin P<0,05 diizeyinde 6nemli oldugu belirlenmistir.

Sekil 4.6°da kalsiyum kloriir molaritesindeki artisin analiz sonundaki canli bakteri

sayisindaki farkin az olmasinda 6nemli oldugu goriilmektedir.

Benzer sekilde Chen vd. (2017) yaptiklar ¢calismada Lactobacillus bulgaricus
kiiltiiriinii aljinat ve peynir alt1 suyu protein izolati ile emiilsiyon teknigini kullanarak
mikroenkapsiile etmisler ve yapay ince bagirsak ortaminin mikrokapsiiller {izerine
etkisini incelemislerdir. Arastirma sonuglarina gére ortamda 4 saat bekletilen serbest
hiicre ve enkapsiile edilmis hiicreler, canliliklarini sirasiyla 0,16 ve 0,21 log KOB/g

oraninda arttirmigtir. Sonuglar bizim ¢alismamizda elde ettigimiz bulgularla benzer
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olup, yapay ince bagirsak ortaminin, hiicre canliliginda herhangi bir azaltici etkisinin

olmadigini tespit etmislerdir.

4.7  Emiilsiyon Teknigi ile Uretilen Mikrokapsiillerin Yapay Mide
Ortamindaki Canhilik Sonuclar

Emiilsiyon tekniginde aljinat konsantrasyonu, bitkisel yag konsantrasyonu ve
kalsiyum kloriir molaritesinin, yapay mide ortaminda 0-180. dakika arasinda bakteri
canlilig1 iizerindeki etkilerini agiklayan polinomiyal modele ait esitlik asagida

verilmistir.

Y=8,0188 + 0,1872X; + 0,0208X2 + 0,0005X3 + 0,0563X12 + 0,0659 X X5 -
0,0452X5? - 0,0512X:X; - 0,0399 X3X - 0,0745X52 (Esitlik 4. 7)

Emiilsiyon teknigi ile iiretilen mikrokapsiillerin yapay mide ortamindaki
canlilik sonuclar1 Cizelge 4.13’te varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.14’te, aljinat
konsantrasyonunun ve kalsiyum kloriir molaritesinin yapay mide ortaminda bakteri

canlilig1 tizerine etkisi Sekil 4.7°de verilmistir.
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Cizelge 4.13 Emiilsiyon teknigi ile tretilen mikrokapsiillerin yapay mide
ortamindaki canlilik sonuclari

Mikroorganizma Sayisi (log KOB/g)
Fark
Allinat (‘.’A;)/Bitkise!-Yag 0. [ 30. | 60. | 120. | 180.
(mL)/Kalsiyum Kloriir (%) ak | ak | ak | dk di | (0-180. dk

arasl)
1/100/0,1 77147124 1,0 | 0,0 7,7
1/100/1 81160 (31| 1,7 0,0 8,1
1/150/0,55 78145124 | 1,1 0,0 7.8
1/200/0,1 77147 L8| 1,1 0,0 7,7
1/200/1 78151 (21| 1,3 0,0 7,8
2/100/0,55 77146 1,4 1,1 0,0 7,7
2/150/0,1 81148 (23| 1,1 0,0 8,1
2/150/0,55 83156 (26| 1,2 | 0,0 8,3
2/150/0,55 81162 (25| 1,2 | 0,0 8,1
2/150/1 76150 (19| 1,2 | 0,0 7,6
2/200/0,55 82150 (18] 1,2 | 0,0 8,2
3/100/0,1 82151 (20 1,2 | 0,0 8,2
3/100/1 82153 (19| 13 0,0 8,2
3/150/0,55 82150 (24| 14 | 0,0 8,2
3/200/0,1 82152 (21| 1,3 0,0 8,2
3/200/1 82149 (27| 14 | 0,0 8,2
Kontrol (KPb4b) 88136 (1,1 0,0 | 0,0 8,8
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Cizelge 4.14 Emiilsiyon tekniginde aljinat konsantrasyonu, bitkisel yag
konsantrasyonu ve CaCl> molaritesinin, yapay mide ortaminda 0-180. dakika
arasinda bakteri canliligi lizerindeki etkilerine ait varyans analiz sonuglart.

Varyasyon Kaynagi SD K.O F
Model 9 0,9041 0,3803
1 0,7012 2,6544
X2 (Bitkisel yag konsantrasyonu; %) 1 0,0086 0,0329
1
1
1

X1 (Aljinat konsantrasyonu; %)

X3 (Kalsiyum kloriir; Molarite) 0,000006  0,0000

X1*X1 0,0167 0,0635
X2* X1 0,0694 0,2630
X2*X2 1 0,0107 0,0408
X3*X 1 0,0419 0,1589
X3*Xo 1 0,0255 0,0967
X3*X3 1 0,0292 0,1108
Uyum Eksikligi 5 0,7085 0,4720
Genel 31
*%: P<0,01 *: P<0,05
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Asiy, um

Sekil 4.7 Emiilsiyon teknigi ile kaplanan mikrokapsiillerin, aljinat

konsantrasyonu ve kalsiyum kloriir molaritesinin (pH 2’de) bakteri canlilig
tizerine etkisi

Cizelge 4.14’te verilen sonuglar degerlendirildiginde yapay mide ortaminda

(pH 2’de) kaplanmis probiyotik mikroorganizma canliliginin 0. ve 180. dakikasi
arasindaki farkta, denemede kullanilan faktorlerin etkisinin istatistiksel olarak 6nemli
olmadig1 belirlenmistir. Sekil 4.7 incelendiginde analiz sonundaki farkin ¢ok yliksek
oldugu ve baglangigtaki canli sayisini koruyamadigr aljinat konsantrasyonundaki
artisin bu farki biraz azalttig1 ancak Cizelge 4.13 incelendiginde 180. dakika sonunda
hi¢ canli mikroorganizma kalmadigi, Buna karsin serbest hiicrelerin canliliklarini

120. dakika sonunda tamamen kaybettikleri halde mikrokapsiillerin bu siire sonunda

azda olsa bakteri canliligini korudugu tespit edilmistir.

Gonzales vd. (2009) yaptiklar1 ¢calismada L rahmnosus probiyotik kiiltiirtini

emiilsiyon yontemiyle mikroenkapsiile etmisler ve pH 2,3‘te emiilsiyon yontemiyle
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elde edilen kapsiillerin canliliklarini serbest hiicreye gore daha iyi koruduklarini

tespit etmislerdir.

Rathar vd. (2017) L. plantarum NCDC201 bakterisini aljinat ile kaplamislar
ve pH 2,0 ortaminda 120 dakika sonunda canli hiicre sayilarin1 ayni ortamdaki
serbest hiicre sayilari ile karsilagtirmiglardir. Arastirma sonuglarina gore serbest canlt
hiicreler 120 dakika sonunda %72,25 oraninda azalirken aljinat kapli kapsiillerdeki

canli bakteri sayisindaki azalis % 47,50 oraninda kalmistir.

4.8 Emiilsiyon Teknigi ile Uretilen Probiyotik Mikrokapsiillerinin
Parcacik Boyut Analizleri Sonuclari

Emiilsiyon tekniginde aljinat konsantrasyonu, bitkisel yag konsantrasyonu ve
kalsiyum kloriir molaritesinin, mikrokapsiillerin pargacik boyutlar1 {izerine etkilerini

aciklayan polinomiyal modele ait esitlik asagida verilmistir.

Y= 235,6340 + 1,5351X; - 38,6937X, + 0,22705X3 +183,7234X,? -
54,8934X:X> - 31,6026X5% - 19,2196X5X - 21,1246X3X> - 45,0483X5% (Esitlik 4.8)

Emiilsiyon teknigi ile tiretilen mikrokapsiillerin parcacik biiytikliikleri Cizelge

4.15’te, varyans analiz sonuglart Cizelge 4.16’da, aljinat ve bitkisel yag

konsantrasyonunun partikiil boyut iizerine etkisi Sekil 4.8’de verilmistir.
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Cizelge 4.15 Emiilsiyon teknigi ile iiretilen mikrokapsiillerin parcacik

biiytikliikleri
.. L. . . . Partikiil Biiyiikliigii
Aljinat (%)/Bitkisel Yag (mL)/Kalsiyum Kloriir (um)
(%) d@©,1)(d@0,5) | d(@©,9
1/100/0,1 71,34 | 334,56 | 737,65
1/100/1 38,53 [ 499,03 [ 948,00
1/150/0,55 56,42 | 341,69 | 843,95
1/200/0,1 77,65 | 476,51 | 998,47
1/200/1 114,46 | 383,55 | 1178,96
2/100/0,55 43,45 | 257,34 | 753,84
2/150/0,1 66,62 | 173,83 [ 390,32
2/150/0,55 33,83 [ 263,54 | 819,16
2/150/0,55 40,68 | 248,81 | 711,03
2/150/1 44,74 1 186,81 | 440,72
2/200/0,55 40,51 | 256,60 | 720,17
3/100/0,1 138,98 [ 539,39 | 1155,21
3/100/1 112,35 [ 454,05 | 986,08
3/150/0,55 90,88 | 476,49 [ 969,89
3/200/0,1 42,52 | 288,83 | 852,19
3/200/1 50,44 | 291,93 [ 605,22

57



Cizelge 4.16 Emiilsiyon tekniginde aljinat konsantrasyonu, bitkisel yag
konsantrasyonu ve CaCl> molaritesinin, mikrokapsiillerin parcacik boyutlar
iizerine etkilerine ait varyans analiz sonuglari

Varyasyon Kaynagi SD K.O F

Model 9 339865,5 0,9558
X1 (Aljinat konsantrasyonu; %) 1 47.13 0,0012
X2 (Bitkisel yag konsantrasyonu; %) 1 29944,13 0,7579
1
1
1

X3 (Kalsiyum kloriir; Molarite) 1,03 0,0000

X1*X1 177977,15  4,5049*
X2* X1 48212,63 1,2203
X2*X2 1 5266,02 0,1333
X3*X 1 5910,34 0,1496
X3*Xo 1 7140,04 0,1807
X3*X3 1 10700,23 0,2708
Uyum Eksikligi 5 62193,84 0,2620
Genel 31
*%: P<0,01 *: P<0,05
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Sekil 4.8 Emiilsiyon teknigi ile kaplanan mikrokapsiillerin, aljinat ve Bitkisel
yag konsantrasyonunun partikiil boyut iizerine etkisi

Cizelge 4.16’da verilen sonuglara gore, emiilsiyon teknigi ile iiretilen
mikrokapsiillerin partikiil biiylikligli lizerine aljinat konsantrasyonunun kuadratik
etkisinin 6nemli diizeyde (P<0,05) oldugu tespit edilmistir. Sekil 4.8 incelendiginde
aljinat konsantrasyonunun %1’den %3’e dogru giderken partikiil boyutuna etki ettigi
ancak bu etkinin tek yonde artis, ya da tek yonde azalis seklinde olmadigi, buna
karsin bitkisel yag konsantrasyonu arttiginda ise partikiil boyutunun azaldigi, ancak
bu azalisin da istatistiki olarak 6nemli olmadig1 (P>0,05) tespit edilmistir. Bu tez

caligmasinda emiilsiyon teknigi ile tretilen kapsiilllerin partikiil biiytikliikleri

ortalama 342 pum olarak belirlenmistir.
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Robitaille vd. (2000) yaptiklar1 ¢alismada probiyotik mikroorganizmalar i¢in
mikrokapsiil boyutunun 350 pm'den az olmasinin yeterli oldugunu; ¢ok kiiciik
boyutlu mikroenkapsiillerin ¢oziiniirliiglinlin diisiik olacagini belirtmislerdir. Biiyiik
boyutlu mikrokapsiillerin, c¢ekirdek madde iizerinde daha etkili koruma

sagladiklarina iligkin ¢aligmalar da bulunmaktadir (Zhao vd. 2008).

Calismada, emiilsiyon teknigiyle iiretilen mikrokapsiillerin boyutlarinin,
ETDY ve ETDYK yontemleriyle iiretilen mikrokapsiillere gore daha kii¢iik boyutlu
olmalarina ragmen, hiicre canliligini, serbets hiicrelere gore, depolama ve yapay
mide ortaminda daha iyi korudugu ve partikiil biiyiikligiiniin kabul edilebilir
diizeyde oldugu tespit edilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Calisma kapsaminda molekiiler tanisi yapilmig ve probiyotik Ozellikleri
belirlenmis L. acidophilus KPb4b bakterisinin; emiilsiyon teknigi, elektrostatik
titresim/damlatma yontemi ve cift tabaka kaplama (elektrostatik titresim/damlatma
yontemi + kitosan ile ikinci kaplama) yontemleri ile mikroenkapsiilasyonu
gergeklestirilmis ve lretilen kapsiillerin in vitro gastrointestinal kosullardaki canlilik
diizeyi aragtinlmistir. Calisma deneme deseni Yanit Yiizeyi YoOntemi 2 merkez
noktali, Merkezi Bilesik Desen modeli esas alinarak gerceklestirilmis ve faktorler
arasindaki iligkinin analiz edilmesi agisindan da kullanigh bir yontem olarak

degerlendirilmistir.

Yapilan analizlerde baslangi¢ ve analiz sonundaki canli mikroorganizma
sayis1 arasindaki fark degerlerinin diisiik olmasi, L. acidophilus KPb4b susunun test
edilen depolama ve yapay sindirim kosullarina dayaniminin yiiksek oldugunu

gostermektedir.

Depolama c¢aligmalar1 sonuglarina gore, 1 ay boyunca +5 °C’de depolanan
kaplama islemi uygulanmamis, kontrol olarak kullanilan L. acidophilus KPb4b
hiicrelerinin 4. hafta sonunda canliligin1 tamamen kaybettigi; buna karsin ETDY ve
ETDYK kaplama yontemleri ile iiretilen mikrokapsiillerde, 4. hafta sonunda
canliligint hala korumakta oldugu, aljinat ve kitosan konsantrasyonu ve kalsiyum
kloriir molaritesinin canli miroorganizma sayisinin korunmasinda olumlu yonde etki

gosterdigi tespit edilmistir.

Depolama sonuglarma goére aljinat konsantrasyonun etkisinin (P<0,01)
diizeyinde ¢ok Onemli oldugu, ayrica bu faktorlerden aljinat konsantrasyonu ve
kitosan konsantrasyonunun interaksiyon etkisinin de (P<0,01) diizeyinde ¢ok dnemli

oldugu tespit edilmistir.

Benzer sekilde emiilsiyon teknigi ile {iretilen L. acidophilus KPb4b
kapstillerinin 4. hafta sonunda bakterinin canliligin1 korumada etkili oldugu, ancak

kaplanmis bakterilerde sadece aljinat konsantrasyonunun depolama sonuglarina

61



pozitif yonde bir etki gosterdigi tespit edilmistir. Aljinat konsantrasyonunun bu
etkisinin depolama siiresince canliligin korunmasinda ¢ok onemli diizeyde etkili

oldugu (P<0,01) tespit edilmistir.

Her ii¢ kaplama yonteminde de yapay ince bagirsak ortaminda (pH 6,8’de)
bakteri canliliginin belirlenmesi c¢alismalarinda, 0. dakika ve 180. dakika degerleri
arasindaki farkin diisik bulunmasi canliligin  bu ortamda korundugunu
gostermektedir. Serbest hiicrelerde de biiyilk oranda bir canlilik kaybi tespit

edilmemistir.

Ozellikle emiilsiyon teknigi ile yapilan kaplamalarda canliligin korunmasinda
yapay ince bagirsak ortaminda (pH 6,8’de) kalsiyum kloriir molaritesinin kuadratik

etkisinin (P<0,05) diizeyinde 6nemli oldugu tespit edilmistir.

Calisma kapsaminda uygulanan her ii¢ kaplama yonteminde de yapay mide
ortaminda (pH 2’de) kaplanmamis L. acidophilus KPb4b hiicreleri canliligint 60. ve
120. dakikada tamamen kaybederken, her {i¢ kaplama yontemiyle kaplanmis bakteri
kiiltiirlerinin 120. dakika sonunda canliliklarimi diisiik diizeyde de olsa koruduklar

tespit edilmistir.

Istatistiki olarak ETDY ve ETDYK kaplama ydntemlerinde bakteri
canliliginin korunmasinda kalsiyum kloriir molaritesinin bakteri canlilig1 tizerindeki
etkisinin énemli oldugu (P<0,05), aljinat konsantrasyonunun kuadratik etkisinin de
(P<0,05) diizeyinde o©nemli oldugu tespit edilmistir. Ozellikle kitosan
konsantrasyonunun %1 oldugu iki kaplamada da bakteri, canliligim1 180. dakika

sonuna kadar korumustur.

Aragtirma bulgularina gére ETDY ve ETDYK kaplama yontemlerinde aljinat
konsantrasyonu ve kalsiyum kloriir molaritesinin mikrokapsiil boyutlar1 iizerine ¢ok
onemli diizeyde (P<0,01) etki ettigi, emilsiyon tekniginde ise aljinat
konsantrasyonunun mikrokapsiil boyutlar1 iizerinde 6nemli diizeyde (P<0,05) etkili

oldugu belirlenmistir.

Bu ¢alismada elde edilen veriler, degisik mikroenkapsiilasyon teknikleriyle
kaplama isleminin bakteri canliliginin korunmasi iizerinde énemli etkileri oldugunu

ortaya koymaktadir. Ozellikle +4 °C’de depolama ve pH 2 gibi ortamlarda serbest
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hiicrelerin dayaniksizligi, buna karsin kaplanmis mikroenkapsiillerin bakteri
canliligint korumadaki etkisi, mikroenkapsiilasyonun etkili bir ¢éziim yontemi

oldugunu gostermektedir.

Mikroenkapsiilasyon isleminde kullanilacak tekniklerin se¢imi partikiil
boyutunu ve mikroorganizma canliligin1 etkilemektedir. Bu nedenle elde edilecek
mikroenkapsiiliin kullanim amacina uygun olarak emiilsiyon, elektrostatik titresim/
damlatma ve ¢ift tabaka kaplama, elektrostatik titresim/ damlatma yontemi ile birinci
kaplama iizerine kitosan ile ikinci tabaka kaplama ydntemlerinin ayri ayr1 veya

birlikte kullanilmas1 Onerilmektedir.

Bu alanda daha sonra yapilacak caligmalarda, yanit yiizey yontemiyle, farkli
probiyotik kiiltiirleri ve farkli kaplama materyalleri kullanilarak, kapsiil igerisindeki
biyoaktif bilesenlerin salinim 6zelliklerinin belirlenmesi, gida matrisi ortaminda ve
gida isleme kosullarinda mikrokapsiillerin koruyucu etkisinin belirlenmesi iizerinde
calismalar yapilarak, yeni potansiyel probiyotik kiiltiirlerin ve kaplama yontemlerinin

teknolojiye kazandirilmasi 6nerilmektedir.
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7. EKLER

EK A.1 Elektrostatik titresim teknigi depolama analizine ait

parametreler iizerine faktorlerin etkisi.
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EK A.2 Elektrostatik titresim tekniginde kitosan ve aljinatin, bakteri
canhhgina, depolama boyunca intereksiyon etkisini gosteren, yanit yiizey

grafigi.
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EK B.1 Elektrostatik titresim teknigi pH6,8 analizine ait parametreler

uizerine faktorlerin etkisi
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EK B.2 Elektrostatik titresim tekniginde Kkitosan ve aljinat
yanit

konsantrasyonunun, bakteri canlihgina, pH 6,8’deki etkisini gosteren,

yiizey grafigi.
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EK C.1 Elektrostatik titresim teknigi pH 2 analizine ait parametreler

uizerine faktorlerin etkisi
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EK C.2 Elektrostatik titresim tekniginde Kkitosan ve aljinat
konsantrasyonunun, bakteri canhhgma, pH 2’deki etkisini gosteren, yanit

yiizey grafigi.
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EK D.1 Elektrostatik titresim teknigi partikiil boyut analizine ait

parametreler iizerine faktorlerin etkisi
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EK D.2 Elektrostatik titresim tekniginde Kkitosan ve aljinat

konsantrasyonunun, bakteri boyutuna etkisini gosteren, yanit yiizey grafigi.
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EK E.1 Emiilsiyon teknigi, depolama analizine ait parametreler iizerine

faktorlerin etkisi
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EK E.2 Emiilsiyon tekniginde aljinat ve bitkisel yagin, bakteri

canlih@ina, depolama boyunca intereksiyon

grafigi.

etkisini gosteren,

yanit yuzey

100

\_ o#hafta

3

O#hafta

2ithafta

85



EK F.1 Emiilsiyon teknigi, pH 6,8 analizine ait parametreler iizerine

faktorlerin etkisi
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EK F.2 Emiilsiyon tekniginde aljinat ve bitkisel yagin, bakteri

canhihi@ina, pH 6,8°de intereksiyon etkisini gosteren, yanit yiizey grafigi.
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EK G.1 Emiilsiyon teknigi pH 2

faktorlerin etkisi
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EK G.2 Emiilsiyon tekniginde aljinat ve bitkisel yagin, bakteri

canhhgina, pH 2°de intereksiyon etkisini gosteren, yanit yiizey grafigi.
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EK H.1 Emiilsiyon teknigi partikiil boyut analizine ait parametreler

uizerine faktorlerin etkisi
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EK H.2 Emiilsiyon tekniginde aljinat ve bitkisel yagm, partikiil

boyutuna, intereksiyon etkisini gosteren, yanit yiizey grafigi.
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