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OZET

MIKROENKAPSULASYON TEKNIGININ Lactobacillus acidophilus KPb4b
ve Lactobacillus rha{?anosus KPb7 PROBIYOTIiK KULTURLERININ
STABILITESI UZERINE ETKILERININ ARASTIRILMASI

isleyen, M. Fatih
Yiiksek Lisans, Gida Mﬁhendi§ligi Bolumi
Tez Danigmani: Yrd. Dog. Dr. Ibrahim Cakir

Agustos 2010, 93 sayfa

Bu calismada probiyotik 6zellikleri bilinen ve 16S r RNA dizi analizi yontemi
ile kesin tanis1 yapilmis L. acidophilus KPb4b ve L. rhamnosus KPb7 suslar1 Nisco
Var A model, laminar-jet-breakup Mikroenkapsiilator (Nisco Engineering Inc.,
Zurich, Switzerland) kullanilarak elektrostatik titresim/damlatma yontemi ile
kaplanmigtir. Kaplama materyali olarak %1,5 aljinat, % 1,5 manukol ve %1,5
aljinat+%0,5 nisasta kullanilmis; kapsiiller ve serbest probiyotik kiiltiirlerinin;
mikroenkapsiilasyon verimi, salinimi, oksijen toksisitesi, diisitk pH direnci, yapay
mide ve bagirsak ortamlarindaki dayanimi, sicaklik toleransi belirlenmis ve elektron
mikroskobu ile morfolojik yapilart incelenmistir. Arastirmada ayrica serbest ve
kaplanmus kiiltiirlerin +24°C, +5°C ve -18°C’deki depolama stabiliteleri arastirilmis
ve kaplanmis ve serbest hiicrelerin model gida ortaminda kullanmildiginda gidanin
duyusal 6zellikleri {izerine etkileri aragtirilmistir.

Arastirma sonuglarma gore elde edilen kapsiillerin boyutlarinin 370 um - 404
um arasinda oldugu; mikroenkapsiilasyon veriminin en yiiksek %1,5 aljinat ile
yapilan kaplamadan elde edildigi, salinim testinde L. acidophilus KPb4b susunun L.
rhamnosus KPb7 susundan daha stabil oldugu, ancak oksijen toksisitesi ag¢isindan L.
rhamnosus KPb7 kiiltiirtiniin L. acidophilus KPb4b’ye gore daha direngli oldugu;
gida ortaminda yapilan oksijen toksisitesi denemesinde mikroorganizmalarin en iyi
aljinat+nisasta mikrokapsiillerinde korundugu;  sicaklik direnci acisindan 30.
dakikadan sonra her iki mikroorganizma kapsiillerinin de canliligim hizla yitirmeye
basladigi belirlenmistir. Depolama stabilitesi acisindan -18°C’de depolamanin
mikrokiireciklerin yapisina zarar verdigi, +5°C’de depolanan aljinat+nisasta
kapsiillerinin bakteri canliligin1 korumada en uygun sicaklik ve kaplama materyali
oldugu belirlenmistir. Kaplama isleminin yapay mide ortaminda mikroorganizmanin
canliligin1 korumada ¢ok fazla etkili olmadigi, ancak aljinat+nisasta kapsiillerinin
bakteri canliligin1 korumada digerlerine gore daha basarili oldugu, ince bagirsak
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ortaminda ise aljinat ve aljinat +nisasta kapsiillerinin her iki bakteri kiiltiirii icin de en
iyi korumayi sagladig1 tespit edilmistir. Kaplanmig probiyotik kiiltiir kullanilarak
hazirlanan gidalarin duyusal analizlerinde her iki bakteri i¢in en yiiksek puani
aljinat+nisasta kapsiilleri ile hazirlanan drnekler almistir.

Anahtar Kelimeler: L. acidophilus, L. rhamnosus, mikroenkapsiilasyon, depolama
stabilitesi



ABSTRACT

THE EFFECT OF MICROENCAPSULATION TECHNIQUE ON THE
STABILITY OF PROBIOTIC CULTURES Lactobacillus acidophilus KPb4b
AND Lactobacillus rhamnosus KPb7

isleyen, M. Fatih
M.Sc., Department of Food Engineering
Supervisor: Asst. Prof. Ibrahim Cakir

August 2010, 93 pages

In this study, L. acidophilus KPb4b and L. rhamnosus KPb7 were selected
potential strains after determining their 16S rRNA sequence analysis and molecular
diagnosis and this strains were microencapsulated with 1.5% alginate, 1.5% manucol
and 1.5% alginate + 0.5% starch by Nisco moduler microencapsulation unit Var A.
Morphological structures of produced microcapsules such as microencapsulation
yield, mechanical stability, secretion, oxygen toxicity, low pH resistance, and
resistance in artificial gastric and intestinal environment, and at the +24°C, +5°C, -
18°C storage stability were determined. Also, stability of microcapsules in model
food environment were investigated.

According to the results of molecular diagnosis, the strain with the best
probiotic characteristics, L. acidophilus KPb4b and L. rhamnosus KPb7, were
selected and microencapsulated with 1.5% alginate, 1.5% manucol and (1.5%
alginate + 0.5% starch). Coating process were made using emulsion electrostatic
vibration technique with a nozzle of 150 um. The capsule size of obtained capsules
were between 370 um - 404 um; the highest microencapsulation yield and
mechanical stability were obtained from the coating with 1.5% alginate. In secretion
testing, L. acidophilus KPb4b strains is more stable than L. rhamnosus KPb7 strains,
but in terms of oxygen toxicity L. rhamnosus KPb7 culture is more resistant than of
L. acidophilus KPb4b; the oxygen toxicity test in food environment, microorganisms
are protected best in alginate+starch microcapsules, in terms of temperature
resistance after 30 minutes, both microorganisms were also determined to decrease
vitality. In terms of storage stability, storing at -18°C causes damage to the structure
of microbeads. It has been determined that storage at +5°C with alginate+starch
capsules was the most suitable temperature and coating material for the best
protection of the vitality of the bacteria. Coating process in the artificial gastric
environment is not effective for preserving microbial viability. However, in small
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intestine environment alginate+starch capsules provide the best protection for both
bacterial cultures. The highest scores in food samples that were prepared using
coated probiotic cultures for both bacteria were obtained in alginate+starch
application.

Keywords: L. acidophilus, L. rhamnosus, microencapsulation, storage stability.
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1. GIRiS

Probiyotik mikroorganizmalarin beklenen faydal etkiyi saglayabilmeleri icin,
icinde bulunduklar gidalarin islenmesi, olgunlastirilmasi, depolanmasi ve raf omrii
siiresince canli kalabilmeleri ve belirli sayinin iizerinde (giinde 10°-10® kob/mL veya
daha fazla) viicuda alinmalar1 gerekmektedir. Uluslararas1 Siit¢iilik Federasyonu
(International Dairy Federation, IDF) probiyotiklerden beklenen faydanin
saglanabilmesi i¢in iiriiniin son kullamm tarihinde en az 10’ kob/mL canli bakteri
icermesini 6nermektedir (Sultana ve ark. 2000).

Probiyotikler, yeterli sayida alindiklarinda konakgi sagligi tizerinde olumlu
etkiler gosteren canli mikroorganizmalardir. Probiyotikler yaygin olarak fermente siit
tiriinleri basta olmak iizere diger fermente gidalara katilarak, o gidaya fonksiyonel
ozellik kazandirmak amaciyla kullanilmaktadir. Giiniimiizde probiyotikler tablet,
kapsiil, s1v1 veya toz formunda da iiretilmekte ve diyet destekleyici nutrasotikallerin
bilesimine katilmaktadir. Probiyotik gida iiretiminde yaygin olarak kullanilan
bakteriler Lactobacillus spp. ve Bifidobacterium spp. basta olmak {izere,
Pediococcus acidilactici, Enterococcus faecium, Saccharomyces boulardii’ dir (Cakir
2003; Leroy ve deVuyst 2004). Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda probiyotiklerin
saglik iizerine olumlu etkileri kapsamli caligmalarla kanitlanmistir (Lee ve ark.
1999).

Probiyotiklerin bilinen faydali etkileri; bagirsak mukozasina tutunarak veya

epitel ylizeylerinde agregasyon olusturarak patojenlerin yerlesmesini engellemek,



kandaki kolesterol oranmm dusiiriici  etki gostermek, bagisiklik sistemini
giiclendirerek hastaliklara diren¢ kazandirmak, karsinojenleri pargalayarak kanser
yapict etkilerini gidermek ve belki de en 6nemlisi laktoz intoleransi olan insanlarin
laktoz sindirimine katkida bulunarak, siit tiiketmelerine olanak saglamak olarak
siralanabilir (Klaenhammer 1998; Sanders 1999; Kaur ve ark. 2002; Cakir ve
Cakmake1 2004).

Diyet destekleyici olarak kullanilan probiyotik bakterilerin  sindirim
sisteminin kotii kosullarina dayanikli olmasi1 gerekmektedir. Bununla birlikte bir¢ok
probiyotik bakterinin yiiksek asitlik (diisiik pH) ve safra tuzlarina kars1 hayatta kalma
kabiliyeti azdir (Holzapfel ve Schillinger 2002; Cakir 2003).

Gida teknolojisinde probiyotik mikroorganizma igeren fonksiyonel gida
gelistirilmesini kisitlayic1 bazi engeller vardir. Bunlar; gidanin islenmesi esnasinda
kullanilan teknolojiye bagli olarak olusan engeller (yliksek sicaklik, kurutma,
dondurma, yiiksek basing, asidik veya alkali ortam), tiilketiminden sonra konakei
metabolizmasindan kaynaklanan engeller (sindirim sistemi enzimleri, yiliksek asidik
ortam ve safra tuzlar1) ve mikroorganizmanin kendisinden kaynaklanan engellerdir
(anaerobik gelisme kosullari, zengin besin maddeleri gereksinimi, oksijen, sicaklik
ve pH degisimleri sonucu olusan stres). Probiyotik gida iiretiminde bu engellerin
ortadan kaldirilmasi konusunda kapsamli arastirmalar gerekmektedir (Desmond ve
ark. 2004). Fonksiyonel gidalarin bilesiminde kullanilacak probiyotik
mikroorganizmalarda bulunmasi gereken ozellikler; oksijen, asit, basing, safra tuzlar
ve sicaklik toleransi, siitte gelisebilme yetenegi, fajlara kars1 direnglilik ve
gastrointestinal sistemde prebiyotikleri (oligosakkaritler ve lifli gida bilesenleri)

metabolize edebilme yetenekleridir (Ross ve ark. 2005).



Gida iretiminde kullanilacak probiyotik mikroorganizmalar genellikle
dondurulmus veya dondurularak kurutulmus olarak toz veya sivi formda diretilip
dagitilmaktadir. Ancak probiyotik olarak kullanilan laktik asit bakterilerinin
bircogunun piiskiirterek kurutma isleminde, sicaklik ve ozmotik basincin etkisiyle
canliligin1 6nemli oranda kaybettigi bilinmektedir (Gardiner ve ark. 2000; Silva ve
ark. 2002).

Probiyotik  iiretiminde  karsilagilan  bu  giicliiklerin  asilmasinda
mikroenkapsiilasyon teknigi son yillarda gida endiistrisinin tizerinde énemle durdugu
bir tekniktir. Mikroenkapsiilasyon tekniginin amaci, probiyotik mikroorganizmalarin
cevresinde fiziksel bir bariyer olusturarak olumsuz cevre kosullarina kars
mikroorganizmanin canliligini  korumasin1 saglamaktir. Bu yOntemde aktif
mikroorganizma cevresinde cesitli maddelerle koruyucu bir film veya kaplama
tabakasi olusturulmaktadir (Sultana ve ark. 2000; Poncelet 2009).

Endiistriyel boyutta kolay uygulanabilirligi ve hammadde temini ag¢isindan
giiniimiizde en cok arastirilan mikroenkapsiilasyon teknigi kalsiyum-aljinat jel
kapsiilii olusumu esasina dayali tekniklerdir. Gerek arastirma Olceginde gerekse
endiistriyel boyutta bu yontem ile mikrokapsiil {iretimi yapabilen cihazlar
gelistirilmistir. Aljinatin yanisira jelatin, pektin, nisasta, kappa-karregenan, jelan
gum, peyniraltt suyu gibi toksik olmayan, inert ve gidalarin bilesiminde giivenle
kullanilabilen maddeler de kaplama materyali olarak kullanilabilmektedir
(Chandramoulia ve ark. 2004). Probiyotik mikroorganizmalar, mikroenkapsiilasyon
teknigi ile olusturulan 200 pm — 2000 um caphi mikrokiirecikler igerisinde
canliliklarim koruyabilmektedir.

Probiyotik iiriinlerdeki canlilik kayiplarinin en 6nemli nedenlerinden birisi de

depolama sirasindaki sicaklik dalgalanmalarinin tolere edilememesidir. Ozellikle



dondurarak muhafaza isleminde bakteri hiicrelerinin etrafinda olusan buz kristalleri
hiicrelerin mekanik olarak zarar gormesine ve canliliklarim yitirmesine neden
olmaktadir (Davidson ve ark. 2002). Dondurulmus yogurt ve fermente siitlii
tathilardaki canli probiyotik kayiplarinin bir diger nedeni ise, oksijen toksisitesi, asit
gelisimi ve yiiksek seker konsantrasyonudur. Bu tiir {riinlerde mikrobiyolojik
stabilitenin korunabilmesi i¢in mikroenkapsiilasyon teknigi onerilmektedir (Shah
2000; Poncelet 2009).

Bu caligmada probiyotik ozellikleri bilinen ve molekiiler tekniklerle kesin
tanis1 yapilmis potansiyel L. acidophilus KPb4b ve L. rhamnosus KPb7 suslar1 Nisco
Var A model, laminar-jet-breakup mikroenkapsiilator (Nisco Engineering Inc.,
Zurich, Switzerland) kullanilarak elektrostatik titresim/damlatma yontemi ile
kaplanmistir. Kaplama materyali olarak %1,5 aljinat, % 1,5 manukol ve %]1,5
aljinat+%0,5 nisasta kullanilmis; kapsiiller ve serbest probiyotik kiiltiirlerinin;
mikroenkapsiilasyon verimi, salinimi, oksijen toksisitesi, diisitk pH direnci, yapay
mide ve bagirsak ortamlarindaki dayanimi, sicaklik toleransi belirlenmis ve elektron
mikroskobu ile morfolojik yapilart incelenmistir. Arastirmada ayrica serbest ve
kaplanmis kiiltiirlerin +24°C, +5°C ve -18°C’deki depolama stabiliteleri arastirilmis
ve kaplanmis ve serbest hiicrelerin model gida ortaminda kullanmildiginda gidanin

duyusal 6zellikleri {izerine etkileri arastirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Probiyotikler

2.1.1. Probiyotiklerin Tanim ve Tarihcesi

Probiyotik kelimesi Yunanca kokenli olup “yasam icin” anlamina
gelmektedir. Probiyotik terimi ilk defa 1965 yilinda, Lilly ve Stillwell adlh
arastiricilar tarafindan, diger mikroorganizmalarin gelisimini destekleyen maddeleri
tanimlamak i¢in kullanilmistir (Lee ve ark. 1999; Armbrecht 2002; Cakir 2003). Bu
tarihten giinlimiize kadar probiyotik kelimesi, etki mekanizmalarina ve insan saglig
izerindeki olumlu etkilerine bagli olarak cok degisik anlamlarda kullanilmustir.
Baslangicta, protozoonlar tarafindan iretilen ve diger mikroorganizmalarin
gelisimini destekleyen maddeler i¢in kullanilmis olan probiyotik teriminin anlamu,
1970’1 yillarin baslarinda genisletilerek mikrobiyel gelismeyi destekleyen doku
ekstraktlar1 icin de kullanilmaya baslamistir. 1974 yilinda Parker probiyotik
kelimesinin tanimini; intestinal sistemin mikrobiyel dengesine katkida bulunan
madde ve organizmalar olarak, bugiinkii kullanimina en yakin anlamda gelistirmistir.
Bugiin kullandigimiz tanim Fuller (1989) tarafindan gelistirilmis olup probiyotik
terimi; intestinal sistemin mikrobiyel dengesini gelistirerek konake1 sagligi iizerinde
yararl etkileri olan canli mikrobiyel diyet destekleyicisi anlaminda kullanilmistir.

Daha sonra bu tanim gida ve yemlerde kullanilan tekli ve ¢oklu kiiltiirleri kapsayacak



sekilde genisletilmistir (Havenaar ve Huis In't Veld 1992). Probiyotik kelimesinin
tanimina Avrupali bilim insanlari son seklini vermis olup, insan ve hayvan
beslemede kullanilan probiyotikleri; viicuda alindiginda konak¢inin gastrointestinal
mikroflorasina olumlu etkileri olan canli mikroorganizmalar olarak tanimlamislardir
(Kneifel ve ark. 1999). FAO ve WHO’nun probiyotik kelimesini kesin olarak
tanimlamasina, International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics gibi
uzman kuruluglarin tanim konusunda acik goriisleri olmasina ragmen, piyasada
birbirinden ¢ok farkli islevde ve yararh etkileri heniiz kanitlanmamis ¢cok sayida iiriin
probiyotik adi ile satilmaktadir. Tiiketicilerin yanlig yonlendirilmelerini de 6nlemek
amaciyla probiyotik kavraminin yeniden tanimlanmas1 gerektigi konusunda goriisler
bildirilmistir. Ornegin Nisan 2004’te Amsterdam’da yapilan Uluslararas1 Probiyotik
Calistayi’'nda (International Probiotic Workshop; IPW) bazi bilim adamlari, saglik
yoniinden belirli hastaliklar1 tedavi edici etkileri klinik deneylerle kanitlanmis
iriinlerin “bakteriyel tedavi edici, mikrobiyel tedavi edici veya bakteriyel immun
sistem diizenleyici” dirlinler olarak tanimlanmalarini1 énermislerdir (IPW 2004; Cakir
2005).

“Probiyotik iirlin” denildiginde ise; icerisinde konak¢1 sagligr iizerine olumlu
etkileri olan mikroorganizmalarn iceren, ¢esitli enzim, vitamin ve aroma bilesenleri
ile desteklenerek direkt kapsiil veya tablet haline getirilmis diyet destekleyiciler
anlasilmaktadir. Bu tablet veya kapsiiller “farmasétikaller” olarak da bilinmekte
olup, hastaliklarin tedavisinde ila¢ yerine kesinlikle kullanilamamakta, sadece saglik
destekleyici iiriinler olarak satilmaktadir. Bu preparatlar dondurarak kurutulmus
bakteri kiiltiirlerinin kapsiil veya tablet haline getirilmesi ile hazirlanmig olup; bazi

hepatik hastaliklar, kabizlik ve antibiyotik tedavisi sonucu ortaya c¢ikan diyare gibi



gastrointestinal diizensizliklerin 6nlenmesinde kullanilmaktadir (Ouwehand ve ark.
1999; Rolfe 2000; Yiicecan 2002; Basyigit 2004).

Ticari bir {irilin olarak probiyotiklerin ¢iftlik hayvanlarinin yemlerinde
kullanimi, gidalarin bilesiminde veya diyet destekleyici preparatlar olarak
kullanimindan daha Oncelere dayanmaktadir. 1968 yilinda domuz yemlerinde
biliylimeyi tesvik etmek amaciyla L. acidophilus kullanilmig ve basarili sonuclar
almmugtir. Bu tarihten bir yil sonra, hayvan yetistirme ve veteriner hekimlikte
antibiyotik kullanimi konularinda ©nemli bir otorite olan Swann Komitesi,
antibiyotiklerin tedavi amaciyla kullaniminin sinirlandirilmasini tavsiye etmistir
(Fuller 1999). Antibiyotik kullanimina karsi olan tepkiler, diyare gibi antibiyotik
kullaniminin yan etkilerinden kaynaklanmaktadir (Mitsuoka 1996, Fuller 1999,
Gomes ve Malcata 1999). Antibiyotiklere kars1 en biiyiik tepkiler ozellikle gida katki
maddeleri karsitlarindan gelmistir. Bu tepkilerin temel nedeni, antibiyotiklerin
dolayli yollardan da olsa gida zincirine yabanci madde olarak katiliyor olmasidir.
Antibiyotiklerin bu dezavantajlarina karsin probiyotikler, uzun yillardir ve hicbir yan
etkisi olmaksizin gidalarin bilesiminde ve saglikli bireylerin intestinal sisteminde
bulunuyor olmast nedeniyle de kabul gormektedir (Tannock 1997; Fuller 1999; Cakir
2003; Leroy ve deVuyst 2004). Gerek insan beslenmesinde gerekse hayvan yemi

tiretiminde kullanilan probiyotik mikroorganizmalar Cizelge 2.1°de verilmistir.

2.1.2. Probiyotik Etkinin Bilimsel Temeli ve Mekanizmasi

Insan viicudu deri, agiz boslugu, gastrointestinal ve iirogenital sistemler basta

olmak iizere yiizlerce mikroorganizmanin yasadigi dinamik bir ekosistemdir. Insan

viicudundaki toplam bakteriyel popiilasyonun yaklasik 10'* diizeyinde oldugu tahmin



edilmektedir (Yiicecan 2002). Sindirim sisteminde bulunan mikroorganizma cesitleri

Cizelge 2.2’de verilmistir.

Cizelge 2.1. Probiyotik iiretiminde kullanilan bazi mikroorganizmalar

Insanlar Icin Kullanilanlar | Hayvan Beslemede Kullamlanlar

L. acidophilus
L. casei Shirota

L. delbrueckii subsp.

bulgaricus

L. johnsonii
L. reuteri

L. rhamnosus

Bifidobacterium
adolescentis

B. bifidum

B. breve

B. longum
B. infantis

S. salivarius subsp.

thermophilus

Saccharomyces boulardii

L. acidophilus Bacillus mesentericus

L. casei B. licheniformis

L. delbrueckii subsp. B. subtilis

bulgaricus

L. plantarum B. natto

L. reuteri B. toyoi

L. fermentum Pediococcus
pentosaceus

L. brevis Aspergillus oryzae

L. helveticus Candida pintolopesii

B. bifidum Saccharomyces
cerevisiae

B. brevis Torulopsis spp.

B. pseudolongum Pediococcus
acidilactici

B. thermophilus

Enterococcus faecium

Cizelge 2.2. Sindirim sisteminde yaygin olarak bulunan mikroorganizmalar

Sindirim Sistemi

Baskin Flora

Bolgesi

Agiz boslugu Lactobacillus, Bacteroides, Veillonella, Fusobacterium

Yutak Lactobacillus, Bacteroides, Veillonella, Fusobacterium

Mide Streptococcus, Enterococcus, Lactobacillus,
Fusobacterium

Duodenum Streptococcus, Enterococcus, Lactobacillus, Veillonella,
Eubacterium

Jejenum 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. coli,

Eubacterium, Clostridium, Lactobacillus, Fusobacterium




Viicudumuzdaki toplam hiicre sayis1 ile kiyaslandiginda, bakteri sayisinin 10
kat daha fazla oldugu goriilmektedir (Salminen 1999). Mikroorganizmalardan
arindirilmis  (gnotobiotic) denek hayvanlart ile yapilan g¢alismalar mikrobiyel
kolonizasyonun yasam ic¢in zorunlu bir gereksinim olmadigin1 gostermistir. Hatta
mikrobiyel kolonizasyon, bazi mikrobiyel metabolitlerin toksik, karsinojenik ve
mutajenik potansiyelleri nedeni ile olumsuz etkilere bile neden olabilmektedir.
Bununla birlikte gnotobiyotiklerin, dogal kosullarda yetistirilen denek hayvanlarina
gore infeksiyonlara karsi daha duyarli olduklar1 da bilinen bir gercektir. Buradan
hareketle yetersiz bagisiklik sonucu zararli mikroorganizmalarin intestinal sistemde
hicbir direng olmaksizin kolayca kolonize olabilecekleri diisiiniilmektedir. Dogal
kosullarda yetistirilmis denek hayvanlan ile gnotobiyotikler arasindaki farkliliklar,
mikrobiyel kolonizasyonun konak¢i sagligi acisindan ¢ok onemli oldugu fikrinin
temelini olusturmaktadir (Mattila-Sandholm ve ark. 1999; Salminen 1999).

Intestinal ekosistemin fizyolojik dengesi hastalik, yaslilik, stres, antibiyotik
veya ilac kullamimi, diyet aligkanliklarinin degistirilmesi, iklim kosullarinda
meydana gelen degismeler ve cevresel toksik maddeler gibi faktorlerden dogrudan
veya dolayli olarak etkilenebilmektedir (Cedgard 2000; Rolfe 2000).

Intestinal sistemin dengesinde meydana gelen bu diizensizlikler “disbiosis”
olarak adlandirilmaktadir. Disbiosisin tersi bir durum olarak, intestinal sistemde
bulunan faydali mikroorganizmalarin sistemin fizyolojik dengesine olumlu y&nde
katkida bulunmasina “probiosis”, bu mikroorganizmalara da “probiyotik
mikroorganizmalar” denilmektedir. Konak¢inin yasantis1 esnasinda karsilastig
sartlar ve buna bagl olarak hormonal sisteminde meydana gelen degisiklikler de
disbiosisi meydana getiren onemli etmenlerden birisidir. Tedavi amaciyla alinan

ilaglarin bircogu faydali floranin inhibisyonuna neden olmaktadir. Disbiosise neden
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olan etmenlerden bir digeri de iklim kosullarinda meydana gelen degismelerdir.
Seyahat esnasinda meydana gelen ve seyahat diyaresi olarak bilinen diizensizlik
bunun en iyi bilinen 6rnegidir. Saglikli bir yasam i¢in faydali etki gOsteren
mikroorganizmalarin intestinal sistemdeki sayist yeterli degilse mutlaka disaridan
takviye edilmesi gerekmektedir (Cakir ve ark. 2001; Cakir 2003; Basyigit 2004).

Probiyotiklerin konakgiy1 intestinal sistem bozukluklara karsi nasil korudugunu
aciklamaya calisan bir¢ok mekanizma bulunmaktadir. Ancak yine de hangi
patojenlere karsi hangi probiyotiklerin etkili oldugunun tam olarak belirlenmesi igin
daha ¢ok calismaya gereksinim vardir. Probiyotiklerin muhtemel etki mekanizmalari
asagida maddeler halinde 6zetlenmistir (Goldin ve Gorbach 1984; Salminen ve ark.
1998; Salminen 1999; Rolfe 2000; Forestier ve ark. 2001; Cakir ve ark. 2002;
Bagyigit 2004). Bunlar:

1. Inhibe edici maddeler iiretirler: Probiyotikler, Gram pozitif ve Gram negatif
mikroorganizmalar iizerinde etkili bircok madde iiretmektedir. Bunlardan
bazilar1 organik asitler, hidrojen peroksit, bakteriyosin ve bakteriyosin
benzeri maddelerdir.

2. Tutunma bolgelerini bloke ederler: Probiyotikler tutunma bolgeleri icin
patojenlerle  rekabete girerek, intestinal sistemde yerlesmelerini
engellemektedirler.

3. Besin maddeleri i¢in rekabet ederler: Probiyotikler patojenler icin de gerekli
olan besin maddelerini tiiketerek, onlarin sistemde uzun siire kalmasini
engellemektedirler. Ancak bu mekanizmanin kanitlanabilmesi icin In vivo
verilere gereksinim duyulmaktadir.

4. Toksin reseptorlerini yikima ugratirlar: Bu mekanizma hayvanlarda S.

boulardii’ nin intestinal mukozada bulunan Clostridium difficile’ nin toksin
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reseptorlerini pargalayarak konak¢iyr korumasi nedeniyle ortaya atilmistir
(Castagliuola ve ark. 1999).

5. Bagisiklik sistemini giiclendirirler: Son yillarda yapilan caligsmalar
probiyotiklerin  spesifik ve spesifik olmayan bagisiklik sistemini
giiclendirerek intestinal hastaliklara karsi konakg¢iyr korudugunu ortaya
koymustur (Fukushima ve ark. 1998). Bu mekanizma tam olarak
aydmlatilamamis olmasina ragmen spesifik hiicre duvari komponentlerinin
veya hiicre yiizeylerinin adjuvant etki gosterdigi ve humoral immun yaniti

giiclendirdigi diisiiniilmektedir (Medici ve ark. 2004).

2.1.3. Probiyotik Mikroorganizma Secim Kriterleri

Probiyotik mikroorganizma suslarinin smiflandirilmast ve secimi igin
lizerinde anlasma saglanmis standart kriterler yoktur. Herhangi bir
mikroorganizmanin probiyotik olarak kullanilabilmesi i¢in sahip olmas1 gereken
kriterler Cizelge 2.3’te verilmistir.

Glinlimiizde satilan probiyotiklerin bircogu yukarida belirtilen kriterler
kullanilarak se¢ilmistir. Saglik agisindan faydali etkileri ol¢iilebilen ve fonksiyonel
ozellikleri olan probiyotik suslar elde etmek i¢in bu kriterlere sahip suslarin sec¢ilmesi
gerekmektedir. Probiyotik 6zellik bakimindan en iyi suslar bu kriterlerin tamamina
sahip olan suslardir (Pennacchia ve ark. 2004).

Potansiyel probiyotik degeri olan mikroorganizmalarin taranmasindaki en
onemli parametrelerden birisi kullanllan mikroorganizmanin gastrointestinal
bolgelerden gecerken metabolik aktivitesini ve tanimlanmis hedef mikroorganizmaya

kars1 biyolojik aktivitesini kaybetmemesidir. Buna ilaveten son iiriinde ve ticari
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tiretim esnasinda susun canliligin1 ve istenen Ozelliklerini koruyabilmesi de cok
onemlidir (Salminen ve ark. 1998; Gomes ve Malcata 1999; Ouwehand ve ark. 1999;

Zhou ve ark. 2000).

Cizelge 2.3. Probiyotik mikroorganizma secim kriterleri

Probiyotik Tiiriin Ozelligi

Aciklama

Insanlar icin kullanilacak
tiriinlerde insan veya gida
kaynakli suglarm kullanimi

Insan beslenmesinde kullanilacak suslarin tiire
bagli olumsuz saglik etkileri dikkate alinarak
insan veya gida orijinli olmasi Onerilmektedir.

Asit ve safra tuzlarina
direng

Diger kullanimlar i¢in olmasa bile agizdan
yapilan uygulamalarda mikroorganizmanin canl
kalma, metabolik aktivitesini devam ettirebilme
ve tutunabilme 6zelliklerini siirdiirebilmesi
onemlidir.

Mukozal yiizeylere tutunma

Immiin sistemin giiclendirilmesi, patojenlerle
yarigmali rekabet, tutunmanin engellenmesi ve
kolonizasyonun engellenmesi agisindan
onemlidir.

Gida ve klinik amach
kullanimlarda giivenilirlik

Suslarin molekiiler genetik esash 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 iizerine olumlu etki

Her bir farkli susun veya tiriiniin minimum etki
dozunun belirlenmesi plasebo kontrollii ve ¢ok
tekerriirlii canli denemelerinin gerceklestirilmesi.

Teknolojik agidan iistiin
ozellikler

Susun stabilitesi, faj direngliligi, iirlinde canh
kalabilme kabiliyeti (canli mikroorganizma
gereksinimi varsa), bityiik olcekte iiretime
uygunluk, iiriin tadina olumsuz etkisinin
olmamasi, oksijen direng kabiliyeti.

Istenen probiyotik 6zelliklere sahip ve klinik olarak etkisi kanitlanmis suslar

genellikle Lactobacillus ve Bifidobacterium cinsine ait tiirlerdir. Bunlardan 6zellikle
L. acidophilus (NCFB1478), L. casei Shirota, Lactobacillus GG (ATCC 53103), B.
lactis Bb12, L. johnsonii LJ1 ve L. reuteri tiirleri lizerinde bir¢cok ¢alisma yapilmus,
etkileri

saglik iizerindeki yararh klinik deneylerle kanitlanmis olup ticari
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preparatlarda yaygin olarak kullanilan mikroorganizmalardir. Ayrica bu tiirler
tizerinde daha ayrintili arastirmalar yapilarak, cesitli intestinal diizensizliklerin
onlenmesinde ve intestinal bozukluklarin diyet ile tedavi edilmesinde alternatif
yontemlerin Onerilebilecegi diisiiniilmektedir (Ouwehand ve ark. 1999; Laurens-
Hattingh ve Viljoen 2001).

Kisaca probiyotik iiretiminde kullanilacak mikroorganizmalarin metabolik ve
teknolojik ozellikleri iiriin isleme teknigine uygun olmali ve son iiriindeki canl
probiyotik mikroorganizma sayisi istenen diizeyde kalabilmelidir (Ouwehand ve ark.
1999; Reid 2000). Probiyotik bakterilerin fizyolojik etkileri tizerinde yapilan
arastirmalar diyare, laktoz intoleransi ve kolon kanserini onleyici etki icin gerekli
dozun 10°-10'" adet organizma/giin oldugunu géstermistir. Bu deger giinde 1 litre
asidofiluslu siit tilketimine esdegerdir (Murray 1998; Lee ve ark. 1999; Sanders

1999).

2.2. Mikroenkapsiilasyonun Tamim ve Kullanilan Teknikler

Kati, s1v1 veya gaz formundaki bir maddenin veya karisimin baska madde ile
kaplanmasina enkapsiilasyon (Madene ve ark. 2006). kiigiik kat1 partikiilleri, sivi
damlaciklar1 ve gaz halindeki materyalleri yararli 6zellikleri korunarak bir kaplama
materyali icerisine paketlenip kapsiiller haline doniistiiriilmesi ve uygun kosullarda
saliniminin  saglanmast ise mikroenkapsiilasyon olarak tanimlanmaktadir
(Gharsallaoui ve ark. 2007; Desai ve Park 2005; Gouin 2004; Anal ve Singh 2007).
Mikrokapsiiller hassas gida bilesenlerini korumakta, besinsel kayiplari 6nlemekte,
istenilen zamanda salinnm mekanizmasinm1 olusturmakta, tat ve aromalar

maskelemekte ve/veya korumaktadir. Gida bilesenlerinin dogru zamanda ve dogru



14

yerde kontrollii salimmi mikroenkapsiilasyon yontemleri ile saglanabilmektedir.
Zamaninda ve istenilen yerde salinim gida katki maddelerinin etkinligini arttirmakta,
kullanim alanlarim1 genisletmekte ve en uygun dozda kullanimlarini saglamakta,
boylece maliyet diisiiriilmektedir. Mikroenkapsiilasyon islemi sonucunda elde edilen
mikrokapsiiller, yar1 gecirgen, kiireye yakin bir sekilde, hafif ve kaplanan materyali
giiclii bir sekilde cevreleyen, caplart birka¢ yiiz nanometreden birka¢c milimetreye
kadar degisen boyutlarda bir yapiya sahiptir (Anal and Singh 2007; Desai and Park
2005). Kaplanan materyal; aktif materyal, 6z, i¢ faz veya dolgu materyali olarak,
kaplama materyali ise kabuk, tabaka, duvar, tasiyict1 veya enkapsiilant seklinde
adlandirilmaktadir (Augustin ve ark. 2001; Gharsallaoui ve ark. 2007).

Teknigin uygulanmasindaki amag, kaplanan materyali stabilize etmek,
oksidatif reaksiyonlar1 kontrol etmek, kaplanan materyalin dis ortama transferini
diisirmek, basindan sonuna kadar materyalin kontrollii salimmini saglamak,
istenmeyen koku, renk ve aromalar1 maskelemek, raf omriinii uzatmak ve materyali
besinsel kayiplara kars1 korumaktir (Anal ve Sing 2007; Gharsallaoui ve ark. 2007).

Mikroenkapsiilasyon amaciyla kullanilan yontemlerden bazilari ekstriizyon-
emiilsiyon, piiskiirterek dondurma ve piiskiirterek sogutma, koazervasyon/faz ayrimu,
lipozom tutuklama, inkliizyon kompleksi olusturma (inclusion complexation), ko-
kristalizasyon, piiskiirterek kurutma ve akigkan yatakli kurutma olarak sayilabilir. Bu
yontemler ayr1 ayr1 veya birlikte kullanilabilecegi gibi cesitli modifikasyonlarla da
kullanilabilmektedir (Kailasapathy 2002; Lian ve ark. 2002; Krasaekoopt ve ark.
2003; Krasaekoopt ve ark. 2004). Bu yontemlerden piiskiirterek kurutma ve
ekstriizyon-emiilsiyon (dripping, damlatma) yontemlerinin probiyotik
mikroorganizmalarin canlilifin1 %80-95 oraninda korudugu belirtilmektedir (Sheu ve

Marshall 1993; Krasaekoopt ve ark. 2003).
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2.3. Gida Teknolojisinde Mikroenkapsiilasyon Uygulamalari

Peynir, yogurt ve krema gibi fermente siit iirlinlerinin yam sira tahil
iriinlerinin iiretiminde laktik asit bakterileri yaygin bir sekilde kullanilmaktadir
(Donkor ve ark. 2007; Plessas ve ark. 2007; Cardarelli ve ark. 2008; Sendra ve ark.
2008). Fermente iiriinlerde iiretimin temeli organik asit olusumu sonucundaki asitlik
gelisimine dayanmaktadir. Laktozun laktik kiiltiirler tarafindan yikimi sonucunda
sindirilebilirligi gelismekte ve laktik asit bakterilerinin ¢esitli metabolik ve enzimatik
aktiviteleri sonucu ugucu aroma maddeleri iiretilmektedir. Bu da fermente siit
tiriinlerinde tat, aroma ve yapinin gelismesini saglamaktadir. Probiyotikler sagliga
yararli mikroorganizma hiicreleridir. Laktik asit bakterileri ve 6zellikle laktobasil ve
bifidobakter cinsleri probiyotik siit {irlinleri {iretiminde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Laktik asit bakterilerinin immobilizasyonunda degisik yontemler
kullanilmaktadir. Bu tekniklerin amaci ya hiicreyi yiiksek konsantrasyonda
biyoreaktoriin iginde tutmak ya da hiicreleri cevrenin olumsuz etkilerinden
korumaktir. Gida endiistrisinde mikroenkapsiilasyonda kullanilacak, tasiyic1 materyal
toksik olmamali, kolay bulunabilmeli ve maliyeti yiiksek olmamalidir. Ayrica yiiksek
hiicre yiikiinii kaldirabilmeli ve canli kalma siiresini uzatabilmelidir. Gida
uygulamalarinda en yaygin sekilde kullanilan immobilizasyon teknigi gida
safligindaki polimerik matriks icerisinde hiicre tutuklama yontemidir. Bir¢ok
uygulamada polimer damlaciklart ekstriizyon veya emiilsiyon kullanilarak
tiretilmektedir. Damlaciklarin termal (x-karagenan, jelan, agaroz, jelatin) ya da
iyonotropik (aljinat, kitozan) katilasmas1 sonucunda, kiire seklinde biyokatalistler
meydana gelmektedir. Bu polimerler kolay temin edilebilen, gida ve siit

endiistrisinde genis bir sekilde kabul gormiis katki maddeleridir. Bununla birlikte
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gida sektoriinde immobilize hiicrelerin endiistriyel iiretimlere yayginlagsmasi igin
aseptik sartlarda ve biiyilk Olcekte mikrokapsiil iiretiminin gerceklestirilmesi
gerekmektedir (Krasaekoopt ve ark. 2006; Doleyres ve Lacroix 2009).

Biyoaktif bilesenleri iceren fonksiyonel gidalarin gelistirilmesinde cesitli
teknolojik zorluklar bulunmaktadir. Gidalarda biyoaktif bilesenlerin ozellikle
probiyotikler, mineraller, fitosteroller, lutein, yag asitleri, likopen ve antioksidanlarin
amagclanan hedeflere ulasmasi icin mikroenkapsiilasyon yararli, tercih edilen bir
tekniktir. Gida endiistrisinde c¢ok c¢esitli mikroenkapsiilasyon teknikleri
kullanilmaktadir. Bu tekniklerde fonksiyonel gidalarin iiretimi ve gelistirilmesi igin
umut vermektedir. Ayrica bu teknolojiler biyoaktif bilesenlerin basarili bir sekilde
sindirim sistemine taginmasini da tesvik etmektedir. Gelecekte yapilacak ¢alismalarin
iki veya daha fazla biyoaktif bilesenin kombine bir sekilde koenkapsiilasyonu ile
ozellikle sinerjik etki saglamalarina yonelik arastirmalara yonelim olacagi

diistiniilmektedir (Champagne ve ark. 2007).

2.4. Probiyotik Kiiltiirlerde Mikroenkapsiilasyon Uygulamalari

Probiyotik kiiltiirlerde mikroenkapsiilasyon uygulamalarinin en Onemli
nedeni gerek katildigr gidanin teknolojik iiretim siire¢lerinde gerekse konakcinin
sindirim sisteminde gerceklesen metabolik faaliyetler siiresince hiicrenin canliligini
belirli oranda korumasini saglamaktir. Probiyotik kiiltiirlerin mikroenkapsiilasyonu
konusunda yapilmis ¢ok sayida caligma bulunmaktadir. Ancak bu c¢alismada oldugu
gibi yerel kaynaklardan izole edilerek potansiyel probiyotik 6zellikleri belirlenmis

kiiltiirlerin  endiistriyel iiretime kazandirilabilmesi amaciyla bu kiiltiirlerde de
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mikroenkapsiilasyon  tekniklerinin ~ uygulanabilir  oldugunun  gdsterilmesi
gerekmektedir.

Probiyotik mikroorganizmalarin mikroenkapsiilasyonu konusunda yapilan bir
calismada kaplanmis L. acidophilus, L. casei, L. rhamnosus ve B. longum suslari
kaplanmis ve homojenizasyon yontemi ile gerceklestirilen kaplama ile elde edilen
kalsiyum aljinat boncuklarmin boyutlarindaki azalma ve bunun mikroorganizma
canliligr {izerine etkileri arastirilmistir. Arastirmada Ultra-Turrax masaiistii
homojenizator, Avestin pistonlu homojenizator ve Silverson mikser tipi olmak iizere
ic farkli homojenizator ve homojenizasyon teknigi kullanilarak boncuk biiyiikliigii
azaltilmistir. Ayrica homojenizasyon sirasinda probiyotik mikroorganizmalarin canl
kalmalar1 da incelenmistir. En kiiciik boncuk bityiikliigii (39,2 um) 13500 rpm’de 4
dk. ile Ultra-Turrax masaiistii homojenizatérde elde edilmistir. Silverson mikser tipi
homojenizator kullanildiginda her bir probiyotik kiiltiiriin canliliginda kayda deger
bir azalma gozlenmistir. (<%5.5). Ancak homojenizasyon isleminde Ultra-Turrax ve
Avestin homojenizer kullanildiginda sirasiyla %64.4 ve %47.7 olmak iizere canli
kalmada daha iyi sonuglar elde edilmistir (Capela ve ark. 2007).

Kim ve ark. (2008) arastirmalarinda L. acidophilus ATCC 43121 kiiltiiriinii
damlatma yontemi ve sodyum aljinat ile mikroenkapsiile etmislerdir. Calismada
mikroenkapsiilasyon isleminin bakterinin canli kalma orami {izerine etkisi, yapay
gastrointestinal sisteme direnci ve sicaklik duyarliligi arastirilmistir. Kaplama islemi
uygulanmamis hiicreler yapay mide sivisina (pH 1,2 ve pH 1,5) maruz birakildiginda
tamamen parcalanmistir. Ayn1 uygulama, kaplanmis 6rneklerle yapildiginda sadece 3
log birimlik bir azalma olmustur. Kaplanmis hiicreler yapay mide suyu ve sicaklik
uygulamasina karsi serbest hiicrelere gore Onemli derecede daha yiiksek direng

gostermislerdir. Kolesteroliin asimilatif azalmasi ise enkapsiile ve enkapsiile olmayan



18

orneklerde sirastyla %35.98 ve %32.84 olmustur. Mikroenkapsiilasyon isleminin asit
ve sicaklik uygulamasinda mikroorganizmalar {izerine etkin bir sekilde koruyucu rol
oynadigi tespit edilmistir.

Probiyotiklerin mikroenkapsiilasyonu ile ilgili yapilan bir bagka calismada ise
tic farkli prebiyotik (yiiksek direncli misir nisastasi, raftilin, raftiloz) ile kaplanmis L.
acidophilus’un, in vitro ortamda asitlik ve safra tuzlar1 varhi§inda canlilig
arastirilmig; yliksek direncli musir nisastasi iceren kapsiillerin, pH 2’de 3 saat
sonunda raftilin ve raftiloz iceren kapsiillere gore daha iyi bir koruma sagladig
gozlenmistir. Calismada ayrica yiiksek direngli misir nisastast konsantrasyonunun
%1’e kadar Lactobacillus tiirlerinin canliligin1 6nemli derecede arttirdigi ancak daha
yiiksek nigasta konsantrasyonlarinin etkili bir koruma saglamadig tespit edilmistir.
Aymi calismada, 3 farkli polimerle (kitosan, poly-L-lisin ve aljinat) kaplanmig
bakterinin pH 2’deki korunma etkinligi test edilmis ve bu bakterinin yiiksek direncli
misir nisastasi ve kitosan ile birlikte kaplanmasinin in vitro asidik ve safra tuzu
ortaminda ve yogurtta, aljinata gore canliligin1 ©nemli derecede arttirdigi
belirlenmistir (Iyer ve Kailasapathy 2005).

Mikroenkapsiilasyonun, kasar peynirinin olgunlasmasi siiresince L.
acidophilus ve B. bifidum’un canliligina etkisinin incelenmesi iizerine yapilan bir
calismada; ekstriizyon ve emiilsiyon teknikleri ile kaplanan L. acidophilus ve B.
bifidum kasar peynirine ilave edilmis ve 90 giin boyunca kasar peynirinin
mikrobiyolojik, biyokimyasal ve duyusal Ozellikleri incelenmistir. Depolama
sonucunda probiyotik hiicrelerin canliliginin mikroenkapsiilasyon sayesinde biiyiik
capta korundugu gozlenmistir. Haglama islemi sonunda kontrol grubu peynirdeki

kaplanmamis probiyotik bakteri sayisi siirekli bir sekilde azalirken, kaplanmis



19

probiyotik bakteri sayisi minimum probiyotik etkinin goriildiigii esik degerin
tizerinde kalmistir (Ozer ve ark. 2009).

Sultana ve ark. (2000) yaptiklar1 calismada kalsiyum aljinat—misir nisastast
karistmi ile kaplanmis L. acidophilus ve B. bifidum Kkiiltiirlerinin yapay
gastrointestinal sistemdeki ve yogurtaki canlilik diizeylerini arastirmislardir.
Arastirma sonucunda musir nigastast kullaniminin kaplamada bakterilerin canliligini
nisasta kullanilmadan kaplananlara kiyasla arttirdigini tespit etmisler ancak; kaplama
isleminin yiiksek asit ve safra tuzu ortaminda bakterilerin canliliklarini arttirtmada
onemli bir etkisinin olmadigimi belirlemislerdir. Arastirmada ayrica kaplanmig
bakterilerin 8 haftalik depolama sonunda canliliklarin1 0,5 log birimi kaybederken,
serbest hiicrelerin sayisinda 1 log birimi azalma oldugu tespit edilmistir.

Sogukta depolanan set tipi yogurtlardaki probiyotik organizmalarin canliligi
ve aktivitesi ile ilgili yapilan bir ¢alismada ise L. acidophilus LAFTIs L10 ve L.
casei LAFTIs L26 probiyotik kiiltiirleri ve L. delbrueckii ssp. bulgaricus Lb1466 ve
S. thermophilus St1342 yogurt kiiltiirlerini sirasiyla %0,5 ve %1 oraninda; yiiksek
amilozlu direncli misir nigastasi veya inulini ise %1,5 (w/v) oraninda yogurt
tiretiminde kullanilmislardir. Arastirmada 4°C’de 28 giin depolanan yogurtlarda
depolama boyunca probiyotiklerin canli hiicre sayilari, metabolitleri ve proteolitik
aktiviteleri ile yogurtlarin viskoziteleri incelenmistir. Arastirma sonuglarina gore
probiyotik bakterilerin canliliklarini, iniilin igeren yogurtlarda yiiksek amilozlu
direncli misir nisastasi icerenlere gore daha yiliksek oranda korudugu belirlenmis;
ayrica her iki kaplama materyalinin de yogurtlarin viskozitesini etkili bir bi¢imde
arttirdig tespit edilmistir (Donkor ve ark. 2006).

Bazi L. plantarum tiirlerinin (L. plantarum 299v, L. plantarum 800 ve L.

plantarum CIP A159) mikroenkapsiilasyonu ile ilgili yapilan bir ¢caligmada, kaplama
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etkinligini gelistirmek amaciyla kaplama materyali olarak aljinat ile birlikte
peyniralti suyu proteinleri kullanilmistir. Yapay mide ve bagirsak sivisi ortaminda
yapilan inaktivasyon demelerinde, dondurularak kurutulan kiireciklerdeki capraz
baglarin agilarak bakterilerin aljinat matriksinden salintmi incelenmistir. Kaplanmis
L. plantarum 299v (10,04 log kob/g), L. plantarum 800 (10.03 log kob/g) ve L.
plantarum CIP A159 (10.12 log kob/g) yapay mide sivist igerisinde 37°C’de 60
dakika inkiibasyona birakilmis ve bakterilerin en iyi canli kalma oraninin peyniralti
suyu proteinleri ve aljinat kullanilan kiireciklerde oldugu tespit edilmistir. Benzer
sekilde mikrokapsiilleri yapay bagirsak sivisinda 37°C’de 180 dakika inkiibasyona
birakilmis ve sadece bir bakteri kiireciginde (Lp299v) 2,74 log kob/g canli bakteri
kaldigi bulunmustur. Bu c¢alisma sonucunda arastiricilar peyniral  suyu
proteinlerinin bakteri iceren aljinat kiireciklerinin kaplanmas1 i¢in uygun, ucuz ve
verimli bir kaplama materyali oldugunu gostermislerdir (Gbassi ve ark. 2009).

Chen ve ark. (2005) yaptiklar1 calismada, prebiyotiklerin kullaniminin
probiyotik  mikroenkapsiilasyonuna etkisini; optimum proses kosullarini,
performansim1 ve bakterilerin canlilik oranlarimi belirlemeyi amag¢lamislardir.
Arastirmada prebiyotik olarak fruktooligosakkarit veya izomaltooligosakkarit,;
biiytime destekleyici (peptidler) ve sodyum aljinat kullamilarak 4 farkli probiyotik
bakteri (L. acidophillus, L. casei, B. bifidum ve B. longum) kaplanmistir.
Prebiyotiklerin, peptit ve sodyum aljinatin kullanim oranlar1 cevap yiizey teknigi
(Response Surface Method; RSM) yontemi ile optimize edilerek belirlenmistir.
Optimizasyon sonuglar1 incelendiginde %1 sodyum aljinat, %1 peptit ve %3
fruktooligosakkarit karisimi kaplama materyali olarak kullanildiginda probiyotiklerin

canliliklarim yiiksek oranda koruduklari belirlenmistir. Yapay mide sivis1 ve safra
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tuzu testlerinden sonra probiyotik bakteri sayistin 10°-107 kob/g seviyelerinde
kaldig1 goriilmiistiir.

Probiyotik mikroorganizmalarin mikroenkapsiilasyonu iizerine yapilan baska
bir ¢alismada ise Ding ve Shah (2007) 8 probiyotik bakteri kiiltiiriiniin asit ve safra
ve sicaklik toleranslarimi arastirmiglardir. Arastirmada serbest (kaplanmamis)
probiyotik Kkiiltiirler kontrol olarak kullanilmistir. Arastirma sonuclarina gore
mikroenkapsiile edilmis probiyotik bakterilerin HCI katilmis MRS Broth igerisinde
canli kalma siireleri serbest probiyotik bakterilere gore daha uzun oldugu; safra tuzu
ortaminda ise serbest hiicrelerin 6,51 log kob/mL azalirken kaplanmus kiiltiirlerin
3,36 log kob/mL azalma gosterdigi tespit edilmistir. Sicaklik denemelerinde de
benzer sonuglar elde edilmis, buna gore; kaplanmis kiiltiirlerde 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.

2.5. Mikroenkapsiilasyonda Kullamlan Baz1 Kaplama Materyalleri

Mikroenkapsiilasyon isleminin ilk asamasi mikroorganizmaya/materyale
uygun bir kaplama maddesinin sec¢imidir. Kaplama materyali kapsiil, duvar
materyali, membran, tasiyici veya kabuk olarak adlandirilir. Kaplama maddeleri
genel olarak film olusturabilen, sekerler, gamlar, proteinler, dogal ve modifiye
polisakkaritler, yaglar veya sentetik polimerlerdir. Kontrollii ila¢ salinimim
amaclayan mikropartikiiller genellikle suda c¢oziinmeyen sentetik polimerler

kullanilarak hazirlanmaktadir. Giiniimiizde polilaktik asit ve poligalaktik asit en ¢ok



22

tercih edilen polimerlerdir. Ciinkii bu maddeler ABD’de FDA tarafindan onaylanan
cerrahi dikisler, depo formiilasyonlari, biyomedikal uygulamalar i¢in uzun zamandir
kullanilmaktadir. Gida sanayiinde ise genelde yaglar, nisastalar, dekstrinler,
aljinatlar, protein ve lipit materyalleri enkapsiilasyon materyali olarak
kullanilmaktadir (Cizelge 2.4). Dogal ornekler olarak yumurta kabuklari, bitki
tohumlari, bakteri sporlari, deri ve deniz kabugu verilebilir. Kaplama maddesinin
yapist mikrokapsiillerin fonksiyonel 6zelliklerini belirleyen ana faktordiir (Gibbs ve

ark. 1999; Adhikari 2000; Ersus 2006; Poncelet 2009).

Cizelge 2.4. Gida bilesenlerinin kaplanmasinda kullanilan bazi kaplama materyalleri

Grup Adx Kaplama Materyali

Karbonhidratlar Nisasta (direngli, modifiye), maltodekstrin, musir surubu,
dekstran, sukroz

Seliilozlar Karboksimetilseliiloz, metilseliiloz, etilseliiloz, nitroseliiloz,
asetilseliiloz, seliilloz asetat fitalat, seliiloz asetat-biitilat-fitalat
Gamlar Aljinat, sodyum ve kalsiyum aljinat, akasya gami, guar gam,
agar, karrajenan

Yaglar Vaks, parafin, balmumu, tristearik asit, monogliseritler,
digliseritler, katilagtinnlmig yaglar, kati yaplar ve sivi yaglar

Proteinler Gluten, kazein, jelatin, albumin, hemoglobin, peptitler

Ideal bir kaplama materyalinin tasimasi gereken ozellik sunlardir:
1. Yiiksek konsantrasyonlarda iyi akigkanlik 6zelligi gostermeli,
2. Stabil bir emiilsiyon olusturmali ve aktif materyalin dagilmasin1 engellemeli,
3. Kaplanacak madde ile proses sirasinda veya depolamada reaksiyona
girmemeli,

4. Proses ve depolamada aktif materyali tutabilme 6zelligine sahip olmali,
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5. Enkapsiilasyon isleminin gerceklestirildigi kurutma veya diger c¢oziicii
uzaklastirma islemleri sirasinda ¢oziiciiniin ayrilmasina olanak vermeli,

6. Aktif materyalin cevresel kosullara karsi (1s1, 151k, nem vb.) korunmasini
saglamali,

7. Gida endiistrisi i¢in kabul edilebilir coziiciilerde (su, etanol vb.)
¢coziinebilmeli,

8. Kimyasal olarak geri doniisiimsiiz reaksiyonlara neden olmamali,

9. Istenilen kapsiil ¢oziinebilirligine ve aktif materyalin istenilen oranda ortama
salinmasina izin vermeli,

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

Kaplama materyalleri yukarida siralanan tiim 6zellikleri karsilayamayabilir.
Bu nedenle kaplama materyallerinin farkli oranlarda karigim halinde kullanimi
lizerine arastirmalar gerceklestirilmektedir. Mikroenkapsiilasyonda genel olarak suda
¢Oziinmeyen polimerler kullanilmaktadir.

Mikroenkapsiilasyon niteliklerine gére en sik kullanilan kaplama materyali
grubunu hidrokolloitler ve gamlar olusturur. Bu bilesenler su i¢inde ¢oziinebilen,
dagilabilen, kivam ve viskozite arttirici etkileri olan uzun zincirli polimerlerdir.
Gamlar genel olarak yap1 ingrediyentleri olarak kullanilmaktadir. Gamlar
enkapsiilasyonda, emiilsiyonlarin  stabilizasyonunda, partikiillerin homojen
dagiliminda, kristalizasyonun kontroliinde ve sinerezisin engellenmesinde
kullanilmaktadirlar. Bazi gam ¢esitlerinin jel olusturma &zellikleri de bulunmaktadir

(Brazel 1999).
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2.6. Baz1 Kaplama Materyallerinin Teknolojik Ozellikleri

2.6.1. Aljinatlar

Aljinatlar kahverengi deniz yosununun hiicre duvarindan elde edilen, L-
glukuronik asit ve D-mannuronik asit olmak iizere iki yapisal iinite iceren bir
heteropolisakkarit olup, bitkilere saglamlik ve esneklik saglayan bir polimerlerdir.
Aljinik asit aljinatlarin serbest formu olup, ticari olarak iiretilen aljinatlarin ara
triiniidiir. Aljinik asit simirli kararlilik gosterir. Aljinik asit su tutma kapasitesi
yiiksek, suda c¢oziinme yetenegi olan ve ticari olarak satilan Na, K, NH4, Mg ve Ca
aljinat tuzlarina doniisebilir. Kalsiyum aljinat laktik asit ve probiyotik bakterilerin
enkapsiilasyonu icin genis bir kullamima sahiptir. Genel olarak %0,5-4’lik
konsantrasyonlarda kullanilmaktadirlar (ISP 2006).

Aljinatlar mikrobiyel hiicrelerin mikroenkapsiilasyonunda 6zellikle laktik asit
bakteri kiiltiirlerinin gida fermantasyonlarinda basariyla kullanilmaktadir. Ornegin
aljinat-nisasta karisimiyla kaplanmis probiyotik bakterilerin, gastrointestinal sartlarda
ve yogurtta bakterilerin canliliklarin1 Onemli oOlgiide daha iyi koruduklar
bilinmektedir. Dondurulmus buzlu siitte bifidobakterilerin aljinat veya k-karagenan
ile mikrokapsiilasyonunun bakterilerin canliliklarini siirdiirmesine katki sagladigi
gozlenmistir (Lee ve ark. 2000; Homayouni ve ark. 2008).

Aljinatin nisastayla kanstirilarak kullanilmasi yaygin bir kullanim olup,
ozellikle laktik asit bakterilerinde enkapsiilasyon verimini arttirdigi gosterilmistir
(Gbassi ve ark. 2009). Bakteri hiicrelerini iyi korumasinin yam sira aljinat-nisasta

karisimlarinin  mikrobesinlerin ve metabolitlerinin de kapsiillerin arasina niifuz
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etmesini saglayarak baska bir avantaj da saglamaktadir. Sonug¢ olarak boncuklar
metabolik olarak aktif hiicreleri icermektedir (Cantergiani 2009).

Aljinat kapsiillerinin mikroenkapsiilasyon uygulamalarinda yaygin olarak
kullanilmasinin nedenleri; bakteri hiicrelerinin etrafinda kolay jel matriksi
olusturmasi, metabolizma icin toksik o©zellik tasimamasi, gida icin giivenilir ve
biyouyumlu olmasi, ucuz olmasi, farkli proses kosullarinda iyi performans
gosterebilmesi, kolay hazirlanabilir ve uygulanabilir olmasi, bagirsaklarda kolay
¢Oziinebilir ve hiicrelerin salimmina izin verebilir olmasi sayilabilir. Bu
avantajlarinin yanm sira aljinatlarin kullamimini kisitlayan bazi nedenler ise; asidik
cevre kosullarina hassas olusu, laktik asit iceren ¢evrelerde mekanik stabilitelerinin
zayif olusu, kalsiyum iyonlar1 varlifinda olusan aljinat jel matriksinin monovalent
iyonlar1, fosfatlar, laktatlar ve sitratlar gibi kelat olusturan ajanlarin varliginda
yapisinin bozulmasi, endiistriyel uygulamalarda biiyiik 6l¢ekli tiretimlerde maliyetin
kismen de olsa yiiksek olusu, hizli nem difiizyonuna ve diger sivilarin kapsiillere
penetrasyonuna direncinin zayif olusu sayilabilir (Mortazavian ve ark. 2007).

Arastirmada kullanilan manukol, aljinatin gida safliginda iiretilmis ve gida
endiistrisinde  kullanilan sodyum aljinatin ticari ismidir. Manukol; %1’lik
cozeltisindeki vizkozitesi 40-90 mPa.s, partikiil biiyiikligiic 250-355 pm, beyaz-
sarimtirak renkte, GRAS statiisiinde ve E401 kodu ile bilinen gida katki maddesidir

(ISP 2006).

2.6.2. Nisasta

Mikroenkapsiilasyonda  kullanilan nisasta beslenme fizyolojisi ve

fonksiyonlar1 acisindan 6nemli bir diyet bilesenidir. Ozellikle direngli nisasta ince
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bagirsakta pankreatik amiloz tarafindan parcalanamaz ve kalimbagirsaga ulasir ve
burada yerlesik bulunan gastrointestinal sistem mikrofloras1 tarafindan fermente
edilebilmektedir. Karbonhidratlarin anaerobik bakteriler tarafindan fermentasyonu
sonucu kisa zincirli yag asitleri meydana gelmekte, bunun sonucu olarak da pH
diismektedir. Bu o6zelliklerinden dolayr direngli nisasta gidalardaki probiyotik
mikroorganizmalarin ~ gastrointestinal ~ sistemdeki canliliklarinin  korunmasini
saglamak amaciyla kullanilmaktadir. Direngli nigasta kullaniminin bir diger nedeni,
uygun graniil yiizeyleri sayesinde, probiyotiklerin islenmesi, depolanmasi ve
sindirim sisteminde taginmalarina yardim etmesi, ayn1 zamanda cevresel 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-nigasta-
bakteri karistmimin CaCl, ¢ozeltisine eklenmesiyle aljinat-nigsasta boncuk jelleri
olusturarak L. acidophillus ve B. lactis probiyotik bakterilerini kaplamislardir.
Arastirma sonunda aljinat jel boncuklarinin oksijenin jele difiizyonunu kisitladigini,
boncuklarin merkezinde anaerobik bolgeler olusturduklarimi ve boylece kaplanmis

hiicrelerin oksijen toksisitesine kars1 korundugunu bulmuslardir.

2.6.3. Karagenan

Karagenan, deniz yosunlarindan elde edilen, ismini sahilleri boyunca bu deniz
yosunlarimin  yogunlukta oldugu Irlanda'mn Carragheen koyiinden alan bir
polisakkarittir. Karagenanlarin en Onemli avantajlarindan biri, tiksotropik
olmalaridir. Bu ozellikleri sayesinde kolay pompalanabilmekte ve ardindan tekrar

aym viskoziteye doniismektedir. Uc tip ticari karagenan vardir. Bunlar:
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o Kappa-karagenan: Sert ve kat1i jeller olusturmakta ve Kappaphycus
cottonii'den tiretilmektedir.

o lota-karagenan: Yumusak jeller olusturmakta ve FEucheuma spinosum'dan
tiretilmektedir.

¢ Lambda-karagenan: Su yerine proteinlerle birlestiginde jel olusturmakta, siit
triinlerini  koyulastirmak amaciyla kullanmilmakta ve Gigartina'dan

tretilmektedir.

Mikroenkapsiilasyon uygulamalarinda x-karagenan ve karigimlar yaygin
olarak kullanilir. k-karagenan kirmizi deniz yosunlarinin seliillozik yapisindaki
bosluklar dolduran, dogal bir polisakkarittir. Yiiksek molekiiler agirliga sahip lineer
bir polisakkarit olan k-karagenan galaktoz birimlerinin ve 3,6-anhidrogalaktozlarin
tekrarlanmasiyla meydana gelmistir. «-karagenanm c¢oOziinmesi igin yiiksek
sicakliklar gerekir ve %2-5 konsantrasyonlarda uygulanir. Bu polimere sterilize
edilmis ve sogutulmus (40-50°C) probiyotik iceren hiicreler eklendikten sonra oda
sicakligina sogutulmast sonucunda jellesir. KCl formundaki potasyum gibi
monovalent iyonlarmin eklenmesi boncuk jellerinin olusumunu saglar. Fakat
KCI'nin bazi laktik asit bakterileri (S. salivarius subsp. thermophillus ve L.
delbrueckii subsp. bulgaricus) lizerine inhibitor etki gosterdigi belirtilmektedir. K*
iyonlar1 yerine Rb, Cs ve NH," iyonlarinin kullanimi 6nerilmekte bdylece daha giiglii

jel olusumu saglanmaktadir (Homayouni ve ark. 2008; Cantergiani 2009).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Mikroorganizmalar, Besiyerleri ve Kaplama Materyalleri

Bu c¢alismada daha onceki calismalarda izole edilen ve tiir diizeyinde
molekiiler tanis1 (16S rRNA dizi analizi) yapilmis olan L. acidophilus KPb4b ve L.
rhamnosus KPb7 suglar1 kullamilmigtir. Bakterilerin izolasyonu MRS Agar (Merck
Almanya) besiyerinde gerceklestirilmistir.

Mikroenkapsiilasyonda kullanilan gida safligindaki kaplama materyalleri ISP
Corp. (International Specialty Products Istanbul Tiirkiye) firmasindan temin
edilmistir. Mikroorganizmalarin kaplanmasinda sodyum aljinat (Sigma), manukol

(ISP gida safliginda sodyum aljinat) ve nisasta (Sigma-Aldrich-Fluka) kullanilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Mikroorganizmalarm izolasyonu, Tamsi ve Antimikrobiyel Aktivitesi

Arastirmada kullanilan mikroorganizmalardan L. acidophilus KPb4b susu
fermente siit {iriiniinden, L. rhamnosus KPb7 susu ise anne siitii ile beslenen bebek
diskisindan izole edilmistir. izolasyon materyalinden aseptik kosullarda alinan 10
g/mL 6rnek 90 mL fizyolojik tuzlu su (FTS, % 0,85 NaCl) ¢ozeltisi ile 107 diizeyine

kadar seyreltildikten sonra MRS Agara ekim yapilmistir (Cakir 2003; Kilig 2008).
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Izole edilen mikroorganizmalarin saflik kontrolleri yapildiktan sonra, mikroskopta
morfolojik yapilar belirlenmis, Gram reaksiyonu, katalaz testi, arjininden amonyak
olusumu, oksidaz testi, 10, 15, 45 ve 50°C’de gelisme, litmuslu siitte asitlik
gelistirme ve %2, %4 ve %6,5 NaCl’de gelisme ve pH 9,6’da gelisme testleri
yapilarak on tanilar1 gerceklestirildikten sonra, API S0CHL (Biomerieux, Fransa) kiti
kullanilarak biyokimyasal tanilar1 gerceklestirilmistir (Shah 2000; Cakir 2003).
Molekiiler tani icin LAB kiiltiirlerinin DNA izolasyonlar1 Fermentas marka ticari
DNA izolasyon kiti (Genomic DNA Purification Kit K0512, Fermentas) kullanilarak,
kitte verilen protokole gore gerceklestirilmis (Cakir 2003; Cakir ve Cakmake1 2004);
PCR reaksiyonlar1 ve 16S rRNA dizi analizi ise REFGEN Gen Aragtirmalar1 ve
Biyoteknoloji Ltd. Sti.’nden (ODTU Teknokent, Ankara) hizmet alim1 yontemi ile
gerceklestirilmistir. Buna gore elde edilen baz dizi siralari, NCBI (National Center
for Biotechnological Information) BLAST veri tabaninda bulunan Kkiiltiirlerle
karsilastirilarak tiir diizeyinde tan1 gerceklestirilmistir (Cakir 2003).

[zolasyonu ve molekiiler tanisi yapilan bu suslarin bazi probiyotik 6zellikleri
onceki calismalar kapsaminda belirlenerek potansiyel suslar olarak tespit edilmistir.
Bu calisma kapsaminda seg¢ilen mikroorganizmalarin bazi indikator (Micrococcus
luteus) gida patojenleri (Salmonella enteritidis, Listeria monocytogenes, Escherichia
coli O157:H7, Staphylococcus aureus) ve ayni cins laktik asit bakterilerine (L.
plantarum) karst antimikrobiyel aktiviteleri Cakir (2003) tarafindan kullanilan

yonteme gore belirlenmistir.
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3.2.2. Kiiltiirlerin Mikroenkapsiilasyonu

3.2.2.1. Kiiltiirlerin Hazirlanmasi

Kaplama islemi uygulanacak mikroorganizma kiiltiirii 2 kez aktiflestirildikten
sonra 50 mL MRS Broth besiyerinde gelistirilmis ve daha sonra 30 mL’lik steril
santrifiij tiiplerine aktarilarak 10.000 x g’de 10 dakika santrifiij (Sigma 2-16 KC,
Almanya) edilmistir. Elde edilen pelet iki defa 5 mL FTS ile yikanarak tekrar ayni
kosullarda santrifiij edildikten sonra, 5 mL FTS’de ¢oziilmiis ve iizerine 45 mL
kaplama c¢ozeltisi ilave edilerek 100 rpm’de 5 dakika homojen bir karigim
olusturmak i¢in karigtinlmigtir. Hazirlanan emiilsiyondan 20 mL’lik steril siringa
(Ayset, Tiirkiye) ile alinan bakteri/kaplama materyali karisimi cihaza yerlestirilerek

kaplama islemi uygulanmistir.

3.2.2.2. Mikroenkapsiilasyon islemi ve Kaplama Kosullar:

Mikroorganizmalarin kaplanmasinda Nisco Var A Model (Nisco Eng. Inc.
Ziirih, Isvicre) mikroenkapsiilator sistemi kullamlmistir. Bu cihaz elektrostatik
titresim ile ekstriizyon/emiilsiyon tipi kaplama islemi yapabilen ve komple sterilize
edilebilen bir diizenek olup, 100, 150 ve 400 um’lik 3 adet nozzle (Nisco
Engineering Inc. Ziirih, Isvicre) ile donanimli bir sistemdir (Sekil 3.1).

Yapilan bircok denemeden sonra tercih edilen kaplama materyalleri %1,5
aljinat, %1,5 manukol ve %1,5 aljinat+%0,5 nisasta karisimlarinin viskoziteleri
viskozimetri cihazi (AND Vibro Viscometer SU-10 Model) kullanilarak, 23-25°C

araliginda, 30 Hertz frekansta, sabit titresimde, her 10 sn’de bir okuma yapilarak
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mPa.s cinsinden Olciilmiistiir. Tespit edilen en uygun calisma parametreleri Cizelge

3.1°de verilmistir.

Sekil 3.1. Arastirmada kullanilan Nisco Var A model mikroenkapsiilasyon cihazi

Cizelge 3.1. Mikroenkapsiilasyon isleminde uygulanan ¢aligma parametreleri

Parametre

Calisma Arahg

Calisma Arahg

Mikroorganizmalar

Kaplama materyeli
Katilagtirma ¢ozeltisi
Nozzle cap1

Akis hizi

Frekans

Amplitude (Genlik)
Siringa ¢api

Led duration

Viskozite

L. acidophilus KPb4b,

L. rhamnosus KPb7

%1,5 Aljinat, %1,5 Manukol
0,1 M CaCl,, ve 1 M CaCl,
150 um

6,5 mL/dk

2,21 kHz

%95

20 mL

%20

70-395 mPa. s

L. acidophilus KPb4b,

L. rhamnosus KPb7

%1,5 Aljinat+%0,5 Nisasta
0,1 M CaCl, ve 1 M CaCl,
150 pm

6,5 mL/dk

2,48 kHz

%95

20 mL

%20

230-400 mPa. s

Sistemin calisma prensibi kisaca: Cihaz tespit edilen ¢alisma parametrelerine

(akis hizi, frekans ve genlik degerleri) kurulduktan sonra, steril siringaya doldurulan

emiilsiyon cihaza yerlestirilir ve cihaz calistirilir. Peristaltik pompanin hareketi ile

siringadan gelen karistm nozzle sisteminden gecmeye zorlanirken Once biiyiik

damlalar, ardindan da standart diizgiin bir akis elde edilirken, mikrokapsiiller
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seklinde sistemden cikan ¢ok kiigciik damlaciklar toplama tanki igerisindeki 0,1 M
CaCl, sertlestirme cozeltisine diiser. Bu arada toplama tankinda bulunan manyetik
kanstiric1  calistirilarak  kiireciklerin  yapismasi engellenir. Bu sekilde iiretilen
mikrokiirecikler 30 dakika karistirildiktan sonra buzdolabinda bir gece bekletilerek

tam katilagma islemi tamamlanmais olur.

3.2.3. Mikrokapsiillerin Stabilitesi ve Bazi Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.2.3.1. Mikrokapsiillerin Boyutlarimin Belirlenmesi

Bu amag i¢in okiiler mikrometre kullanilmistir. Mikrokapsiillerden hazirlanan
yas preparatlar, aydinlik saha mikroskobunda (Baecon, Almanya) 10x objektifte
incelenmis, her preparatta en az 10 kiirecikte, 2 farkli eksen {izerinde yapilan
Olctimlerin ortalamalar1 alinarak bir yandan boyutlari belirlendi, diger yandan da elde

edilen kiireciklerin sekli belirlenmistir (Sultana ve ark. 2000; Talwalkar 2003).

3.2.3.2. Mikroenkapsiilasyon Verimi ve Mikrokapsiilden Hiicre Salinmmm

Mikroenkapsiilasyon veriminin belirlenmesinde kaplama Oncesi ve
sonrasinda mikroorganizma sayilar1 belirlenmis ve aradaki farktan yola cikilarak
mikrokiireciklerde tutulan mikroorganizma sayilar1 tespit edilmistir. Buna ilaveten,
50 mL MRS Broth’ta gelistirildikten sonra santrifiijlenerek elde edilen yaklasik 0,5 g
pelet 2 kez %0,85 FTS ile yikandiktan sonra 5 mL %0,85 FTS’de karistirilmis ve 45
mL kaplama cozeltisine katilarak emiilsiyon haline getirildikten sonra kaplama

islemi uygulanmistir. Kaplama sonrasinda, katilastirma isleminden sonra katilastirma
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cozeltisinden ayrilan mikrokiireciklerin sulu ve susuz agirliklann tartilarak
belirlenmistir.

Saliim testlerinde ise mikrokiireciklerin icerdigi canli hiicre sayisinin tespit
edilmesi ve mikrokiirelerin pargalanarak mikroorganizma salimmina karsi
gosterdikleri direng 6zelliklerinin belirlenmesi amaclanmistir. Bu amag i¢in 5 g yas
kapsiil alinarak icerisinde 45 mL 0,1 M KPO4 tamponu (pH 7,0) bulunan stomacher
torbasina konulmus ve 30 dakika homojenize edilmistir. Homojenizasyon oncesi ve
sonrasi mikroorganizma sayilan karsilastirilarak ne kadar mikroorganizmanin serbest

hale gectigi tespit edilmistir (Adhikari 2000; Talwalkar 2003).

3.2.3.3. Oksijen Toksisite Testleri

Bu testte kaplanmis ve serbest mikroorganizma kiiltiiriiniin ayn1 kosullarda
gelistirilerek elde edilen mikroorganizma sayilarin karsilagtinnlmasi ile kaplama
isleminin bakterinin oksijen direncine etkisinin belirlenmesi amag¢lanmistir. Bu amag
icin; icerisinde 100 mL RSM (Reconstituted Skim Milk) Broth (%9,5 yagsiz siit
tozu, %2 glukoz, %0,5 maya ekstrakti iceren) bulunan iki adet 250 mL’lik erlenlere
test edilecek mikroorganizma kiiltiirlerinden (kaplanmis ve serbest hiicre olarak ayr
ayr1) ayni miktarda inokiile edilmistir. Erlenlerin tamami pamuk ile kapatilarak
aerobik kosullarda 100 rpm’de, 24 saat inkiibe edilmistir. RSM besiyerinde 37°C’de
24 saat, gida ortamlarinda ise 5°C’de 24 saat inkiibasyon sonucunda mikroorganizma
sayimi yapilmustir. Inkiibasyon baslangicinda (0. saat) ve sonunda (24. saat) elde
edilen mikroorganizma sayilar karsilagtirilarak mikroorganizmanin oksijen direnci
belirlenmeye calisilmistir (Sultana ve ark. 2000; Kailasapathy 2002; Talwalkar 2003;

Talwalkar ve Kailasapathy 2004).
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3.2.3.4. Mikrokapsiillerin Sicaklik Direncinin Belirlenmesi

Sicakligin  mikrokapsiiller iizerine etkisinin belirlenmesi amaciyla
gerceklestirilen bu denemede 3 farkli materyal ile kaplanmis probiyotik
kiiltiirlerinden 1’er gram yas kapsiil, kaplanmamis serbest kiiltiirlerden ise 1 mL
almarak, sicakligi onceden ayarlanmis su banyosunda tutulan ve icerisinde 9 mL
%1°lik peptonlu su bulunan tiiplere konulmus ve karistirildiktan sonra 55°C’lik su
banyosuna konulmustur. Buradan denemenin baslangicinda ve her 30 dakikada bir
ornek alinarak 4 saat siiresince yapilan ekimlerle mikroorganizma sayisi
belirlenmistir (Gardiner ve ark. 2000; Sultana ve ark. 2000; Kailasapathy 2002;

Talwalkar 2003; Lakkis 2007).

3.2.3.5. Mikrokapsiillerin Depolama Stabilitesinin Belirlenmesi

Farkli kaplama materyalleri (aljinat, manukol ve aljinat+nisasta karisimi) ile
hazirlanan kapsiiller ve serbest hiicre kiiltiirleri +24°C, +5°C ve -18°C’de 1 ay
depolanmis, depolamanin baslangicinda ve haftada bir yapilan sayimlarla, farkli
sicakliklarda kaplama materyallerinin, mikroorganizma canlilifi {iizerine etkisi
belirlenmeye c¢alisilmistir (Sultana ve ark. 2000; Kailasapathy 2002; Lee ve ark.

2004; Donkor ve ark. 2007; Li ve ark. 2009).

3.2.3.6. Mikrokapsiillerin Yapay Mide ve Bagirsak Ortamindaki Stabilitesi

Kaplama isleminin probiyotik mikroorganizmalarin sindirim sistemi

ortamdaki canliliklan iizerine etkilerinin belirlenmesi amaciyla gerceklestirilen bu
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denemede, mide ve ince bagirsak ortamlar1 in vitro kosullarda olusturulmus ve bu
ortamlarda kapsiillerdeki canli mikroorganizma sayilar1 belirlenmistir. Buna gore
yapay mide ortami icin 0,2 g NaCl tartilarak, iizerine 1 N 0,7 mL HCI eklenmis ve
saf suyla 100 mL’ye tamamlandiktan sonra bu ¢ozeltinin 1,2 olan pH’s1 2,0’a
ayarlanmig ve 100 mL’lik siselere 20’ser mL olacak sekilde dagitildiktan sonra
121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir. Yapay bagirsak ortami i¢in
ise 0,2 N 11,8 mL. NaOH c¢ézeltisi iizerine 0,2 M 25 mL. KH,PO, eklenmis ve ¢ozelti
saf suyla 100 mL ye tamamlanmistir. pH’s1 6,8 olan bu ¢6zelti de 100 mL’lik siselere
20’ser mL olacak sekilde dagitildiktan sonra 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak
sterilize edilmistir. Deneme esnasinda ii¢ farkli kaplama materyali ile kaplanmis olan
L. acidophilus KPb4b, L. rhamnosus KPb7 kapsiillerinden 1’er gram tartilarak
icerisinde 20 mL yapay mide ve ince bagirsak ortami bulunan siselerin icerisine
atildiktan sonra 37°C’deki inkiibatorde 3 saat boyunca saat basi ekimler yapilarak
canli mikroorganizma sayisi belirlenmeye calisilmistir. Bu denemede kapsiiller
yapay ortamlara ilave edildikten sonra sayim icin yapilan ilk 1/10’luk seyrelti 0,1 M
KPO, tamponu (pH 7,4, Merck) igerisinde, diger seyreltiler ise MRD (Maximum
Recovery Diluent, Merck) kullanilarak gergeklestirilmistir. ilk seyreltide fosfat
tamponu kullanilmasinin nedeni kapsiillerin tam olarak acilmasim saglamaktir (Lee
ve Heo 2000; Sultana ve ark. 2000; Hou ve ark. 2003; Iyer ve Kailasapathya 2005;

Kim ve ark. 2008).

3.2.4. Mikrokapsiillerin Yapisinin Elektron Mikroskopta incelenmesi

Farkli kaplama materyallerini ile hazirlanan mikrokapsiillerin goriintiileri

AIBU Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Fizik Boliimii’nde, taramal elektron mikroskop
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(SEM; JEOL JSM 6390 VL, Akishima, Japonya) kullanilarak, 20 kV hizlandirilmis
voltaj uygulamasi altinda cekilmistir. SEM’deki morfolojik incelemelerde yaklagik
0,5 g agirligindaki yas kapsiiliin ikincil elektron goriintiileri (SEI; Secondary

Electron Image) kullanilmistir (Sultana ve ark. 2000; Calleros ve ark. 2007).

3.2.5. Mikroenkapsiile Probiyotik iceren Gida Orneginin Duyusal Analizi

Mikroenkapsiile probiyotik mikroorganizma kullaniminin gidalarin duyusal
ozelliklerine etkisini model gida olarak sec¢ilen puding ortaminda gerceklestirilmistir.
Denemede ticari olarak satilan hazir toz puding karisimi kullanilmis ve pudingler
tiretici firma talimatlarina uygun olarak gerceklestirilmistir. Pisirme isleminden sonra
sicaklik 40-45°C civarinda iken, 10® kob/g diizeyinde canli kiiltiir iceren kapsiiller,
tiriinlere 1/10 oraninda katilip, homojen bir karisim saglandiktan sonra porsiyonlara
boliinmiis ve 0. giinde mikroorganizma sayisi ve pH (Selecta pH Meter pH-2005
Model, Italya) degerleri belirlenmis ve ayrica duyusal analizleri yapilmistir. Bu tiir
ticari siitlii tatlilarin raf 6mriine uygun olarak, kapali kaplarda, +4°C’de buzdolabinda
muhafaza edilen iirtinlerde aymi analizler bir hafta sonra tekrar yapilmis ve
degisimler tespit edilmeye calisilmistir. Duyusal degerlendirme oncesinde 8 panelist
tadim yapacaklan iirtinler hakkinda bilgilendirildikten sonra rastgele iic basamakli
rakamlarla kodlanan {iriinlerin degerlendirilmesi istenmistir. Degerlendirmede
panelistlerin iiriinleri, koku, kivam, renk, goriiniis, tat, agizda birakti1 his ve genel
begeni agisindan iiriinlere 1: Cok kotii, 2: Kotii, 3: Orta, 4: Iyi ve 5: Cok iyi olmak

tizere puanlandirilmasi istenmistir (Uysal-Pala ve ark. 2005; Temiz ve Hursit 2005).
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3.2.6. istatistiksel Analizler

Verilerin istatistiksel degerlendirilmesinde L. acidophilus KPb4b ve L.
rhamnosus KPb7 Kkapsiillerinin depolama stabilitesi, yapay mide ve bagirsak
ortamindaki stabiliteleri arasinda fark olup olmadigi, fark varsa hangi grubun (veya
gruplarm) digerlerinden farkli oldugu, fark yoksa ortalamalarin ne oldugu
aragtiritlmistir. Gruplar arasindaki farkliliklar incelenirken, iki gruplu karsilagtirmalar
icin ¢ testi veya Mann-Whitney U testi, ikiden fazla gruplu karsilastirmalar igin ise
Anova veya Kruskal-Wallis testleri kullanilmistir. Coklu karsilastirmalarda, hangi
grubun digerlerinden farkli oldugunu belirlemek i¢in, Scheffe ve Tamhane’s T2
testleri kullanilmistir. Veriler SPSS 18.00 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) programi
ile analiz edilmistir. Gruplar arasindaki farkliliklar incelenirken, normal dagilan iki
gruplu karsilagtirmalar i¢in ¢ testi, ikiden fazla gruplu karsilastirmalar i¢in Anova
kullanilmistir. Normal dagilmayan iki gruplu karsilastirmalar i¢in Mann-Whitney U

testi, ikiden fazla gruplu karsilastirmalar icin Kruskal-Wallis testi kullanilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. izolasyon ve Tam Sonuclar

Arastirmada kullanilan L. acidophilus KPb4b ve L. rhamnosus KPb7
suslariin API S0CHL biyokimyasal tam1 ve 16S rRNA dizilimi molekiiler tan
sonuclar1 baz dizisi erisim numarasi (accession number) ile birlikte Cizelge 4.1’de
verilmistir. Cizelge incelendiginde biyokimyasal tan1 sonucuna gore %65,3 oraninda
L. delbrueckii subsp lactis olarak adlandirilan KPb4b susunun molekiiler tani
sonucuna gore %98 oraninda L. acidophilus oldugu tespit edilirken; KPb7 susunun
hem biyokimyasal hem de molekiiler tan1 sonucuna gore L. rhamnosus oldugu

goriilmektedir.

Cizelge 4.1. Arastirmada kullanilan suglarin biyokimyasal ve molekiiler tani
sonuglart

Biyokimyasal Tam Sonuclar1 | Molekiiler Tam Sonuclari
Kodu
API S0CH .. 16Sr RNA .. Erisim
Tiir Adx Yiizde (%) Tiir Ads Yiizde (%) Numarasi
KPb4b L. delbru.eckll 65.3 L. acidophilus 98 AY763430.1
subsp lactis
KPb7 L. rhamnosus  99.7 L. rhamnosus 97 EU483094.1

L. acidophilus KPb4b ve L. rhamnosus KPb7 suslarinin 16S rRNA dizilimine
gore gerceklestirilen molekiiler tan1 sonuglarindan elde edilen dendogramlar EK1 ve

EK 2’de verilmistir.
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Laktik asit bakterileri izole edildikleri ortamlarda ayni familyadan bir¢ok
diger bakteri ile benzer morfolojik ozellikleri gosterdikleri i¢in klasik tam testleri ile
kesin olarak tanimlanmalari her zaman miimkiin degildir. insan beslenmesinde
kullanilmak {izere secilen potansiyel probiyotik kiiltiirlerde aranmasi gereken en
oncelikli 6zellik, bu mikroorganizmalarin molekiiler yontemler kullanilarak kesin
tanilarinin ~ yapilmis olmasidir. Laktik asit bakterileri GRAS  statiisiinde
mikroorganizmalar olup bircok gida maddesinin iiretiminde starter kiiltiir olarak da
kullanilmaktadir. Bu mikroorganizmalarin beklenen ve/veya tespit edilen {istiin
teknolojik ozellikleri gosterebilmeleri ve ticari liretimlerde kullanilabilmeleri igin
oncelikle bu Kkiiltiirlerin saf olarak izole edilmesi ve ileri molekiiler tekniklerle kesin
tanilarinin yapilmasi gerekmektedir (Roy ve ark. 2001; Cakir 2003).

Roy ve ark. (2000) potansiyel probiyotik bakterilerinin molekiiler
yontemlerle tanisin1 yaptiklari arastirmalarinda, L. acidophilus grubu igerisinde, L.
acidophilus, L. crispatus, L amylovorus, L. gallinarum, L. gasseri ve L. johnsonii
olmak iizere 6 adet bakteri bulundugunu ve bunlarin klasik yontemlerle
birbirlerinden ayrimlarinin ¢ok zor oldugunu belirtmislerdir. Buna gore
aragtirmacilar 16S ve 23S rRNA hedefli problar kullanarak yaptiklari arastirmada,
standart suslardan L. acidophilus olarak alinan bazi bakterilerin aslinda L. helveticus,
L. johnsonii, L. crispatus, L. amylovorus, L. gallinarum ve L. gasseri tiirii suslar
oldugunu tespit etmislerdir. Bu caligmada da benzer olarak L. acidophilus KPb4b
susu klasik biyokimyasal yontemlerle elde edilen tamisindan farkli bir tiir oldugu
belirlenmistir.

Fonksiyonel iiriinlerin bilingli tiiketiciler tarafindan daha cok tercih edildigi
giiniimiizde probiyotiklerin fonksiyonel gida iiretimindeki paylar1t giderek

artmaktadir. Probiyotiklerin beklenen faydal etkileri gosterebilmesi icin 10°-10° kob



40

diizeyinde bagirsak sistemine ulagmasi gerekmektedir (IPW 2004; Borza 2007).
Probiyotik ve teknolojik tiim ozelliklerinin mitkemmel oldugu bir mikroorganizma
heniiz tammmlanmamistir. Ancak arastirmacilar iistiin nitelikleri olan suslarin bazi
dezavantajlarini iyilestirmek amaciyla ya kiiltiirlerin birlikte kullanimi1 yoluna gitmis
ya da bu probiyotik kiiltiirleri kaplayarak olumsuz etkilerden korunmasini
amaglamistir. Boylece bu kiiltiirlerin hem teknolojik 6zellikleri iyilestirilmekte hem
de gastrointestinal sistemde canliliklart korunarak bagirsak sistemine yiiksek sayida
ulagmalart saglanmaktadir (Desai ve Park 2005). Cakir (2003) tarafindan yapilan bir
caligmada piyasa satilan hazir baz1 ticari probiyotik diyet destekleyici tablet ve
kapsiillerde, etiket iizerinde belirtilen igerikten farkli probiyotik cins ve tiirden
mikroorganizmalarin da bulundugu tespit edilmistir. Yine ayni arastirmada bazi
triinlerde canli probiyotik bakteri Kkiiltiiriine rastlanmazken bazilarinda da
mikroorganizmalarin canliliklarint1 6nemli oranda kaybettikleri belirlenmistir. Bu
nedenle probiyotik mikroorganizma se¢iminde kesin tan1 ve canlilik diizeyi 6nemli

birer kriter olarak karsimiza ¢cikmaktadir.

4.2. Laktik Asit Bakterilerinin Antimikrobiyel Aktivite Sonuclar:

Arastirma kapsaminda izole edilen LAB’nin antimikrobiyel aktivite testleri
bazi indikatdor mikroorganizma ve belirli gida patojenlerine karst gosterdikleri
inhibisyon zonlarinin belirlenmesi ile gerceklestirilmistir. Suslarin indikator
mikroorganizmalara karsi gosterdikleri antimikrobiyel aktivite Cizelge 4.2° de

verilmistir.
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Cizelge 4.2. Arastirmada kullanilan LAB’nin antimikrobiyel aktiviteleri

Indikator Mikroorganizmalar

[
VL
Tiir Ad1 $ g
. S0 - “ N
N S ~ ]
. 3 S S g 3
= “ N E H O S &
Lactobacillus
+/- Nz + +/- + Nz
acidophilus KPb4b
Lactobacillus
+ Nz + + + Nz

rhamnosus KPb7

+: Antimikrobiyel aktivite zonu var; +/-: Kismi (zayif) inhibisyon var; Nz: Inhibisyon gerceklesmedi

Cizelgeden goriildiigii gibi hem L. acidophilus KPb4b hem de ve L.
rhamnosus KPb7 suglart onemli gida patojenlerinden L. monocytogenes ve S.
enteritidis’e karsi antimikrobiyel aktivite gostermis ancak ayni cinsten olan L.
plantarum’a karsi inhibisyon etki goOstermemistir. Probiyotik olarak secilen
potansiyel suslarin ayn1 cins mikroorganizmalar {izerinde inhibisyon etkisi

gostermemesi istenen bir ozelliktir.

4.3. Mikroenkapsiilasyon Kosullar1 ve Kaplama Materyalinin Secilmesi

Mikroenkapsiilasyon caligmalarinda oncelikle uygun kaplama maddeleri ve
konsantrasyonlarinin se¢ilmesi amaciyla cesitli kaplama materyallerinin kapsiil
olusturabilme yetenekleri belirlenmistir. Bu denemelerde kullanilan kaplama
materyalleri, ozellikleri ve denemelerde kullanilan konsantrasyonlar Cizelge 4.3’te
verilmistir. Kaplama materyalleri, 6nce kullanilacaklar1 konsantrasyonlarda tartilarak
otoklavda 118-121°C’de 15 dk. sterilize edildikten sonra steril su ilave edilerek, su

banyosunda 70-80°C’de, arada bir karistirilarak homojen bir karisim hazirlanmistir.



Cizelge 4.3. Kaplama isleminde kullanilan maddeler ve bazi 6zellikleri

Materyal Adi Ozellikleri Konsantrasyon
(w/v)
Aljinat (Alginic | Yiiksek viskoziteli, kahverengi algden elde | %0,5, %1, %1,5
acid sodium salt) | edilmis, Sigma-Aldrich iiriinii
Manukol DH Viskozitesi (%1’lik ¢ozelti) 40-90 mPa.s, | %0,5, %1,5
partikiil biiyiiklugi 250-355 um, beyaz-
sarimtirak, GRAS, E401 (Sodyum aljinat)
Karragen Irish moos olarakta bilinen bir algden | %0,5, %1,5
(Carrageenan) (Chondrus crispus) elde edilmis, kivam
arttiric1 ve stabilizor olarak kullanilan, Tip 1
bitkisel jelatin, Sigma
Keciboynuzu Viskozitesi (%1’lik c¢ozelti) 2600-3200 | %0,5, %1,5
gami A (Locust | mPa.s, partikiil biyiikligi 150-250 pm,
bean gum ISP beyaz-sarimtirak, GRAS, E410
LBG A175)
Keciboynuzu Viskozitesi (%1°lik ¢ozelti) 2400-3000 | %0,5, %1,5
gami B (Locust | mPa.s, partikiil biiyiikliigii 150-250 pm,
bean gum ISP beyaz-sarimtirak, GRAS, E410
LBG B175)
Ksantan Viskozitesi (%1°lik ¢ozelti) 1200-1600 | %0,5, %1,5
(Xanthan) gum mPa.s, partikiil biytkligi 180-250 pm,
XG 80 beyaz-krem, E415
Ksantan Viskozitesi (%1°lik c¢ozelti) 1200-1600 | %0,5, %1,5
(Xanthan) gum mPa.s, partikiil biiytukliigii 75-180 pm,
XG 200 beyaz-krem, E415
Demineralize Gida safliginda iiretilmis, beyaz peynir alti
(%70) peynir alt1 | suyu tozu
suyu tozu
Nisasta Patatesten elde edilmis coziilebilir, beyaz | %0,5, %1, %1,5
toz, Sigma-Aldrich-Fluka
Arap zamki, Cok yiiksek saflikta, partikiil biyiikligi | %0,5, %1,5
akasya gami 150 um, kirli beyaz-acik sarimtirak, E414
(Acacia gum ISP
AC 100)
Arap zamki, Saf, partikiil biiyiikligii 150 pm, beyaz- | %0,5, %1,5
akasya gami kirli beyaz, E414
(Acacia gum ISP
AC 150)

Kaplama islemi oncelikle 100 pm’lik nozzle kullanilarak denenmis, ancak
ozellikle manukol (gida safliginda aljinat) ile kaplama isleminde hazirlanan
materyalin nozzle sistemini tikamasi sonucu 150 um’lik nozzle ile ¢alisilmaya karar

verilmigtir. Kaplama islemine baslamadan Once tespit edilen kaplama materyali
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konsantrasyonlarindaki caligma parametrelerinin tespit edilmesi ve boylece
olabildigince standart kapsiillerin elde edilmesi amaciyla parametreler, belirli
araliklarda denenerek cihazin optimum ¢aligma kosullar1 tespit edilmistir. Uzerinde
calisilan parametrelerden en onemlileri peristaltik pompanin akis hizi, elektrostatik
cihazin frekansi ve genlik degeridir. Bu ii¢ deger her bir mikroorganizma ve kaplama
materyali i¢in onceden belirlenmis, cihaz sterilize edilerek yapilan asil denemelerde
direkt olarak kullanilmistir. Bunlara ilaveten kullanilan nozzle capi, katilastirma
¢ozeltisi (CaCl,) konsantrasyonu, kaplama materyalinin partikiil biyikligi ve
hazirlanan emiilsiyonun viskozitesi, kullanilan siringanin hacmi gibi 6zellikler de
kapsiil olusumunu etkileyen parametrelerdendir. Calisma kosullarinin tespit

edilmesinde denenen parametre sinirlar1 Cizelge 4.4’te verilmistir.

Cizelge 4.4. Calisma kosullarinin belirlenmesinde kullanilan parametreler ve sinirlar

Parametre Denenen Simir Arahi@i  Tespit Edilen Calisma Degeri

Mikroorganizmalar - L. acidophilus KPb4b

L. rhamnosus KPb7
Kaplama materyeli - Cizelge 4.5’te verilen materyaller
Katilagtirma ¢ozeltisi 0,1-2M CaCl, 0,1 M CaCl, ve 1 M CaCl,

Nozzle ¢ap1 100- 400 pm 150 pm
Akis hizi 1-10 mL/dk 6,5 mL/dk
Frekans 160 — 3000 Hz 2,21 kHz
Amplitude (Genlik) %60 — % 100 %95
Siringa ¢ap1 0,5mL — 50 mL 20 mL
Led duration %20 %20
Viskozite 70-400 mPa. s 70-400 mPa. s

Yapilan denemeler sonucunda, ke¢ciboynuzu gami A, ke¢iboynuzu gami B,
ksantan gam 80, ksantan gam 200, karagenan, demineralize (%70) peynir alt1 suyu
tozu, akasya gami1 AC 100 ve akasya gami1 AC 150 kaplama materyalleri kullanilarak
mikrokapsiil olusumu saglanamamistir. Burada gerek mikroenkapsiilasyon sisteminin

parametreleri, gerekse kaplama materyalinin konsantrasyonu degistirildigi halde
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olumlu sonu¢ alinamamistir. Buna gore ksantan gam 80 ve ksantan gam 200’de,
%0,5’1ik ¢ozeltilerinde bile viskozitesi ¢ok yiiksek ve akiskan olmayan bir jel yapisi
meydana gelmis, bu karigima mikroorganizmanin ilave edilerek homojen dagilimi
miimkiin olamamis; ke¢iboynuzu gamlari nozzle sistemini tamamen tikanmis; akasya
gamlarimin kullaniminda ise homojen bir kaplama materyali/mikroorganizma kiiltiirii
elde edilmis, cihazda diizgiin bir akis saglanmis ancak, 0,1 M CaCl, ve 1 M CaCl,
cozeltilerinde katilasma ve mikrokiire olusumu saglanamamaistir.

Buna gore kaplama materyali olarak; %]1,5 aljinat (0,1 M CaCl, katilastirma
¢ozeltisinde), %1,5 manukol (1 M CaCl, katilastirma ¢ozeltisinde) ve %1,5 aljinat
+%0,5 nisasta (0,1 M CaCl, katilastirma ¢ozeltisinde) karisimlarindan elde edilen
emiilsiyonlarin kullanilmasina karar verilmistir. Kaplama islemi sonrasinda elde
edilen L. acidophilus KPb4b ve L. rhamnosus KPb7 Xkapsiilleri, preparatlart
hazirlanarak mikroskopta x100 biiyiitme ile elde edilen goriintiileri kaydedilmistir.

Aljinat, manukol ve aljinat+nigasta mikrokiirelerinin goriintiileri Sekil 4.1, Sekil 4.2,

Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil.4.5 ve Sekil. 4.6’da goriilmektedir.

Sekil 4.1. L. acipdophilus KPb4b aljinat kapsiillerinin mikroskoptaki goriintiileri
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Sekil 4.3. L. acidophilus KPb4b aljinat+nisasta kapsiillerinin mikroskoptaki
goruntiisii

Sekil 4.4. L. rhamnosus KPb7 aljinat+nisasta kapsiillerinin mikroskoptaki
goriintiileri
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Sekil 4.5. L. acidophilus KPb4b manukol kapsiillerinin mikroskoptaki goriintiileri

Sekil 4.6. L. rhamnosus KPb7 manukol kapsiillerinin mikroskoptaki goriintiisii

Mikrokapsiillerin gerek kontrollii salinim gerekse olumsuz stres kosullarina
maruz kaldiklarinda canlilik kaybinin en aza indirilmesi agisindan morfolojik olarak
yeknesak bir yapida olmalan teorikte istenen bir 6zelliktir. Ancak mikrokapsiillerin
sekilleri mikroenkapsiilator cihazinin calisma parametrelerinden, kaplamada
kullanilan materyalin dogal yapisindan ve kaplanan kiiltiiriin fizikokimyasal
ozelliklerinden etkilenmektedir. Ornegin ekzopolisakkarit benzeri metabolitler iireten
laktik asit bakterilerinin kaplanmasi sonucu, iiretmeyenlere kiyasla daha amorf yapili
mikrokiireler elde edildigi tespit edilmistir. Yukarida verilen mikrokapsiillerin
goriintiileri incelendiginde her iki bakteri kiiltiiriinde de aljinat ve aljinat+nisasta ile
kaplanan mikoorganizma kapsiillerinin manukol ile kaplanarak hazirlanan kapsiillere

gore daha diizgiin yiizeylere sahip olduklar1 goriillmektedir.
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Mikroenkapsiilasyon isleminde uygulanan tekniklerden en yaygin olam
piiskiirterek kurutma yontemi olup 1950°li yillarin sonlarindan beri 6zellikle
aromatik bilesiklerin ve ugucu yaglarin oksidasyona karsi korunmasi amaciyla
kullanilmaktadir (Gharsallaoui 2007). Bunun yanmi sira, dondurarak kurutma,
plskiirtmeli  sogutma, akiskan yatak kaplama, ekstriizyon, koazervasyon,
kokristalizasyon ve lipozom tutuklama gibi bir¢ok mikroenkapsiilasyon teknigi gida
maddelerinin kaplanmasinda kullanilmaktadir (Poncelet 2009).

Mikroenkapsiilasyon tekniginin probiyotik kiiltiirlerde uygulanmasi ile ilgili
caligmalarin  sayis1 da olduk¢a fazladir. Uygulanan yoOntemler agisindan
incelendiginde daha cok piiskiirtmeli sogutma, dondurarak kurutma, liyofilizasyon ve
immobilizasyon gibi teknikler on plana c¢ikmaktadir. Probiyotiklerde emiilsiyon-
elektrostatik titresim sistemi endiistride yaygin olarak kullanilan bir sistem degildir.
Ancak son yillarda ¢coklu nozzle sistemlerinin gelismesi ile dlgek bilylitmede yasanan
gelismeler nedeniyle bu teknoloji iizerinde yapilan arasgtirmalarin sayisi artmistir
(Champagne 2007; Poncelet 2009).

Crittenden ve ark. (2005) ise arastirmalarinda B. infantis’i film formunda
protein-karbonhidrat-yag emiilsiyonu ile kaplamiglar ve buzdolabi disindaki
depolama sicakliklarinda ve gastrointestinal sistem  gegisindeki direnci
aragtirmiglardir. Aragtirma sonunda seliiloz asetat fitalat ile elde edilen kapsiillerin
ksantan gam ve jelan gam ile iiretilen kapsiillerden daha kiiciik oldugu, gidaya
katildiginda gidanin yapisi ve agizda biraktifi his agisindan Onemli bir avantaj
saglayacag belirtilmistir. Boyutlar1 15-20 ym olan kurutulmus mikrokapsiillerin
yapay mide ve bagirsak ortaminda hizla parcalanarak mikroorganizmay1 serbest hale
gecirdigi belirtilmistir. Bu caligmada ise ksantan gam 80 ve ksantan gam 200’iin

%0.5’1ik cozeltilerinde ¢ok viskoz ve akigkan olmayan bir jel yapisi meydana gelmis;
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bu karisima mikroorganizma ilave edilerek homojen dagilimi miimkiin olamamistir.
Benzer sekilde keciboynuzu gamlarida nozzle sistemini tamamen tikamistir. Akasya
gamlan ile yapilan denemelerde ise homojen bir kaplama materyali/mikroorganizma
emiilsiyonu elde edilmis, mikroenkapsiilatorde diizgiin bir akis saglanmis ancak, 0.1
M CaCl; ve 1 M CaCl, ¢ozeltilerinde topaklasma meydana geldiginden sertlesme ve

mikrokiire olusumu saglanamamistir.

4.4. Mikrokapsiillerin Boyutlarimin Belirlenmesi

L. acidophilus KPb4b ve L. rhamnosus KPb7 kiiltiirlerinin %1,5 aljinat, %1,5
manukol ve %1,5 aljinat+%0,5 nisasta ile kaplanmasinda elde edilen kapsiillerin
aydinlik saha mikroskobunda yapilan boyut Olciim sonuglart Cizelge 4.5°te

verilmistir.

Cizelge 4.5. L. acidophilus KPb4b ve L. rhamnosus KPb7 mikrokapsiillerinin
boyutlart (um)

Olciim L. acidophilus KPb4b L. rhamnosus KPb7
‘{;‘;‘;ﬁ‘l‘ Aljinat  Manukol Ale;;‘;t: Aljinat  Manukol Ale;;‘:tt;
1. Kapsiil 290 420 300 270 400 400
2. Kapsiil 300 300 420 330 350 350
3. Kapsiil 310 250 260 320 240 250
4. Kapsiil 250 470 500 260 480 550
5. Kapsiil 410 300 390 400 400 400
6. Kapsiil 490 450 510 500 500 520
7. Kapsiil 380 350 400 370 370 300
8. Kapsiil 400 400 380 450 450 450
9. Kapsiil 520 480 440 550 470 430
10. Kapsiil 420 280 350 400 240 390
(;;t;?;‘d 377+88,70 370+84,72 395+79,19 | 385+95,13 390+92,74 404+91,43

Her bir mikroorganizma icin secilen 10 kapsiilde, her bir kapsiil icin ise 2 degisik

eksende ol¢iim yapilarak sonuglarin ortalama ve standart sapmalar1 hesaplanmistir.
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Klokk ve Melvik (2002) yaptiklart calismada elektrostatik titresim ile
mikrokiirecik iireten prototip bir jenerator kullanarak iirettikleri aljinat
mikrokiirecikleri iizerine nozzle capi, akis hiz1 ve emiilsiyon viskozitesinin etkilerini
aragtirdiklar ¢aligmalarinda, 180 pm i¢ ¢apli nozzle kullanildiginda yaklasik 300 um
capinda mikrokiirecikler tiretmislerdir. Bu ¢alismada arastiricilar ayrica %1,5 aljinat
konsantrasyonunda, 10 mL/saat akis hiz1 ile iirettikleri kapsiillerin ¢aplarinin elektrik
potansiyel arttikca azaldigim ve 2,5 kV/cm’de en kiiciik caph kapsiil boyutuna
ulagildigin1 tespit etmislerdir. Bizim c¢alismamizda 150 pm c¢apindaki nozzle
kullanilarak aljinat ile yapilan kaplama isleminde iirettigimiz mikrokiireciklerin
caplar1 da benzer olarak 240 um — 550 um arasinda degismektedir. Arastirmamizda
ayrica 2,21 kHz titresim uygulandiginda en kiigciik mikrokiire capina ulasilmistir.
Sisteme uygulanan emiilsiyon akis hizi (390 mL/saat) dikkate alindiginda aym
zamanda daha yiiksek hacimde kaplama islemi gerceklestirildigi agikca

goriilmektedir.

4.5. Mikroenkapsiilasyon ve Mikrokapsiilden Hiicre Salinim

Bu calismada mikroenkapsiilasyonda kullanilan L. acidophilus KPb4b ve L.
rhamnosus KPb7 kiiltirleri 2 defa aktiflestirildikten sonra kaplama islemi
uygulanmistir. Buzdolabinda 1 gece sertlestirme c¢ozeltisinde bekletilmislerdir.
Kaplama islemi her kaplama konsantrasyonunda ayni kaplama materyali miktar1 ve
cihaz calisma parametreleri (5 mL mikroorganizma kiiltiirii + 45 mL kaplama Na-
aljinat ¢ozeltisi emiilsiyonu) kullanilmasina ragmen elde edilen yas kapsiil miktarlar
farkli bulunmustur. Buradaki farklarin temel nedeni kaplama esnasinda kullanilan

150 pm’lik nozzle’da meydana gelen tikanmalar sonucu olusan topaklanmis veya
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birbirine yapismis kapsiillerin ortamdan uzaklastinlmasidir. Calisma esnasinda
cihazin tikanmasi ve/veya baslangicta olusan daha biiyiik kapsiillerin ortamdan
uzaklagtirilmasindan sonra elde edilen yaklasik ayni1 boyutlardaki kapsiiller
denemelerde kullanilmistir. Her iki mikroorganizma kiiltiiriinde de %2 kaplama
materyali konsantrasyonunda tikanmalarin ¢ok sik yasanmasi nedeniyle elde edilen
yas kapsiil; dolayisiyla da kuru kapsiil miktar1 olduk¢a az bulunmustur. Kaplamada
kullanilan  baslangic mikroorganizma sayillar1 her 3 kaplama maddesi
konsantrasyonunda ayni olmasina ragmen kaplanamadan kalan veya kapsiillerin
katilagmasi heniiz tamamlanamadan, kapsiilden ayrilip CaCl, cozeltisine gecen
mikroorganizma sayilar1 birbirinden farkli bulunmustur. Buna gore gerek yas kapsiil
agirliklari, gerekse kaplanmadan kalan mikroorganizma sayist acisindan ele
alindigindan en uygun kaplama konsantrasyonunun %1,5 aljinat oldugu tespit
edilmis ve daha sonraki denemelerde bu konsantrasyon ile ¢aligilmistir.

Kaplama isleminde kullanilacak Na-aljinat miktar1 %1,5 olarak tespit
edildikten sonra ayn1 miktar gida safliginda Na-aljinat olarak da bilinen manukol i¢in
de aym oranda kullanilmistir. Bu iki kaplama materyaline ilave olarak literatiir
verileri de dikkate alindiginda 3. bir kaplama materyali olarak %1,5 aljinat + %0,5
nigsasta da denemeye dahil edilmistir. Nisasta ve aljinat karistminin  bu
konsantrasyonu yapilan on denemelerle en uygun konsantrasyon olarak tespit
edilmistir.

L. acidophilus KPb4b ve L. rhamnosus KPb7 mikrokapsiillerinin
mikroorganizma salmim 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla gerceklestirilen
homojenizasyon deneylerinin sonuclar sirasiyla Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’de verilmistir.
Sekiller incelendiginde L. acidophilus KPb4b susunda salinim testi sonunda en fazla

canlilik kayb1 aljinat+nisasta kapsiillerinde (1,04 log kob/g) gerceklestigi ardindan
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aljinat kapsiillerinin (0,65 log kob/g) ve manukol (0,36 log kob/g) geldigi
goriilmektedir. Sekil 4.7°de ayrica, aym isleme tabi tutulmus kaplanmamis L.
acidophilus KPb4b susunda ise 0,18 log kob/mL’lik bir canlilik kaybi meydana
geldigi tespit edilmistir. L. rhamnosus KPb7 susunda ise salinimin en yiiksek
aljinat+nigasta kapsiillerinde (0,92 log kob/g) gerceklestigi, ardindan aljinat
kapsiillerinin (0,52 log kob/g) geldigi goriilmektedir. Salinim denemelerinde her iki
probiyotik kiiltiiriin serbest hiicrelerinden 30 dk. homojenizasyon uygulamasinin

mikroorganizma sayisini ¢ok fazla belirlenmistir.

Salinim Testi

8,00
7,00 [
6,00 — —
5,00 — —

Mikroorganizma 4 00 +—| I
Sayisi (log kob/g)

3,00 — —
2,00 — —
1,00 +— R
0,00 - "
Aljinat (%1,5)  |Allinat (°(/§J°b55+) NISasta|  \ionukol (%1,5) | L. acidophilus KPbab
@ Homojenizasyon Oncesi 6,95 7,51 7,20 7,60
Mikroorganizma Sayisi
0 Homojenizasyon Sonrasi 6,30 6,47 6,84 7,42
Mikroorganizma Sayisi

Sekil 4.7. L. acidophilus KPb4b susunun salinim testi sonuglari
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Salinim Testi
10,00
9,50 \\
o900 \ it \l:l:l:
Mikroorganizma 8.50 T o IHEE \:.:.:.
Sayisi (log kob/g) N HHH \n:n:n:n HHE
[ | [ | (I [ |
8,00 \IIIIII IIIIII \IIIIIII \Illllli
%I:I:I: wl:l:l: \:I:I:I: \:I:I:I
7,50 1 Y \IIIIII \l'l'l'l !
700 &l:l:l: N\ NN\ NN
Alinat (%1,5) Q”;Zzg g,;(f g) Manukol (%1,5) | L. hamnosus KPb7
@ Homojenizasyon Oncesi 8,11 7,97 9,20 9,55
Mikroorganizma Sayisi
0 Homojenizasyon Sonrasi 8,63 8,89 9,17 9,22
Mikroorganizma Sayisi

Sekil 4.8. L. rhamnosus KPb7 susunun salimim testi sonuglari

4.6. Oksijen Toksisitesi Test Sonuclari

4.6.1. RSM besiyerinde oksijen toksisitesi sonuclari

Bilindigi gibi laktik asit bakterileri mikroaerofilik veya anaerobik
metabolizmaya  sahiptir.  Ozellikle anaerobik, kismen de mikroaerofilik
mikroorganizmalarin oksijene direnci oldukca zayiftir. Hatta bifidobakterler gibi
anaerobik mikroorganizmalar iizerinde oksijenin toksik etkisi vardir. Bu denemelerde
kullandigimiz L. acidophilus KPb4b ve L. rhamnosus KPb7 mikrokiireciklerinin,
kaplama islemi ile oksijen toksisitesine olan direncindeki degisimin belirlenmesi
amaglanmistir. Bu amag i¢in, icerisinde 90 mL RSM Broth (%9,5 yagsiz siit tozu,
%2 glukoz, %0,5 maya ekstrakti iceren) besiyeri bulunan 250 mL’lik erlene test
edilecek kapsiillerden 10’ar g; kaplanmamis mikroorganizma kiiltiiriinden ise 10 mL
ilave edilmistir. Erlenler pamuk ile kapatilarak aerobik kosullarda 100 rpm’de,
37°C’de 24 saat inkiibe edilmis ve 0. ile 24. saatteki mikroorganizma sayilari

belirlenmistir. Sonuglar Sekil 4.9 ve Sekil 4.10°da verilmistir.
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RSM'de Oksijen Toksisitesi
7,00
6,00 T—
5,00 +—
Mikroorganizma 4,00 —
Sayisi (log kob/g) 00 L
2,00 +— —
1,00 +— —
0,00 — L
Aljinat (%1,5) ,ﬁ‘:g;:t‘;(/)o‘:’s*) Manukol (%1.5) | = a;'ggi’g"“s
[ 0. Saatteki Mikroorganizma Sayisi 6,46 6,44 6,20 5,23
[0 24. Saatteki Mikroorganizma Sayisi 4,51 4,41 4,38 3,36

Sekil 4.9. L. acidophilus KPb4b kapsiillerinin RSM ortaminda oksijen toksisitesi

RSM'de Oksijen Toksisitesi

10,00

8,00

6,00

Mikroorganizma
Sayisi (log kob/g) 4,00

%
772

W

2,00 A
0.00 Aljinat (%1,5 L. rhamno
N jinat (%1,5 + o . rhamnosus

Aljinat (%1,5) Nisasta (%0,5) Manukol (%1,5) KPb7

& 0. Saatteki Mikroorganizma 5,97 5,68 7,88 7,52
Sayisi

0 24. Saatteki Mikroorganizma 8,30 8,25 9,11 9,25
Sayisi

Sekil 4.10. L. rhamnosus KPb7 kapsiillerinin RSM ortaminda oksijen toksisitesi

L. acidophilus KPb4b kapsiillerinin RSM ortaminda gergeklestirilen oksijen
toksisitesi denemelerinde aljinat, aljinat + nisasta, manukol ile kaplanan kiiltiirlerin
baslangi¢ sayilarina gore sirasiyla 1,95 log kob/g, 2,03 log kob/g, 1.82 log kob/g
canlilik kayb1 oldugu belirlenmistir. Buna gére mikroaerofilik 6zellik gosteren bu

mikroorganizmanin manukol ile kaplanmasimin oksijene direng acisindan daha uygun
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oldugu belirlenmistir. L. rhamnosus KPb7 kapsiillerinin RSM ortaminda
gerceklestirilen oksijen toksisitesi denemelerinde ise gerek kaplanmamis kiiltiirde
gerekse her 3 kaplama materyali ile hazirlanan mikrokiireciklerde oksijen toksisitesi
goriilmedigi tam tersi olarak baslangi¢ sayisina gére mikroorganizma sayisinda 1,23-
2,59 log kob/g arasinda artig oldugu tespit edilmistir. Mikroorganizmalarin oksijen
toksisitesine  kars1t  gosterdikleri bu farkliligin  metabolik  Ozelliklerinden

kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

4.6.2. Gida ortaminda oksijen toksisitesi sonuclari

L. acidophilus KPb4b ve L. rhamnosus KPb7 kapsiillerinin gida ortamindaki
oksijen toksisitesinin belirlenmesi amaciyla gerceklestirilen bu denemede ise amag
kapsiillerin gida ortamindaki davranislarinin belirlenmesidir. Denemede RSM yerine
seftali nektar1 kullanilmis ve inkiibasyon +5°C’de sogutmali inkiibatdr de
gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar sirasiyla Sekil 4.11 ve Sekil 4.12°de

verilmistir.



55

Seftali Suyunda Oksijen Toksisitesi

9,00
8,00
7,00
6,00
5,00 —
4,00 L
3,00 —
2,00 —
1,00 L
0,00

Mikroorganzma
Sayisi (log kob/g)

Aljinat (%1,5) + L. acidophilus

Nisasta (%0,5) KPb4b

[ Seftali Suyu 0. Saatteki 4,77 517 4,00 7,76
Mikroorganizma Sayis|

O Seftali Suyu 24. Saatteki 2,29 3,59 2,34 5,77
Mikroorganizma Sayis|

Aljinat (%1,5) Manukol (%1,5)

Sekil 4.11. L. acidophilus KPb4b kapsiillerinin seftali nektar1 ortaminda oksijen
toksisitesi

Seftali Suyunda Oksijen Toksisitesi

9,00
8,00 -
7,00
6,00

5,00 -
Mikroorganizma 4 o9

Sayisi (log kob/g) 300 |
2,00 -
1,00
0,00

T

00

Aljinat (%1,5) +
Nisasta (%0,5)
& Seftali Suyu 0. Saatteki 6,78 5,25 6,74 8,

Mikroorganizma Sayisi

O Seftali Suyu 24.Saatteki 5,08 4,54 7,81 8,61
Mikroorganizma Sayisi

Aljinat (%1,5) (%1,5) | L. rhamnosus KPb7

—_

5

Sekil 4.12. L. rhamnosus KPb7 Xkapsiillerinin seftali nektar1 ortaminda oksijen
toksisitesi

L. acidophilus KPb4b kapsiillerinin seftali nektar1 ortamindaki oksijen
toksisitesi denemesinden elde edilen sonuglar incelendiginde aljinat, aljinat + nisasta,
manukol ile kaplanan kiiltiirlerin baslangi¢c sayilarina gore sirasiyla 2,48 log kob/g,

1,58 log kob/g, 1.66 log kob/g canlilik kayb1 oldugu belirlenmistir.
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L. rhamnosus KPb7 kiiltiiriiniin aljinat ve aljinat+nisasta ile kaplanmasindan
elde edilen sayim sonuglarimin ise kaplanmamis kiiltiirle karsilastinldiginda
baslangi¢ sayisina gore 0,71-1,7 log kob/g’lik bir azalma oldugu ancak manukolle
kaplanmis mikrokiireciklerde oksijen toksisitesi goriillmedigi tam tersi olarak
baslangi¢ sayisina gére mikroorganizma sayisinda 1,07 log kob/g artis oldugu tespit
edilmistir. Bu denemenin sonucuna goére manukol kapsiillerinin seftali nektari
ortaminda mikroorganizmay1 oksijen toksisitesine karsi daha iyi korudugu

belirlenmistir.

4.7. Mikrokapsiillerin Sicaklik Direncinin Belirlenmesi

Probiyotik iiriin gelistirmede mikroorganizmanin sicaklik direnci en 6nemli
parametrelerden birisidir. Bu deneme sicakligin mikrokiireler iizerine etkisinin
belirlenmesi amaciyla gerceklestirilmistir. Buna gore 3 farkli materyal ile kaplanmis
L. acidophilus KPb4b ve L. rhamnosus KPb7 kiiltiirlerinin sicaklik denemelerinden

alinan sonuclar Sekil 4.13 ve Sekil 4.14’te verilmistir.
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Mikrokapsiillerin 55 °C sicaklik direnci

Ay\i
5,00 —o— Serbest KPb4b
il Alji
4,00 - jinat
Manukol

3,00 \V Aljinat + Nisasta
<

8,00

o N

o o

S o
| L

Mikroorganizma sayisi (log kob/g)

2,00
1,00 -
0,00
0.dk 30. dk 60. dk 120.dk 240.dk
Zaman (dk.)

Sekil 4.13. L. acidophilus KPb4b kapsiillerinin 55°C sicaklik direncinin belirlenmesi

Sekil incelendiginde sicaklik direnci acisindan kaplama islemi uygulanmig
kiiltiirlerin baslangi¢ sayilar dikkate alindiginda ilk 120 dakika icerisinde benzer bir
azalma gosterdikleri goriilmektedir. Ancak 2. saatin sonunda manukol ile kaplanan
kiltiirler canliligim tamamen kaybederken, aljinat, aljinat+nisasta ile kaplanan
kiiltiiriin ve kaplanmamis kiiltiiriin sirasiyla 3,63 log kob/g, 3,72 log kob/g ve 1,16
log kob/g’lik bir azalma gosterdigi goriilmektedir. Bu sonuglara gore hazirlanan L.
acidophilus KPb4b mikrokiireciklerinden sicaklik direnci en yiiksek olanin aljinat+
nisasta oldugu bunu sirasiyla aljinat ve manukol’iin takip ettigi belirlenmistir.
Sekilde goriildiigii gibi kaplama islemi uygulanmamig kiiltiiriin sicaklik direnci
acisindan irdelendiginde kaplamaya ihtiyac1 olmadig1 agikca goriilmektedir. Ancak
gidalarin  iiretim prosesindeki tek stres kosulunun sicaklik olmadigi dikkate
alindiginda, kaplama isleminde yapilan bu denemenin gerekliligi daha kolay

anlasilacaktir.
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Mikrokapsiillerin 55 °C sicaklik direnci

9,00
8,00 %

7,00 sIR\

6,00 \\\ —o— Serbest KPb7
5,00 \ =~ Aljinat

4,00 \ \ Manukol

3,00 \ \ Aljinat + Nisastag
2,00 \ \
1,00 \ \

0,00 +— ‘ ‘ \V ‘ \H ‘ P —

0.dk 30.dk 60.dk 120.dk 240.dk
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Mikroorganizma sayisi (log kob/g)

Sekil 4.14. L. rhamnosus KPb7 kapsiillerinin 55°C sicaklik direncinin belirlenmesi

L. rhamnosus KPb7 kapsiillerinin sicaklik diren¢ ozellikleri incelendiginde
ilk 30 dakika igerisinde serbest KPb7 Kkiiltiirii 1,4 log kob/g’lik bir azalma olurken,
aljinatla kaplanmis kiireciklerde 2,55 log kob/g ve aljinat+nisasta ile kaplanmig
kiireciklerde ise 2,93 log kob/g’lik bir azalma goriilmiistiir. Sicaklik uygulamasinin
60. dakikasinda kaplama islemi uygulanmis kiiltiirlerdeki canli mikroorganizma
sayist aljinatta sifira diiserken aljinat+nisasta kapsiillerinde 1,43 log kob/g diizeyine
inmistir. Birinci saat sonunda kaplanmamus kiiltiirdeki canli mikroorganizma sayisi
ise sadece 2 log kob/g azalmistir. Ancak 2. saatin sonuna gelindiginde gerek
kaplanmis gerekse kaplanmamus kiiltiirlerde canli mikroorganizma kalmamastir.

L. acidophilus KPb4b ve L. rhamnosus KPb7 kiiltiirleri sicaklik direnci
acisindan mukayese edildiginde her iki kiiltiiriin de kaplama islemi ile sicakliga
diren¢ kazanmadig1 goriilmektedir. Kaplanmais kiiltiirler agisindan bakildiginda ise L.
acidophilus KPb4b ve L. rhamnosus KPb7 Kkiiltiiriinde sicaklik direnci agisindan

aljinat+nisastanin daha uygun bir kaplama materyali oldugu goriilmiistiir.
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Serbest ve mikroenkapsiile edilmis probiyotik bakterilerin asit, safra ve
sicaklik toleransinin incelendigi bir calismada 8 probiyotik bakteri kiiltiirii ile
calisilmis ve bu bakterilerin asit, safra ve sicaklik toleranslari arastirilmistir (Ding ve
Shah 2007). Bu bakteriler L. rhamnosus, B. longum, L. salivarius, L. plantarum, L.
acidophilus, L. paracasei, B. lactis type Bl-O4, ve B. lactis type Bi-07’dir. Bu
calisma deneme deseni acisindan bizim c¢alismamiza benzerlik gostermektedir.
Bakterilerin asit, safra tuzlari ve sicakliga direnclerini arttirmak amaciyla
mikroenkapsiilasyon islemi, aljinat matriksiyle gerceklestirilmistir. Serbest
probiyotik bakteriler ise kontrol amaciyla kullanilmistir. Probiyotik bakterilerin aside
kars1 toleranst MRS broth igerisine HCI katilarak 2 saatlik bir inkiibasyon periyodu
boyunca test edilmistir. Safra tuzu toleransi, 2 tip safra tuzu kullanilarak
gerceklestirilmistir. Sicaklik toleransi probiyotik bakteriler 65°C sicaklikta 1 saat
bekletilerek gerceklesmistir. Arastirma sonunda icerisine HCl katilmis MRS Broth
icerisinde mikroenkapsiile edilmis probiyotik bakterilerin canli kalma siireleri serbest
probiyotik bakterilere gore daha uzun olmustur. Serbest hiicreler safra tuzlarina
maruz birakildiginda canlilik 6,51 log kob/mL azalmistir. Ayni c¢alismada
mikroenkapsiile edilmis kiiltiirlerde 30 dakikalik sicaklik uygulamasi sonunda
canlilik kayb1 4,17 log kob/mL olurken, serbest probiyotik bakterilerde bu oran 6,74
log kob/mL olarak tespit edilmistir. Ancak 1 saatlik sicaklik uygulamasinda hem
serbest hem de kaplanmig Kkiiltiirlerde canli kalma sayilarinda benzer sonuglar
alinmigtir. Bizim calismamizda da sicaklik denemelerinde L. rhamnosus KPb7
aljinat+nisasta kapsiillerinde 120.dakikanin aljinat ve manukol kapsiillerinde ise 60.
dakikanin sonunda canli bakteri kalmamasina ragmen L. acidophilus KPb4b aljinat +
nigasta ve aljinat kapsiillerinde 240. dakikanin sonunda yaklasik 3 log kob/g’lik bir

azalma goriilmiistiir.
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4.8. Mikrokapsiillerin Depolama Stabilitesinin Belirlenmesi

Depolama stabilitesinin belirlenmesinde L. acidophilus KPb4b ve L.
rhamnosus KPb7 kiiltiirleri aljinat, manukol ve aljinat+nisasta karisimi ile kaplanmig
ve elde edilen mikrokiireler +24°C, +5°C ve -18°C’de depolanmistir. Depolamanin
baslangicinda ve haftada bir yapilan sayimlarla, kaplama isleminin
mikroorganizmanin canlilig iizerine etkisi belirlenmistir. Deneme sonuglar kiiltiirler

icin sirastyla Sekil 4.15 ve Sekil 4.16’da verilmistir.

Depolama Stabilitesi

9,00
8,00 - -
7,00
6,00 —
5,00
4,00 -
3,00 7] B= -
2,00
1,00 H
0,00

Mikroorganizma Sayisi (log kob/g)

50C \2490 ‘—189C 50 \2490 ‘—189C 50C ‘249C ‘—1890 5C \2490 ‘—189C

Aljinat Manukol Aljinat + Nisasta Serbest KPb4b
D 1. Hafta| 5,61 | 5,41 | 0,00 | 591 | 563 | 0,00 | 5,00 | 523 | 0,00 | 7,81 | 7,67 | 0,00
m2. Hafta| 3,34 | 3,20 | 0,00 | 3,14 | 3,14 | 0,00 | 3,11 | 3,25 | 0,00 | 5,54 | 3,74 | 0,00
@3. Hafta| 2,20 | 2,39 | 0,00 | 2,17 | 2,81 | 0,00 | 2,17 | 2,81 | 0,00 | 3,39 | 0,00 | 0,00
O 4. Hafta| 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

Sekil 4.15. Depolama siiresince L. acidophilus KPb4b kiiltiiriiniin canlilik durumu

Bir aylik depolama sonucu elde edilen veriler incelendiginde L. acidophilus
KPb4b kapsiillerinin stabilitesini en iyi 5°C’de ve 24°C’de korudugu goriilmiistiir. Bu
susunda tiim kapsiillerde ve serbest hiicrelerde -18°C’de yapilan depolama isleminde

canli mikroorganizma sayisini 1 hafta igerisinde sifira diiglirdiigii goriilmektedir.
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24°C’de serbest hiicredeki canli mikroorganizma sayisit 2. haftanin sonunda sifira

diiserken, mikrokapsiillerin canliligini 3. haftada da korudugu tesbit edilmistir.
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Sekil 4.16. Depolama siiresince L. rhamnosus KPb7 kiiltiiriintin canlilik durumu

Sekilde verilen grafik incelendiginde baslangicta kapsiillerde bulunan 9-10
log kob/g’lik mikroorganizma diizeylerinin en yiiksek buzdolabi sicakliginda
korunmus olmasidir. Tiim kapsiillerde ve serbest hiicrelerde -18°C’de yapilan
depolama isleminde canli mikroorganizma sayisin1 1 hafta igerisinde sifira
disiirdiigii goriilmektedir.

Chen ve ark. (2005) vyaptiklann c¢alismada prebiyotikler, biiyiime
destekleyiciler ve sodyum aljinat kullanarak kapladiklar1 4 farkli probiyotik kiiltiiriin
yapay mide sivist ortamindaki canliliklarim degerlendirmislerdir. Arastirma
sonucunda %1 sodyum aljinat, %1 peptid ve %3 fruktooligosakkarit karigimi ile
yapilan kaplama isleminin probiyotiklerin canliliklarin1 korudugunu, +4°C’de

yapilan depolama isleminde serbest hiicrelerde ise 2 log kob/mL azalma meydana
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geldigini ancak prebiyotik katilarak yapilan kaplama isleminde bir azalma
goriilmedigini belirlemislerdir. Bizim yaptigimiz depolama stabilitesi ¢alismalarinda
da +5°C’de yiiksek stabilite gerceklesmis, ancak aljinat ile kaplanmis L. rhamnosus
KPb7 kiiltiirii 2,63 log kob/g diismesine ragmen yine de canli bakteri sayis1 6.89 log
kob/mL diizeyinde kalmistir. L. acidophilus KPb4b Kkiiltiiriinde ise 4. hafta sonunda
hi¢ canli bakteri kalmamistir. Buna karsin kaplanmis kiiltiiriin canliligini 3. haftanin
sonuna kadar korudugu goézlemlenirken kaplanmamis kiiltiirdeki canli bakteri

sayisinin 3. hafta sonunda sifira diistiigii belirlenmistir.

4.9. Mikrokapsiillerin Yapay Mide ve Bagirsak Ortamindaki Stabilitesi

L. acidophilus KPb4b kiiltiiriiniin in vitro yapay mide ortamindaki canliliklar
Sekil 4.17 ve yapay ince bagirsak ortamindaki canhiliklar1 ise Sekil 4.18°de
verilmistir. Sekil 4.17 incelendiginde kaplanmamus kiiltiirlin yapay mide ortaminda
canliliginin daha uzun siire korudugu, burada da diisiik pH ortamina direng
bakimindan en iyi kaplama materyalinin aljinat+nisasta karisimi ile elde edilen

materyal oldugu belirlenmistir.
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Yapay mide ortaminda canlilik
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Sekil 4.17. L. acidophilus KPb4b kiiltiir ve kapsiillerinin yapay mide ortaminda
canliligt

L. acidophilus KPb4b Kkiiltiiriinde yapay ince bagirsak ortaminda kapsiillerin,
mikroorganizma canliligim1 korumadaki etkilerinin birbirine benzer oldugu; 3. saatin
sonunda mikroorganizma sayilarindaki degisikligin baslangi¢c sayilarina gore +1,0
log kob/g diizeyinde kaldig1 tespit edilmistir. Burada dikkati ¢eken nokta diger
materyallerle kaplanmis ve serbest kiiltiirdeki mikroorganizma sayis1 azalma egilimi
gosterirken, manukol kapsiillerindeki mikroorganizma sayis1 once 60. dakikaya
kadar diisme egilimi gosterirken 180. dakika sonunda 0,14 log kob/g asagida kalmay1
basarmistir. Buna gdre yapay ince bagirsak ortaminda  probiyotik
mikroorganizmalarin manukol ile kaplanmasinin mikroorganizma canliligina olumlu

etki saglayacagi goriilmektedir.
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Yapay incebagirsak ortami
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Sekil 4.18. L. acidophilus KPb4b kiiltiir ve kapsiillerinin yapay incebagirsak
ortaminda canlilig1

L. rhamnosus KPb7 kiiltiiriiniin in vitro yapay mide ortamindaki canliliklar
Sekil 4.19 ve yapay ince bagirsak ortamindaki canliliklarn ise Sekil 4.20°de
verilmistir. Sekil 4.19°da verilen mikroorganizma sayilan incelendiginde diisiik pH’l1
mide ortaminda kaplanmamis mikroorganizma sayisinin kaplanmis olanlara gore
daha uzun siirede canliligini yitirdigi goriilmektedir. Yapay mide ortaminda farkli
kaplama materyallerinin canlilik iizerine etkisinin benzer oldugu, ancak 1. saatin
sonunda kaplanmis mikroorganizmalarin canliliklarim1 6énemli Slciide kaybettikleri
tespit edilmistir. Diisiik pH ortamina diren¢ bakimindan en iyi kaplama materyalinin
aljinat+nisasta karigimi ile elde edilen materyal oldugu belirlenmistir. L. rhamnosus
KPb7 kiiltiiriiniin aljinata+nisasta ile kaplanmasi sonucu midenin diisitk pH’sindan
gecmesine katki saglayacag diisiiniilmektedir. Burada L. rhamnosus KPb7 serbest
kiiltiirlerinin de bu ortamda canli kaldiklar1 dikkate alindiginda bu goriis yanls gibi

goriinse de, diisiik asitlik direncine sahip ancak probiyotik nitelikleri iistiin olan
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kiltiirlerin ~ kaplanmasinda  aljinat+nisasta ~ karistmimin ~ kullanilabilecegi

diisiiniilmektedir.

Yapay mide ortaminda canlilik
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Sekil 4.19. L. rhamnosus KPb7 Kkiiltiir ve kapsiillerinin yapay mide ortaminda
canliligt

L. rhamnosus KPb7 Kkiiltirii ve kapsiillerinin ince bagirsak ortamindaki
durumunun incelendigi bu denemede kaplanmamis  kiiltiirde  bulunan
mikroorganizma sayis1 ile kaplama islemi uygulanmis mikrokiireciklerden aljinat
kiireciklerinde canli mikroorganizma sayist oldukca stabil kalmis, aljinat+nisasta
kapsiillerindeki mikroorganizma sayist 1. saate kadar stabil kalmis ancak bu andan
itibaren 2. saatin sonuna gelinceye kadar canli bakteri sayisi sifira diigmiistiir.

Manukol kapsiillerinde ise 1,75 log kob/g’lik bir diisiis tespit edilmistir.
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Yapay incebagirsak ortaminda canlilik
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Sekil 4.20. L. rhamnosus KPb7 Kkiiltiir ve kapsiillerinin yapay ince bagirsak
ortaminda canlilig1

Sultana ve ark. (2000) koazervasyon teknigini kullanarak, aljinat nisasta
karisimini ile kaplanan probiyotik kiiltiirlerinin gastrointestinal sistemdeki canliligini
inceledikleri ¢aligmalarinda kaplama materyali bilesiminde direncli misir nisastasi
kullanmiglardir. Arastiricilar iirettikleri 500 pm’den kiiciik kapsiillerde bulunan L.
acidophilus 2409 kiiltiiriiniin 3 saat sonunda pH 2 deki 5,0 log kob/mL azaldigini,
ayn1 bakterinin %1 safra tuzu konsantrasyonunda ise sadece 1,0 log kob/mL
azaldigim tespit etmislerdir. Bu sonuglar bizim ¢alismamizda kullandigimiz her iki
probiyotik kiiltiirden aldigimiz sonuglarla benzerlik gostermektedir. Yine bu
calismada serbest ve enkapsiile edilmis probiyotik kiiltiirlerin yogurttaki depolama
siiresince canliligi incelenmis, arastirma sonunda hem serbest hem de kaplanmis
kiiltiirlerin canliliginda aynm1 oranda azalma kaydedilmistir.

Iyer ve Kailasapathya (2005) arastirmalarinda prebiyotik varliginda kitosan,
poli-L-lisin ve %]1,8 aljinat gibi farkli kaplama maddeleri ile kapladiklar1 L.

acidophilus CSCC 2400 ve CSCC 2409 suglarinin in vitro asidik ortamda ve safra
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tuzlar1 varhiginda canliliklarini incelemislerdir. Arastirma sonucunda prebiyotik
varliginda kaplama isleminin, probiyotiklerin canliliklarin1 korumada olumlu etki
gosterdigi belirtilmis, ancak buna ragmen asidik ortamda 3 saat icerisinde canli
mikroorganizma sayisinda yaklasik 5,0 log kob/g diizeyinde bir azalma oldugu tespit
edilmistir. Bu sonuglar bizim her iki kiiltiir icin buldugumuz sonuclarla paralellik
gostermektedir.

B. longum B6 ve B. infantis CCRC 14633 bakterilerinin piiskiirterek kurutma
yontemi ile kaplandigi bir ¢calismada (Lian ve ark., 2003) kaplama materyali olarak
%10 (w/w) jelatin, ¢coziinebilir nisasta, yagsiz siit tozu ve Arap zamki kullanilmistir.
Mikroenkapsiile ve serbest hiicrelerin canliliklar1 yapay mide suyunda (pH 2.0 ve
3.0) ve safra soliisyonunda incelenmistir (%0.5 ve 2). B. infantis CCRC 14633
susunun simule gastrik kosullarda ve safra soliisyonunda B. longum B6 susuna gore
daha hassas oldugu goriilmiistiir. Mikroenkapsiile edilmis bifidobakter’lerin canlilig
gastrik kosullarda ve safra soliisyonunda serbest hiicrelere gore daha az azalma
gostermistir. Bu olay mide suyu (pH 2) ve safra soliisyonu %?2’de daha belirgin bir
sekilde goriilmiistiir (Lian ve ark. 2002).

Yapilan diger bir calismada L. acidophilus LA1 susunun sodyum aljinat ve
nigasta ile mikroenkapsiilasyonunun proses kosullarina ve yapay mide ve bagirsak
kosullarma etkisi arastirdmistir. Mikroenkapsiile probiyotik bakterinin canlilig
yiiksek sicaklikta (72, 85 ve 90°C) ve yiiksek tuz konsantrasyonunda (%1, %1,5 ve
%2) arastrilmigtir. Buna gore serbest hiicreler 90°C sicaklikta tamamen yok
olmasina ragmen mikroenkapsiile hiicreler 4,14 log kob/mL birimlik azalma
gostermistir. Kaplanmis hiicreler yapay mide ortaminda (pH 1.0, 1.5 ve 2.0) ve
yiikksek tuz konsantrasyonunda (%1.0, %1.5, ve %?2.0) bakteri canliligim daha iyi

korumustur. Serbest hiicrelerde %?2’lik safra tuzunda 3 saatlik inkiibasyon sonunda
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5,47 log birimlik azalma goriilirken kaplanmis hiicrelerde 2,16 log birimlik bir
azalma goriilmiistiir. Yapay bagirsak pH’sinda mikroenkapsiile hiicrelerin serbest
hale gecmeleri 2,5 saat siirmiistiir. Yapilan bu calismalar sonunda L. acidophilus
LA1 susunun sodyum aljinat ile mikroenkapsiilasyonunun etkin bir kaplama yontemi
oldugu gosterilmistir (Sabikhi, 2008). Yapay mide ortaminda bizim yaptigimiz
calismalarda her iki bakteri kiiltiiriiniin de 1. saat sonunda canlhlik kaybina yol agtigi,
ancak yapay bagirsak ortaminda Sabikhi (2008) ile yakin sonuglar elde edildigi tespit
edilmistir.

Lee ve Heo (2000) yaptiklari calismada kalsiyum aljinat ile immobilize
ettikleri B. longum KCTC 3128 ve HLC 3742 suslarinin kaplanmamis hiicrelerinin
yapay mide ortaminda sirasiyla 30 ve 60 dakikada canliligim1 kaybederken;
kaplanmis hiicrelerin canliliklarim kaplamada kullanilan aljinat konsantrasyonuna
bagh olarak 2 ile 3 saatten daha uzun siire azalarak da olsa koruyabildiklerini tespit
etmislerdir. Bizim yaptigimiz calismalarda L. rhamnosus KPb7 ve L. acidophilus
KPb4b suslarinin aljinat+nisasta kapsiillerinde 180. dakikaya kadar bakteri canliligini
korurken aljinat ve manukol kapsiillerinde 120. dakika sonunda canli bakteri

say1sinin kalmadigi tespit edilmistir.

4.10. Mikrokapsiillerin Morfolojik Yapilarimmn Elektron Mikroskop

Goriintiileri

L. acidophilus KPb4b ve L. rhamnosus KPb7 kiiltiirlerinin 3 farkli kaplama
materyali ile kaplanmis mikrokiireciklerinin taramali elektron mikroskopta cekilen
morfolojileri Sekil 4.21, Sekil 4.22, Sekil 4.23, Sekil 4.24, Sekil 4.25 ve Sekil
4.26’da  verilmistir. Elektron mikrograflar incelendiginde farkli kaplama

materyallerinin farkli kapsiil yiizeyleri olusturdugu acik¢a goriilmektedir. Buna gore
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aljinat ve aljinat+nisasta kapsiillerinin yiizeyi birbirine benzedigi ve diizgiin
olmayan, ags1 ve piiriizlii bir yap1 gosterdigi, buna karsin manukol kapsiillerinin
yiizeyinin olduk¢a diizgiin ve piirlizsiiz bir yiizey yapisina sahip oldugu
goriilmektedir. Kapsiillerin yiizey yapilarindaki farkliliklarin kapsiillerin cesitli
fiziksel ve kimyasal etkilere kars1 farkli davranislar gdstermesinde 6nemli olabilecegi
diistiniilmektedir. Ancak yapilan ¢ekimlerde 2 farkli probiyotik kiiltiirii kullanilarak

hazirlanan kapsiillerin goriintiilerinin degismedigi, goriintiiniin sadece kaplama

materyali farkindan ortaya ¢iktigi tespit edilmistir.

10kV X190 100pm 0000 AIBU

Sekil 4.21. L. acidophilus KPb4b aljinat kapsiillerinin farkli biiyiitme oranlarindaki
goruntiisii

10kv X120 100pm 10kV  X4,000 Spm

Sekil 4.22. L. acidophilus KPb4b aljinat+nisasta kapsiillerinin farkli biiyiitme
oranlarindaki goriintiisii
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10kv X23 imm 0000 AIBU 10kv  X1,000 10um 0000 AIBU

Sekil 4.23. L. acidophilus KPb4b manukol Kkapsiillerinin farkli biiyiitme
oranlarindaki goriintiisii

20kV X19 1mm 0000 AIBU 20kv  X1,800 10pm 0000 AIBU

Sekil 4.24. L. rhamnosus KPb7 aljinat kapsiillerinin farkli biiyiitme oranlarindaki
goruntiisii

20kV X27  500pum 0000 AIBU 20kv  X2,700 Suym 0000 AIBU

Sekil 4.25. L. rhamnosus KPb7 aljinat+nisasta kapsiillerinin farkli biiyiitme
oranlarindaki goriintiisii
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RO

20kVv X5 200ym 0000 AIB 20kv  X16,000 1pm 0000 AIBU

Sekil 4.26. L. rhamnosus KPb7 manukol kapsiillerinin farkli biiyiitme oranlarindaki
gorintiisi

Taramal1 elektron mikroskobu ile yapilan c¢ekimlerde farkli kapsiil
yiizeylerinin farkli morfolojilere sahip oldugu tespit edilmistir. Buna gore en diizgiin
yiizeyin manukol kapsiillerinde oldugu, aljinat kapsiillerinin ise piiriizlii bir yiizeye
sahip oldugu, mikroorganizmalarin kapsiil icerisinde rastgele tutuklandigi, kapsiil
icerisinde ve ylizeyinde olmak iizere cesitli derinliklerde bulundugu belirlenmistir.
Benzer kapsiil goriintiileri Sultana ve ark. (2000) tarafindan yapilan ¢alismada da
gozlenmektedir.

Calleros ve ark. (2007) yaptiklan arastirmada Lactobacillus casei 81 LYO
kiiltiriinii %0.5 aljinat ve modifiye nisasta ile kapladiktan sonra yogurt icerisinden
+4°C’de 20 giin depolamuslardir. Siire sonunda caplar1 0,89 mm ile 1,08 mm arasinda
degisen kapsiilleri yogurttan ayirarak, kapsiillerdeki bakteri sayisini belirlemisler ve
aynt zamanda kapsiillerin  goriintiilerini  taramali  elektron  mikroskopta
incelemislerdir. Bu calismada elde edilen farkli kaplama yontemi nedeniyle daha
biiyiik kapsiillerle calisilmig, bunun sonucu olarak da elektron mikrograflar1 bizim

calismamizda cekilen goriintiilerden daha farkli bulunmustur.
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4.11. Mikroenkapsiile Probiyotik iceren Gida Orneginin Duyusal Analizi

L. acidophilus KPb4b ve L. rhamnosus KPb7 Kiiltiirlerinden hazirlanan
mikrokapsiiller kullanilarak ayr1 ayr1 vanilyali pudingler hazirlanarak daha 6nceden
konu hakkinda bilgilendirilmis 8’er panelist tarafindan duyusal analiz yapilmistir.
Numuneler hazirlandiktan sonra baglangigta ve 1 hafta buzdolabinda saklandiktan
sonra 8. giin duyusal analizler yapilmistir. Analizlerde kontrol olarak
mikroorganizma katilmamis gida Ornekleri kullanilmistir. Duyusal analiz igin

hazirlanan gida orneklerinin pH degerleri Cizelge 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.6. Duyusal analizi yapilan puding orneklerinin pH degerleri

Gida Ornegi  Ornekte Bulunan pH Degeri
Kapsiil Depolama Depolama pH Farki
Oncesi Sonrasi
KPb4b+Alj. 6.70 6.42 0.28
Vanilyah KPb4b+Man. 6.25 6.01 0.25
Puding KPb4b+A/N 6.46 6.11 0.35
Kontrol 6.85 6.70 0.15
KPb7+Alj. 6.66 6.33 0.33
Vanilyah KPb7+Man. 6.04 5.75 0.29
Puding KPb7+A/N 6.56 6.26 0.30
Kontrol 6.94 6.49 0.45

Bir gida maddesinin depolama Oncesi ve sonrasi pH degerlerindeki degisim biyolojik
stabilitesinin belirlenmesinde ©6nemlidir. Yukaridaki sonuglar incelendiginde
depolama Oncesi ve sonrasindaki pH degisimleri acisindan L. acidophilus KPb4b
kiiltiirii ile yapilan pudinglerde en yiiksek degisiklik 0,35 pH birimi ile
aljinat+nisasta ile kaplanan mikrokiireciklerde; en diisiikk degisiklik ise 0,15 pH
birimi ile kaplanmamis kiiltiir iceren kontrol grubu pudinglerinde goriilmiistiir. L.
rhamnosus KPb7 kiiltiirii ile yapilan pudinglerde ise en yiiksek degisiklik 0,45 pH

birimi ile kaplanmamis kiiltiir iceren kontrol grubu pudinglerinde; en diisiik
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degisiklik ise 0,29 pH birimi ile manukol ile kaplanan puding Orneklerinde
goriilmiistiir. Tim sonuglar genel olarak degerlendirildiginde pH’da meydana gelen
degisim 0,5 birimin altinda kaldigi icin iiretilen pudinglerin, pH ag¢isindan biyolojik
stabilitelerini koruduklar1 goriilmektedir. Tadim panellerinden elde edilen baslangic

ve 1. hafta sonrasi duyusal analiz sonuglar1 Cizelge 4.7 ve Cizelge 4.8’de verilmistir.

Cizelge 4.7. Puding numunelerinin depolama 6ncesi duyusal analiz sonuglart

Ornekte Agizda
Bulunan Koku Kivam  Renk Goriiniis  Tat Biraktigx Genel
. . Begeni
Kapsiil His

2 KPbdb+A 4.4+0.92 3.5+1.07 4.3x0.71 2.840.46 3.6x1.06  3.9+0.83  3.5+1.20
% KPb4b+M  4.5+0.71 4.840.00 3.9+1.41 3.9+0.00 4.1+0.71  4.3+0.71  4.3+0.71
S
% KPb4b+A/N 4.3+0.71 3.6£0.71 4.4£0.00 3.4+0.71 3.8£0.00 3.9+0.71  3.6+0.71
S
3 Kontrol ~ 4.5£0.71 4.3£0.00 4.5£1.41 4.0£2.12 4.5+£0.00 4.8£0.00  4.6+0.00
- KPb7+A  3.5£0.93 2.6+£0.52 3.8+1.04 3.4+1.06 3.4+0.74  3.4+0.74  3.5+0.76
=
§ KPb7+M  2.8+1.41 2.1£0.00 2.9+0.71 2.5+£0.00 1.0£0.00 1.0£0.00  1.0+0.00
£
S | KPb7+A/N  4.0+0.00 3.0£0.00 3.9£0.71 3.8£0.00 4.3+0.71 3.8+1.41  3.840.71
~
~ Kontrol ~ 3.9+0.00 2.8+0.00 3.5+2.12 3.4+1.41 4.3+0.71  4.0+£0.00 4.1+0.71

Depolama 6ncesi puding 6rneklerinin duyusal analiz sonuglar1 incelendiginde
genel begeni agisindan en yiiksek puani kontrol numunelerinin aldig1 goriilmektedir.
Bunun nedeni panelistlere soruldugunda probiyotik kapsiil igeren numunelerde
hissettikleri tuzluluk tadi oldugunu belirtmislerdir. Kontrol olarak sunulan
numunelerin de herkesin aligkin oldugu puding tadi oldugu dikkate alindiginda
alman sonuglar normal kabul edilebilir. Panelistlere soruldugunda puding
orneklerinde bazi panelistlerin kapsiillerden kaynaklanan partikiiler yapiy1
hissettikleri tespit edilmistir.

Mikroenkapsiile L. acidophilus KPb4b iceren numunelerden genel begeni
acisindan en yiiksek puani 4.3 ile Manukol kapsiilleri ile iiretilen pudingler alirken en

diisiik puan 3.5 ile aljinat kapsiilleri ile tiretilen pudingler almistir. Mikroenkapsiile
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L. rhamnosus KPb7 Kkiiltirii ile iiretilen pudingler genel begeni agisindan
incelendiginde en yiiksek puani 3.8 ile yine aljinat+nisasta kapsiilleri ile iiretilen
pudingler almis bunu sirasiyla aljinat (3.5 puan) kapsiilleri ile iiretilen pudingler ve

manukol (1.0 puan) kapsiilleri ile iiretilen pudingler takip etmistir.

Cizelge 4.8. Puding numunelerinin depolama sonras1 duyusal analiz sonuglari

Ornekte Agizda Genel
Bulunan Koku Kivam Renk  Goriiniis Tat Biraktig o
. . Begeni
Kapsiil His
2 KPb4b+A 4.1£1.13 3.1x1.13 3.8+¢0.71 2.5+0.93 3.3x1.16  3.5£1.20 3.1%1.13
% KPb4b+M  4.0+0.00 3.4+0.00 3.6+0.00 3.0+0.00 3.4+0.00  3.4+0.71 3.3+0.00
S
% KPb4b+A/N 4.0£0.71 2.9+0.71 3.9+0.71 3.0+0.71 3.3x0.71 3.1+0.00  3.0+0.00
S
q Kontrol ~ 4.4+0.00 4.3+0.00 4.5+0.00 4.3+x0.00 4.5+0.00 4.8+0.00  4.6+0.00
- KPb7+A  3.1£1.25 2.3£1.28 3.3£1.04 2.8+1.49 3.0£1.07 3.0£1.31 2.9+1.36
=
§ KPb7+M  2.8+1.41 1.320.00 2.4+0.00 2.1+0.71 1.4+0.00 1.4+£0.00  1.5+0.71
§ KPb7+A/N  3.3+0.71 2.4+0.00 3.1+0.00 2.8+1.41 3.0+0.71 2.9+0.71  2.5+0.71
~
~ Kontrol ~ 3.4+0.71 2.5+1.41 3.3+1.41 2.6x1.41 3.9+0.71 3.6+0.71 3.3+1.41

Puding ile yapilan duyusal analiz denemelerinde ticari olarak bu iiriinlerde raf
omrii olarak belirlenen 1 haftalik periyot esas alinarak +5°C’de yapilan depolama
sonrasinda numuneler aym kosullarda tekrar ayni panelistler tarafindan duyusal
analize alinmistir. Depolama sonrasinda mikroenkapsiile L. acidophilus KPb4b
iceren puding orneklerinde genel begeni agisindan en yiiksek puam 4.6 ile kontrol
ornegi almis bunu sirasiyla 3.3 puan ile manukol kapsiilleri ile iiretilen pudingler, 3.1
puan ile aljinat kapsiilleri ile iiretilen pudingler ve 3.0 puan ile aljinat+nisasta
kapsiilleri ile diretilen pudingler takip etmistir. Depolama sonrasinda mikroenkapsiile
L. rhamnosus KPb7 Kkiiltiirii ile iiretilen puding Orneklerinde ise genel begeni
acisindan en yiiksek puani 3.3 puan ile kontrol drnegi almis olup bunu sirasiyla 2.9

puan ile aljinat kapsiilleri ile iiretilen pudingler, 2.5 puan ile aljinat+nisasta kapsiilleri
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ile iiretilen pudingler ve 1.5 puan ile manukol kapsiilleri ile iiretilen pudingler
izlemistir.

Depolama oncesi ve sonrast degerler acisindan karsilastirildiginda ise
mikroenkapsiile L. acidophilus KPb4b iceren puding 6rneklerinde kontrol haricinde,
en yiiksek begeni kazanan numune manukol i¢eren numunelerdir. L. rhamnosus
KPb7 igceren puding 6rneklerinde ise aljinat ve aljinat+nisasta mikrokapsiilleri iceren

ornekler en yiiksek begeniyi kazanmislardir.

4.12. Sonuclarn Istatistiksel Analizi

Arastirmada iizerinde ¢alisilan her iki mikroorganizmanin farkl sicakliklarda

depolama stabilitesi yapay mide ve ince bagirsak ortamlarindaki canliliklarinin

karsilastirilmast amaciyla normallik testi yapilmis ve elde edilen sonuglar Cizelge

4.9’da verilmistir.

Cizelge 4.9. Normallik testi sonuglart

Shapiro-Wilk Testi Sonucu

Parametre

Statistic df Sign
YMO L. acidophilus KPb4b 0,94 16 0,394 normal
YMO L. rhamnosus KPb7 0,91 16 0,149 normal
YMO L. acidophilus KPb4b; 0,91 16 0,149 normal
L. rhamnosus KPb7
YIBO L. acidophilus KPb4b 0,87 16 0,031 normal degil
YIBO L. rhamnosus KPb7 0,90 16 0,093 normal
YIBO L. acidophilus KPb4b; 0,90 16 0,093 normal
L. rhamnosus KPb7
DS L. acidophilus KPb4b 0,87 16 0,025 normal degil
DS L. rhamnosus KPb7 0,79 16 0,002 normal degil
DS L. acidophilus KPb4b; 0,79 16 0,002 normal degil

L. rhamnosus KPb7

YMO: Yapay Mide Ortami, YIBO: Yapay Ince Bagirsak Ortami, DS: Depolama Stabilitesi df: Serbestlik derecesi
Sign: Onem
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Veri sayisina uygun olarak normallik durumuna Shapiro-Wilks Testi ile
bakilmig, buna gore Sign degeri 0,05’ten biiyiikk olanlar normal, 0.05’ten kiigiik
olanlar ise normal dagilmamaktadir (normal degil) seklinde verilmistir.

Yapay mide ortaminda L. rhamnosus KPb7 gruplar arasinda farklilik olup
olmadig1 anova ile analiz edilmis; Sign degeri (0,481) 0,05’ten biiyiik ¢iktigr icin L.
rhamnosus KPb7 gruplan arasinda fark olmadigi belirlenmistir. Benzer sekilde
yapay mide ortaminda L. acidophilus KPb4b gruplar arasinda farklilik olup olmadigi
anova ile analiz edilmis; Sign degeri (0,167) 0,05’ten biiyikk c¢iktigi icin L.
acidophilus KPb4b gruplar arasinda fark olmadigi belirlenmistir.

Yapay mide ortaminda L. rhamnosus KPb7 ve L. acidophilus KPb4b gruplar
arasinda farklilik olup olmadig ¢ testi ile analiz edilmistir. Buna gore Sign degeri
(0,854) 0,05’ten biiyiik ciktigr icin L. rhamnosus KPb7 ve L. acidophilus KPb4b

gruplart arasinda fark olmadig: belirlenmistir (Cizelge 4.10).

Cizelge 4.10. Yapay mide ortaminda L. acidophilus KPb4b ve L. rhamnosus KPb7
gruplari arasindaki farklilik testleri

L. acidophilus KPb4b Gruplar1 L. rhamnosus KPb7 Gruplar1 L. acidophilus KPb4b ve
(Serbest Hiicre A, AN, M) (Serbest Hiicre, A, AN, M) L. rhamnosus KPb7
Arasindaki Fark (F) Arasindaki Fark (F) Arasindaki Fark (7)

1,921 0,854 0,034*

*: P<0,05 seviyesinde onemli; (F): Anova varyans analizi F degerleri; (r): Bagimsiz ¢ testi varyans analizi t
degerleri ; A: Aljinat mikrokapsiilleri; AN: Aljinat+nisasta mikrokapsiilleri; M: Manukol mikrokapsiilleri

Yapay ince bagirsak ortaminda L. rhamnosus KPb7 ve L. acidophilus KPb4b
gruplart arasinda farklilik olup olmadigi ¢ testi ile analiz edilmistir. Sign degeri
(0,034) 0,05’ten kiiciik ¢iktig1 icin L. rhamnosus KPb7 ve L. acidophilus KPb4b

gruplari arasinda fark oldugu belirlenmistir.
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Yapay ince bagirsak ortaminda L. rhamnosus KPb7 gruplarn arasinda farklilik
olup olmadigi anova ile analiz edilmistir. Sign degeri (0,000) 0,05 ten kiigiik ciktig
icin L. rhamnosus KPb7 gruplart arasinda fark oldugu belirlenmistir. Hangi grubun
digerlerinden farkli oldugunu belirlemek i¢in grup varyanslari homojen oldugundan

(sign=0,000<0,05) Scheffe testi kullanilmistir.

Yapay ince bagirsak ortaminda L. acidophilus KPb4b gruplan arasinda
farklilik olup olmadig1 Kruskal-Wallis Testi ile analiz edilmistir. Sign degeri (0,024)
0,05’ten kiiciik ¢iktig icin L. acidophilus KPb4b gruplan arasinda fark oldugu
belirlenmistir. Hangi grubun digerlerinden farkli oldugunu belirlemek icin Mann-
Whitney U Testi kullanilmistir. Sonuclar Cizelge 4.11, Cizelge 4.12, ve Cizelge

4.13’te verilmistir.

Cizelge 4.11. Yapay ince bagirsak ortami varyans analiz sonuglart

L. acidophilus KPb4b ve
L. rhamnosus KPb7
Arasindaki Fark (r)

L. acidophilus KPb4b L. rhamnosus KPb7 Gruplari
Gruplari Arasindaki Fark  Arasindaki Fark (F)
(Chi-square)

9,419* 14,499* -2,266

*: P<0,05 seviyesinde onemli; (F): Anova varyans analizi F degerleri; (£): Bagimsiz t testi varyans analizi t
degerleri ; Chi-square: Kruskal-Wallis varyans analizi chi-square degerleri

Cizelge 4.12. Yapay ince bagirsak ortami L. acidophilus KPb4b gruplar arasi
farkliliklar

A-M A-AN M-AN KPb4b-A KPb4b-AN KP4b-M

Mann- Whitney

U Testi (Z) 0577 -1.443 -0289  -2,309 2,309 2,309

*: P<0,05 seviyesinde onemli; Z: Mann- Whitney U Testi Z degerleri; A: Aljinat mikrokapsiilleri, AN:
Aljinat+nisasta mikrokapsiilleri, M: Manukol mikrokapsiilleri
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Cizelge 4.13. Yapay ince bagirsak ortami L. rhamnosus KPb7 gruplar arasi
farkliliklar.

A-M A-AN M-AN KPb7-A  KPb7-AN  KPb7-M

Scheffe Testi
(@)

*: P<0,05 seviyesinde onemli; J: Scheffe testi J degerleri; A: Aljinat mikrokapsiilleri, AN: Aljinat+nisasta
mikrokapsiilleri, M: Manukol mikrokapsiilleri

1,238 2,975% 1,738 2,818 5,793% 4,055%

Depolama stabilitesi agisindan L. rhamnosus KPb7 gruplar arasinda farklilik
olup olmadig1 Kruskal-Wallis Testi ile analiz edilmistir. Sign degeri (0,840) 0,05’ten

biiyilik ¢iktigt icin L. rhamnosus KPb7 gruplar arasinda fark olmadig belirlenmistir.

Depolama stabilitesi agisindan L. acidophilus KPb4b gruplan arasinda
farklilik olup olmadig1 Kruskal-Wallis Testi ile analiz edilmistir. Sign degeri (0,001)
0,05’ten kiiciik ¢iktign icin L. acidophilus KPb4b gruplan arasinda fark oldugu
belirlenmistir. Hangi grubun digerlerinden farkli oldugunu belirlemek i¢in ise Mann-

Whitney U Testi kullanilmustir.

Depolama stabilitesi agisindan L. rhamnosus KPb7 ve L. acidophilus KPb4b
gruplar arasinda farklilik olup olmadigit Mann- Whitney U testi ile analiz edilmis;
Sign degeri (0,000) 0,05 ten kiiciik ¢iktigi igin L. rhamnosus KPb7 ve L. acidophilus
KPb4b gruplar arasinda fark oldugu belirlenmistir. Sonuglar Cizelge 4.14 ve Cizelge

4.15’te verilmistir.

Cizelge 4.14. Depolama stabilitesi varyans analizleri

L. acidophilus KPb4b L. rhamnosus KPb7 ruplart L. rhamnosus KPb7 ve
Gruplar Arasindaki Fark Arasindaki Fark (chi- L. acidophilus KPb4b
(Chi-square) square) Arasindaki Fark (Z)
0,840 16,888* -3,999*

*: P<0,05 seviyesinde 6nemli; Chi-square: Kruskal-Wallis varyans analizi chi-square degerleri; Z: Mann-
Whitney U Testi Z degerleri
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Cizelge 4.15. Depolama stabilitesi L. acidophilus KPb4b gruplar arasi farkliliklar

Haftalar 1-2 1-3 1-4 2-3 2-4 3-4

Mann- Whitney U 1706 2.017%  3302% 1721 -3302% -3.021*
Testi (Z)

*: P<0,05 seviyesinde 6nemli; Z: Mann- Whitney U Testi Z degerleri
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5. SONUC

Bu calismadan elde edilen sonuclar 6zetle asagida siralanmistir:

Ulkemiz iistiin nitelikli yeni potansiyel probiyotik suslarin izolasyonu
acisindan cok zengin bir cografyada bulunmaktadir. Probiyotik 6zellikler agisindan
var olan ticari kiiltiirlere alternatif yerel suslarin izolasyonu, tanisi ve probiyotik gida
tiretiminde kullanim olanaklarinin arastirildigi bu calismada L. acidophilus KPb4b ve
L. rhamnosus KPb7 kiiltiirlerinin probiyotik gida iiretiminde kullanim potansiyeline
sahip olduklar belirlenmistir.

Mikroenkapsiilasyonda farkli kaplama materyalleri ve farkli probiyotik
kiiltiirlerin kaplanmasi calismalarinda her bir mikroorganizma kiiltiirii ayr1 ayr ele
alimmal1 ve tiire, hatta susa 6zgii kaplama materyali ve yontemi gelistirilmelidir. Bu
amag icin uygun yontem ve kaplama materyali kombinasyonu ¢ok dnemlidir. Hangi
kaplama materyalinin hangi miktarda ve karisimda kullanilacagi denemelerle ortaya
konulmalidir.

Literatiirde yapilan calismalarin biiyiikk cogunlugu analitik saflikta kaplama
materyalleri kullanilarak in vitro kosullarda yapilmis c¢alismalardir. Bu acgidan
bakildiginda bu arastirmada gida endiistrisi i¢in Onerilebilecek kaplama materyalinin
gida safliginda kullanilabilen, ucuz ve kolay temin edilebilen materyaller arasindan
secilmesi gerektigi dikkate alinarak manukol kaplama materyali olarak 6zellikle

denemeye dahil edilmistir.
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Kaplama materyali olarak depolama stabilitesi agisindan degerlendirildiginde
aljinat+nisasta karisimindan elde edilen emiilsiyonun tek basina aljinat ve manukol
(gida safligindaki aljinat) ile elde edilenden daha uygun bir kaplama materyali
oldugu tespit edilmistir.

Kaplama materyalinin mikrokiireciklerin sicaklik, diisiik pH, yapay mide ve
bagirsak ortamlarindaki ozellikleri iizerine ©Onemli etkisi oldugu ve Kkapsiiliin
morfolojik goriiniimiinii etkiledigi belirlenmistir.

Mikroenkapsiilasyon genellikle hassas, zor gelisen veya oksijen toleransi
diisiik olan kiiltiirler i¢in uygun bir koruma yontemidir. Dogal kaynaklardan izole
edilen suslarin genel olarak gida iiretim proseslerinde karsilasilan olumsuz kosullara
direnci gelistirilmis ticari suslardan daha yiiksektir. Ancak bu suslarin canlilik
kayiplarinin en aza indirilmesi ve katilacagi gidanin fiziksel, kimyasal ve duyusal
ozelliklerini  degistirmeden, raf Omrii siliresince canliliZim1  koruyabilmesi
mikroenkapsiilasyon ile miimkiin olmaktadir.

Bu arastirmada secilen L. acidophilus KPb4b ve L. rhamnosus KPb7
kiiltiirlerinin %1,5 manukol ve %1,5 aljinat+%0,5 nisasta karisimi ile kaplanarak
model gida olarak belirlenen puding ortaminda kullanildiginda genel begeni
acisindan kontrol grubuna yakin puanlar aldigi goriilmiistiir.

Bundan sonra yapilacak bagka caligmalarla probiyotik nitelikleri belirlenmis
ve kesin tanmilar1 yapilmig bu mikroorganizmalardan elde edilen mikrokapsiillerin

cesitli gida ortamlarinda kullanilabilme potansiyelinin aragtirilmasi gerekmektedir.
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7. EKLER
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EK 2. L. rhamnosus KPb7 Susunun Molekiiler Tam Sonu¢ Dendogrami

L
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P PAT

Lactobacillus rhamnosus strair
Lactobacillus sp. TEE 165 rib.
La tobacillus rhamnosus she..
firmicutes | 4 leaves

Lactobacillus rhamnosus st
Lactobacillus rhamnosus part.
Uncultured compost ba terium
Lactobacillus rhamnosus Lo 7C
Uniculfured compost bacterdium
Lactobacillus rhamnosus st
Lac tobacillus rhamnosus ste.,
Uncultured bacterium clone B..
Lactobacillus casei gene for 1.,
Lac obacillus rhamnosus gene,
firmicutes | 7 leames

Lactobacillus rhamnosus strair
fitmicutes | 2 leaves

firmicutes | 2 leanes

Lactobacillus rhamnosus ste..
Lactobacillus sp. rennanagilfis..
Lactobacillus casei shain AT...
Lactobacillus zeae gens for 1...
firmicutes | 27 leaues

Lactobacillus sp. LI(2006) 1...
Lac tobacillus casei cuthire coll,
firmicutes | 12 leanes

Uncultured bacterium clone E..
La tobacillus casei cuthire coll,
Lactobacillus casei culhure coll.
Lactobacillus casei culhure coll.
Lactobacillus casei cuthire coll,
Lactobacillus casei culfure coll.
Unculfured bacterium clone n...
Lactobacillus zeae gene for 1...
Lactobacillus zeae gene for 1...
Lactobacillus zeae gens for 1...
firmicutes | 5 leaves

Lactobacillus sp. rennanailfie..
firmicutes | & leaves

firmicutes | 2 leanes

Lactobacillus rhamnosus st
Uniculfured bacterium clone P
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