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OZET

Y. Lisans Tezi

PROBIYOTIK BAKTERILERIN MiKROENKAPSULASYONLA SAGLIGA YARARLI
ETKILERININ ARTIRILMASI

Fatih ORTAKCI

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilimdali

Danisman: Prof. Dr. Selahattin SERT

Probiyotik Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 susu ekstriizyon metoduyla mikroenkapstile
edilmis, olusturulan model sindirim sisteminde canliligin1 siirdiirebilme yetenegi arastirilmis ve
fermente bir siit {irlinii olan yogurtta raf dmrii boyunca canlilig1 izlenmistir. %4 konsantrasyonlu
aljinat siispansiyonunda immobilize edilen L. acidophilus ATCC 4356 probiotik bakterisini
igeren yogurt orneklerinden depolama periyodunda belirli araliklarla (0, 7, 14, 21, 28 giin)

sayimlar yapilmuistir.

Aljinatla mikroenkapsiilasyon igleminin olusturulan model sindirim sisteminde L. acidophilus
ATCC 4356 susunun canliligin1 korumada serbest formuna kiyasla oldukca etkili oldugu ortaya
konulmustur (p<0,01). Uriiniin raf émrii siiresince serbest ve enkapsiile L. acidophilus ATCC
4356’nin sayisindaki azalis ayni seviyede ve ¢ok onemli bulunmus olup (p<0,01), depolama
periyodunda enkapsiilasyon isleminin L. acidophilus ATCC 4356’y1 koruyucu etkisi
gozlenememistir. Mikroenkapsiile ve serbest L. acidophilus ATCC 4356 igeren yogurtlarda
depolama periyodunda pH’larda 6nemli bir farklilik tespit edilememistir (p>0,05). Serbest,
enkapsiile ve kontrol yogurtlara ait duyusal analiz sonuglarinda enkapsiilasyonun yogurtlarin
yap1 ve tekstiiriinde dnemli seviyede etkiye yol actig1 (p<0,05) ancak genel kabul diizeyi olarak
serbest, enkapsiile ve kontrol yogurtlardaki farkin énemsiz seviyede oldugu goézlemlenmistir

(p>0,05).

2010, 50 sayfa
Anahtar Kelimeler: Probiyotik, mikroenkapsiilasyon, Lactobacillus acidophilus ATCC 4356,

model sindirim sistemi



ABSTRACT

Ms Thesis

IMPROVING THE HEALTH BENEFITS OF PROBIOTIC BACTERIA BY
MICROENCAPSULATION

Fatih ORTAKCI

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

Supervisor: Prof. Dr. Selahattin SERT

Probiotic strain of Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 was microencapsulated by extrusion
method and investigated its survival in simulated gastric digestion and during storage period in
yoghurt which is a fermented dairy product. Yoghurt samples that contained encapsulated
probiotic bacterium L. acidophilus ATCC 4356 was immobilized in alginate suspension has a

concentration of 4% and enumerated in certain intervals (0, 7, 14, 21, 28) during storage period.

It was shown that, microencapsulation process with alginate has improved the survival of L.
acidophilus ATCC 4356 in simulated gastric digestion very significantly (p<0,01) than the free
form of same strain. The decrease in the numbers of free and encapsulated L. acidophilus ATCC
4356 was similar and very significant (p<0,01) during shelf life of product and protective effect
of encapsulation process was not observed on L. acidophilus ATCC 4356 during storage period
of the product. Yoghurts that contained free or encapsulated L. acidophilus ATCC 4356 had no
significant differences in terms of pH. According to sensory analysis of yoghurts (containing
encapsulated or free bacteria and control yoghurts), encapsulation was found to have significant
effect on the structure and texture of yoghurts (p<0,05), however, there were no significant

difference in general acceptance between all kinds of yoghurts (p>0,05).
2010, 50 pages

Keywords: Probiotic, microencapsulation, Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, simulated

digestive system
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1.GIRiS

Probiyotiklerin insan sagligina etkileri iizerine olan ilgi 1908 yilina kadar uzanmaktadir.
Pastoriin asistan1 ve meslektas1 Metchnikoff insanoglunun daha uzun yasayabilmesi i¢in
laktobasillerle fermente edilmis siitleri tiiketmesini Onermistir. Bununla birlikte son
zamanlarda intestinal m.o.’lar ve saghiga faydalar1 arasindaki iliski giderek daha iyi
anlagilmaya baslanmistir. Genel olarak sindirim sisteminde yer alan mikrobiyal
popiilasyondaki optimum denge iyi beslenme ve saglikla ilgilidir (Rybka and
Kailasapathy 1995). Bu dengenin saglanmasinda oncelikli olarak etkiye sahip m.o.’lar
laktobasiller ve bifidobakterilerdir. Giderek artan kanitlar probiyotik m.o.’larin
tilkketiminin belirtilen etkin mikrobiyal profilin korunmasinda ve daha bir¢ok terapdtik
yararlar saglamasinda etkili oldugunu gdstermistir (Lourens-Hattingh and Viljoen
2001). Bu asamadan itibaren probiyotik terimi ortaya ¢ikmis ve degisik tanimlamalar
yapilmistir.

Fuller (1992) probiyotikleri konak¢inin barsak mikrobiyel dengesini gelistirerek
konak¢1 tiizerinde yararli etkiler yapan canli mikrobiyel suplementler olarak
tanimlamigken FAO/WHO (2002) probiyotikleri, yeterli miktarlarda viicuda
alindiklarinda konak¢1 {izerinde faydali etkiler gosteren canli m.o’lar olarak
tanimlamistir. Probiyotiklerin faydalari; barsak enfeksiyonunun kontrolii, serum
kolesterol diizeylerini kontrol etme ve laktoz intolerans hastalarinda laktoz kullanimini
gelistirmeye yardimci olmak seklinde siralanabilir (Krasaekoopt et al. 2003). Ayrica,
probiyotiklerin  antikarsinojenik ve antimutajenik aktivitelerinin oldugu da
belirtilmektedir. Bu aktivitenin; karsinojenin ve/veya prokarsinojenin inhibisyonu,
prokarsinojenleri karsinojenlere doniistiiren bakterilerin inhibisyonu, konakg¢inin
bagisiklik sisteminin aktivasyonu ve mikrobiyel aktiviteyi diisiirmek i¢in barsak pH’sin1
diistirmek gibi bir veya daha fazla faktorden kaynaklanabildigi diistiniilmektedir (Rasic
and Kurmann 1983; Gilliland 1989). Buna ilave olarak, 6zellikle L. acidophilus suslari
icin hipokolesterolemik etkiler (kan kolesteroliiniin diismesi) bildirilmistir (Gilliland

1989; Buck and Gilliland 1994).



Son yillarda bakteriler gidalarla kombine sekilde diyetsel ilaveler olarak artan bir
sekilde boy gostermekte, probiyotikler gida komponenti olarak ya da dogrudan
tilkketilebilmektedir. Probiyotik m.o.’lar1 igeren gidalar fonksiyonel gidalar kategorisinde
ele alinmakta ve saglhiga pozitif etkilere sahip oldugu bildirilen gidalar olarak
tanimlanmaktadir. Gelisen diinyada bu tarz gidalarin popiilaritesi ve kabiiledilirligi
insanlarin bilin¢lenmelerine bagl olarak giderek artmakta, Japonya ve ABD’de uzun bir
stiredir kabul gormektedir. Yine probiyotiklerin sagliga oldukca ciddi faydali etkilerinin
ortaya ¢ikmasma bagli olarak probiyotiklere olan ticari ilgi olduk¢a hizli bir artig
gostermis ve bu sektoriin ¢ok hizli gelismesine olanak tanimmistir. Gliniimiizde
probiyotik m.o.’lar i¢in en popiiler tasiyict gidalar yogurt, fermente siitler, kiiltiir iceren

fermente edilmemis siitler ve ¢ok ¢esitli peynirlerdir (Stanton et al. 1998).

Probiyotik potansiyelleri sebebiyle bircok farkli mikroorganizma siit {iriinlerine ilave
edilmektedir (Fuller 1997; Gibson and Fuller 1998). Canli L. acidophilus ve B. bifidum
hiicrelerinin taginmasinda en Onemli siit iirlinlerinden biri bio-yogurttur. Terapdtik
minimumun saglanabilmesi i¢in yeterli sayilarda canli hiicrelerin diizenli bir sekilde
tilkketilmesiyle probiyotik etkinin tiiketiciye transfer olmasi gerekmektedir. Tiiketim
giinliik olarak 10° kob/g iceren bio-yogurttan 100 g’dan fazla olmali ve yine
probiyotiklerin tiiketim Oncesinde canliliklar1 biiylik 6nem arzetmektedir (Lourens-

Hattingh and Viljoen 2001).

Bir¢ok {ilkede fermente {irlinlerdeki probiyotik bakterilerin sayilart igin standartlar
gelistirilmistir.  Ornegin MERCOSUR iilkeleri (Arjantin, Paraguay, Brezilya ve
Uruguay) tarafindan onaylanan bir diizenleme ile fermente siitlere ilave edilen
bifidobakteriler i¢in minimum diizey 10° kob/g olarak tespit edilmistir (Pagano 1998).
Japonya’da ise Fermente Siitler ve Laktik Asit Bakteri Icecekleri Kurulusu tarafindan
taze siit tiriinlerinde ml’de minimum 10’ canli probiyotik bakteri hiicresi gerektiren bir

standart gelistirilmistir (Robinson 1987).

Yogurtta probiyotik bakteriler i¢in tavsiye edilen minimum diizey 10° kob/g, (Robinson
1987; Kurman and Rasic 1991) veya giinliik viicuda alim miktar1 yaklasik 10° olmalidir



(Anonymous 1992). Gomes and Malcata (1999) ve Shah et al. (2000)’e gore tiikketimden
hemen 6nce canli bifidobakteriyal hiicrelerin iiriinde bulunmast tavsiye edilen diizey 10°
kob/g iiriin olup giinlik alimasi tavsiye edilen toplam diizey 10° canh hiicredir.
Ishibashi and Shimamura (1993)’e gore ise fonksiyonel gidalar en az 107 kob/g canli
probiyotik m.o. icermeli ve sagliga pozitif etkiler géstermesi i¢in bu gidalarin giinliik

titketim miktar1 100 g/giin’den fazla olmalidir.

Probiyotik m.o.’larin sagliga yararlar1 Cizelge 1.1°de verilmistir.



Cizelge 1.1. Probiyotiklerin Sagliga Yararlar1 (Gorbac 2002)

Kamitlanmis Yararlar

Akut Rotavirus diaresi ve gastroenteridisin dnlenmesi ve tedavisinde

Antibiyotik iliskili diarenin tedavisinde

Onemli delillerle ortaya konulmus ancak daha fazla kamita ihtiyac duyulan
faydalar:

Gida alerjisi ve atopik egzemanin onlenmesi

Clostridium difficile enfeksiyonlarinin tedavisi ve 6nlenmesi

Giinliik bakim merkezlerindeki ¢ocuklarda meydana gelen akut solunum yolu
enfeksiyonlarinin 6nlenmesi

Vajina iltihabinin (vajinitis) tedavisi ve dnlenmesi (candida ve bakteriyal vajinosis)

Seyahat¢ilerde meydana gelen diarenin 6nlenmesi

Umit verici alanlarda devam eden arastirmalar

Chron hastaligy, iilseratif kolit ve posutisin tedavisi

Astim gibi allerjik hastaliklarin 6nlenmesi

Sistik fibroze karsi (intestinal septomlar ve solunumla ilgili vakalar)
Cocuklarda dis ¢iirtimelerinin 6nlenmesi

Kabizligin hafifletilmesi

Rahatsiz edici barsak sendromlarinin tedavisinde

Bagisikliga yardimer maddeler olarak oral asilara yogunlagtirilarak ilavesi

Helicobacter pylori enfeksiyonlarinin 6nlenmesi

Gelecekte Arastirmalarin yapilacag alanlar

Kolon kanserinin 6nlenmesi(Sadece hayvanlardan elde edilen veriler mevcut)
Mesane kanserinin tedavisi

Romatizma, eklem iltihab1 ve kire¢lenmeye karsi

Cinsel yollarla gecen hastaliklar ve HIV’e kars1

Vitamin, insulin, lisin, bakteriyal ya da viral immunojenleri iceren genlerin ilavesi

ile genetigi modifiye probiyotiklerin elde edilmesi




Goriildiigii izere probiyotiklerin sagliga ¢cok 6nemli faydalar gostermesi bu m.o.’lar1
barindiran gidalar1 6nemli hale getirmis ve bu asamada probiyotik gidalarda kullanilan

m.o.’lar Cizelge 1.2°de verilmistir.

Cizelge 1.2. Probiyotik Gidalarda Kullanilan Mikroorganizmalar (Tannock 1997)

hnsan Beslenmesinde Kullanilanlar Hayvanlarin beslenmesinde kullanilanlan
Lactobacillus acidophilus Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus casei Shirota Lactobacillus casei

Lactobacillus delbruckii subs bulgaricus | Lactobacillus delbruckii subs bulgaricus
Lactobacillus johnsonii Lactobacillus plantarum

Lactobacillus reuteri Lactobacillus reuteri

Lactobacillus rhamnosus Bifidobacterium bifidum
Bifidobacterium adolescentis Bacillus subtilis

Bifidobacterium bifidum Streptococcus thermophilus
Bifidobacterium breve Pediococcus pentosaceus
Bifidobacterium longum Enterococcus faecium

Bifidobacterium infantis Saccharomyces cerevisiae
Streptococcus thermophilus Aspergillus oryzae

Saccharomyces boulardii Torulopsis spp.

Yogurt gibi fermente siit tirlinlerinin probiyotiklerin tiiketicilere ulagtirilmasinda birer
tasiyici arag olarak kullanimlart olduk¢a yaygin ve kabul goren bir uygulamadir.
Fermente siitler sadece besleyici degil ayni zamanda insanda belirli immunolojik
fonksiyonlar gosteren tedavi edici ajanlardir (Reid et al. 2001; Meydani and Ha 2000).
Ancak bifidobakterilerin yogurttaki canliliklart oldukga disiiktiir, ¢iinkli antimikrobiyal
ajanlar olarak bilinen ve yogurt pH’sin1 diisiiren(4,2-4,6) laktik ve asetik asit olusumuna

tolerans gosteremezler (Lankaputhra et al. 1996).

Normal yogurt kiiltiirleri olan Lactobacillus delbruckii spp. bulgaricus ve Streptococcus
salivarius spp. thermophilus, yogurtta pB-galaktozidaz iiretmekte ancak, bu bakteriler

intestinal sistemde diigsiik safra tuzu toleranslari sebebiyle gelisememekte ve



canliliklarin1 koruyamamaktadirlar. M.o.’larin konak¢ida canliligini siirdiirebilme ve
cogalabilme yetenegi probiyotik faydalarini giiclii bir sekilde etkilemektedir. Bakteriler,
tirtinde metabolik olarak stabil ve aktif olmali, sindirim sisteminde yiliksek oranda canli
kalabilmeli ve konakg1 barsaklarinda yararli etkiler gosterebilmelidir (Krasaekoopt et al.

2003).

Bir ¢ok caligma yogurt ve fermente siitlerde probiyotiklerin canliliklarin siirdiirebilme
yeteneklerinin disiik oldugunu gostermektedir. (Shah et al. 1995; Dave and Shah 1997;
Shah and Lankaputhra 1997; Gardini et al. 1999; Schillinger 1999; Vinderola et al.
2000). Ravula and Shah (1998) c¢ok yiiksek sayilarda probiyotik bakterileri iceren
fermente  dondurulmus siit  drlinlerindeki  probiyotiklerin ~ canliliklarini
stirdiiremediklerini, -18°C’de 8-12 hafta depolama sonunda 5-6 log diisiis oldugunu
tespit etmislerdir. Hekmat and McMahon (1992) tarafindan yapilan ¢alismada da benzer
sonuglar elde edilmistir. Lankaputhra and Shah (1995) ise L. acidophilus ve
Bifidobacterium spp.’nin asit ve safra tuzlari ortaminda canliliklarini siirdiirebilme

yeteneklerinin diisiik oldugunu bildirmislerdir.

Probiyotik bakterilerin sagliga faydali etkilerinden yararlanmak i¢in gidalarda kullanimi
glinlimiiz dlinyas1 gida sanayiinde giderek artan bir trend halini almistir, ancak yukarida
bahsedildigi iizere probiyotiklerin proses stabiliteleri her zaman optimal degildir. Bu
nedenle probiyotik organizmalarin fermente siit {iriinlerinde canliliklarinin gelistirilmesi

ihtiyact dogmustur (Gomes and Malcata 1999; Shah 2000; Kailaspathy and Chin 2000).

Mikroenkapsiilasyon teknolojisi gida {liretim prosesinde ve depolamada m.o.’larin
canliliklarinin korunmasinda kullanilabilmektedir. En 6nemli olgu ise enkapsiilasyonun,
mikroorganizmalarin gastrointestinal sistemden gecerken canli kalabilmesini saglamasi
ve hedef bolgede (barsaklar) m.o.’larin salinimina olanak tanimasidir. Probiyotikler
dahil cesitli bakteriyel kiiltiirlerin mikroenkapsiilasyonu onlarin muhafaza Omriini
uzatmak ve kullanimlarmi kolaylagtiracak bir toz formuna doniistirmek igin
kullanilagelen yaygin bir metottur. Kiiltiirleri kapsiillemek ve konsantre toz formuna

doniistiirmek i¢in sprey kurutma, dondurarak kurutma, akigkan yatak kurutma gibi



cesitli teknikler kullanilmaktadir. Ancak, bu tekniklerle kapsiillenen bakteriler iiriinde
tamamen ag¢ilmaktadir. Bu durumda kiiltlirler iiriin ortamindan, mide veya barsak
sisteminden gegerken korunamamaktadir. Mikroenkapsiilasyon c¢aligmalarinda en
yaygin trend aljinat, k-karragennan, kitosan, ksantan gum, gellan gum gibi uygun
polimerler kullanilarak yapilan tutuklama islemidir. Hidrokolloid damlaciklar iginde
enkapsiilasyon, damla matriksi i¢indeki hiicreleri immobilize eder ve sonug olarak bdyle

bir ortamda korunma saglanir (Krasaekoopt et al. 2003).

Immobilizasyon, hiicrelerin serbest hareketlerini sinirlayan herhangibir metot olarak
tanimlanmaktadir. Genelde baglanma ve tutuklama olmak tiizere 2 tip immobilizasyon
vardir. Baglanma tekniginde m.o.’lar bir yiizeye adsorbsiyon yada kovalent baglanma
ile veya diger m.o.’lara flokiilasyon ve hiicrelerin ¢apraz baglanmasiyla tutunmaktadir.
Tutuklama ise hiicrelerin poréz materyalde fiziksel olarak sinirlanmasini yada matriks
veya polimer jelde enkapsiilasyonu ifade etmektedir. Polimerlerin iyonotropik
jelasyonuyla canli hiicrelerin enkapsiilasyonu basarilabilmektedir. En iyi bilinen 6rnek
ise kalsiyum-aljinat jelidir ancak diger polimer zit iyon sistemleri de
kullanilabilmektedir. Jel agmin olusumu polianyonlarin iyonik g¢apraz baglanmasina
yada polikatyonlarin ¢ok degerlikli zit iyonlarla interaksiyonuyla gerceklesmektedir.
Olusan jellerin karakteristik ozellikleri bir dizi faktére gore sekillenmekte olup en

onemli faktor tasiy1r materyalin (aljinat) 6zellikleridir (Ellenton 1998).

Sodyum aljinat, aljinik asitin sodyum tuzudur. Molekiiler formiilii (CcH7NaOg), olup

kimyasal yapis1 Sekil 1.1°de gosterilmistir.

BHEEE

M(*C)) M(*Cy)

G('Cy)
o=1,4 o=1.4 B-1.4 h-1,4
Sekil 1.1. Sodyum aljinatin kimyasal yapisi (http://www.fao.org)




Aljinat, D-mannuronik ve L-gluronik asitlerden olusan iki yapisal {inite ile degisik tip
alglerden ekstrakte edilen linear bir heteropolisakkarittir. Aljinat ile hiicrelerin
enkapsiile edilerek korunmasi ve canliliklarinin siirdiiriilebilmesinin saglanmasi en
yaygin trenttir. Sheau et al. (1993) donmus buzlu siitteki laktobasiller i¢in kalsiyum
aljinatin iyi bir koruma sagladigin1 bildirmislerdir. Kalsiyum-aljinat probiyotik
bakterilerin enkapsiilasyonunda 6zellikle de %0,5-4 konsantrasyonunda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Sheu and Marshall 1993; Kim et al. 1996; Jankowski et al. 1997,
Khalil and Mansour 1998; Kebary et al. 1998; Lee and Heo 2000; Shah and Rarula
2000; Sultana et al. 2000; Hansen et al. 2002).

Aljinat kapsiillerinin bazi avantajlar1 sunlardir:

. Bakteri hiicrelerinin etrafinda kolay bir sekilde jel matriksi olustururlar.

o Viicut i¢in toksik degildir (gilivenli ya da viicuda uyumludur).

o Ucuzdur.

. Performanslari i¢in (sicaklik gibi) hafif proses kosullar1 gereklidir.

. Kolayca hazirlanabilir ve uygulanabilir.

. Barsakta uygun bir sekilde ¢oziiniir ve tutuklanmis hiicreleri serbest birakir

(Klien et al. 1983; Tanaka et al. 1984; Martinsen et al. 1989; Prevost and Divies 1992;

Dimantov et al. 2004; Chandramouli et al. 2004; Gouin 2004).

Bakteri hiicrelerinin iyi korunmasinin yani sira aljinat-nisasta  karisimlari
mikrobesinlerin ve metabolitlerin kapsiillerin i¢inden ve tutuklanmis hiicrelerin iginden
ve disindan diffiize olmalarini saglar. Sonug olarak damlaciklar metabolik olarak aktif
hiicreler igerirler (Jankowski et al. 1997). Sonug olarak bir¢ok arastirmaci (Sheu and
Marshall 1993; Dinakar and Mistry 1994; Adhikari et al. 2000; Adhikari et al. 2003) siit
tiriinlerinde probiyotiklerin canliliklarini artirmak i¢in kalsiyum-aljinat veya x-

karragenan kullanarak mikroenkapsiilasyon islemini basariyla gerceklestirmislerdir.



Mikroenkapsiilasyon tekniginin amaci, probiyotik m.o.’larin g¢evresinde fiziksel bir
bariyer olusturarak olumsuz cevre kosullarina karst m.o.’nin canliligini korumasini
saglamaktir. Bu yontemde aktif m.o. g¢evresinde ¢esitli maddelerle koruyucu bir film
veya kaplama tabakasi olusturulmaktadir. Mikroenkapsiilasyon teknigi ile kaplanan
m.o.’lar, 200um-2000 pum caplh partikiiller igerisinde canliliklarini koruyabilmektedir
(Cakir 20006).

Probiyotik bakterilerin kalsiyum-aljinatla mikroenkapsiilasyonu genelde emiilsiyon ve
ekstriizyon teknigi olmak iizere 2 sekilde yapilmaktadir. Ekstriizyon tekniginde sekilde
de goriildiigii lizere kiiltiir konsantrat1 ve sodyum aljinat karisimi bir ekstriider (siringa
gibi) yardimiyla CaCl, ¢ozeltisine damlalar seklinde ilave edilmekte ve karistiriciyla
karistirilmakta olup bu proses sonunda mikrokapsiiller olugmaktadir. Emiilsiyon
tekniginde ise kiiltlir konsantrati ve sodyum aljinat siispansiyonu (kesikli faz),
emiilsifier (Tween-80, Span-80) ilave edilerek homojenize edilmis soya fasiilyesi yagi,
misir yagi, kanola yagi, aycicek yagi gibi bir bitkisel yaga (kesiksiz faz) damlalar
seklinde ilave edilerek homojenizatérle W/O (Water-in-oil) emiilsiyonu elde edilene
kadar homojenize edilmektedir. CaCl,, emiilsiyonu kirmak ve kalsiyum-aljinat jelini
olusturup m.o.’larin bu jel i¢inde enkapsiilasyonunu gergeklestirmek icin ilave
edilmektedir. Bakterilerin emiilsiyon ve ekstriizyon teknikleriyle enkapsiilasyonuna ait
akis diyagrami Sekil 1.2°de, ekstriizyon ve emiilsiyon tekniklerinin avantaj ve

dezavantajlari ise Cizelge 1.3’te verilmistir.
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Sekil 1.2. Ekstriizyon ve Emiilsiyon teknikleriyle bakterilerin enkapsiilasyonuna ait akis
diyagrami (Krasaekoopt et al. 2003)
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Cizelge 1.3. Ekstriizyon ve emiilsiyon tekniklerinin avanaj ve dezavantajlar
(Krasaekoopt et al. 2003)

Ekstriizyon Emiilsiyon
Teknolojik fizibilite Zor Daha Kolay
Maliyet Diistik Yiiksek
Kolaylik Kolay Daha zor
M.o.’larin canliliklarini
stirdiirebilme durumlar1 %80-95 %80-95
Kapsiillerin boyutlari 2-5 mm 25 um-2 mm

Bu tez calismasinda probiyotik 6zelliginden en fazla yararlanilan bakterilerden olan L.
acidophilus ATCC 4356 susu, sodyum aljinat ile mikroenkapsiile edilerek yada serbest
formda yogurda ilave edilmistir. Depolama periyodu ve olusturulan model sindirim
sisteminde mikroenkapsulasyonun L. acidophilus ATCC 4356 susunu bu stres

ortamlarindan koruyucu etkisi incelenmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Sheu and Marshall (1993), laktobasillerin kontinu dondurma makinesinde dondurulan
buzlu siit karisimlarina eklendigi zaman canli hiicre sayisinin distiigiinii izlemislerdir.
Izlenen 6liim orani, donmus iiriin dondurucudan ¢ikarildiktan hemen sonra en iist
diizeyde olmus ve depolama esnasinda yavasglamistir. Yani, dondurma isleminin yol
actig1 en biiyiik tahribat, laktobasiller dondurma makinesindeyken meydana gelmistir.
Dondurma makinesinin igindeki hiicrelere gelen tahribatin, buz kristallerinin olusmasi
sebebiyle gerceklestigi diisliniilmiistiir. Dondurma isleminin yol actigi hasara karsi
direng¢ L. bulgaricus’un iki tipik susu (L2 ve rr suslar1) arasinda farklilik gostermistir.
Aragtirmacilar, iki hafta dondurarak depolama sonrasinda canli bulunan enkapsiile
edilmis hiicrelerin yiizdelerini yaklasik olarak L2 susu i¢in %90 ve rr susu icin ise %25
olarak belirlemiglerdir. Enkapsiile edilmemis (serbest) hiicreler arasinda canli kalan
hiicrelerin yiizdesi ¢cok daha diisiik olup, L2 ve rr suslar1 icin sirasiyla yaklasik %45 ve
%S5 olarak bulmuslardir. rr susunun hiicreleri L2 susunun hiicrelerinden ¢ok daha biiytik,
bu da biiyiik hiicrelerin mekanik hasarlara karsi kiiclik hiicrelere gore daha hassas
oldugunu gostermektedir. Enkapsiile edilmis hiicrelerin, ayni sus iginde
kiyaslandiginda, serbest hiicrelere (p<0.05) goére dondurma islemine karsi canliliklarin
daha yiliksek diizeyde siirdiirebildikleri gozlenmistir. Canli sayilarimin enkapsiile
hiicrelerde serbest hiicrelere gore %40-45 daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Mikroenkapsiilasyonun bakterileri koruma etkisi, hem dondurma makinesinde hem de

dondurarak depolama esnasinda dikkate degerdir (p<<0.05) (Sheu and Marshall 1993).

Yogurt {lizerine yapilan bir calismada mikroenkapsiile edilmis bifidobakterilerin
yogurttaki canliliklar1 incelenmis 4,4°C’de 30 giinliik depolama sonunda enkapsiile
edilmis probiyotik bakterilerin sayisinda énemli bir azalma olmamisken serbest bakteri
popiilasyonunda yaklasik %90’lik bir azalis gozlenmistir (Adhikari et al. 2003). Bu
calisma, yogurtta depolama periyodunda mikroenkapsiile edilmis probiyotik bakterilerin

canliliklarinin serbest formlarina gore son derece yiiksek oldugunu gostermistir.
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Khalil and Mansour (1998) mayonez iizerine yaptiklari bir arastirmada, baslangicta
sirastyla 9,2x10° ve 8,9x10° kob/g serbest B. bifidum ve B. infantis bakterilerinin soguk
depolama sartlarinda canlihik diizeylerinin 1. hafta sonunda sirastyla 4,1x10* ve 3,2x10"
kob/g’a diistiiklerini bildirmiglerdir. 2. hafta sonunda hi¢bir canli hiicre tespit
edilememistir. Bu diislisler mayonezdeki laktik asitin bakterisidal aktivitesine
atfedilmistir (Collins 1985; Lock and Board 1994). Enkapsiile edilmis B. bifidum ve B.
infantis’in canliliklari 2. hafta sonunda sirasiyla ~8,6x10° ve ~6,5x10° kob/g’a
diismiistiir. Enkapsiile bifidobakterilerin canliligi, 12 haftalik depolama periyodunda
son 2 haftaya kadar yavasga azalmis ve depolama sonunda sirasiyla B. bifidum ve B.
infantis icin ~9,8x10? ve ~4,1x10? kob/g’a diismiistiir. Bu azalisin; aljinat boncuklarinin
kismen degrade olmasiyla bifidobakterilerin mayonez i¢inde serbest kalmasi ve sonug
olarak serbest hiicrelerin (mikrokapsiillerden kurtulmus) asetik asitin bakterisidal
aktivitesinden etkilenmesiyle gergeklestigi  bildirilmistir.  Enkapsiile  edilmis
bifidobakterileri igeren mayonezler sirasiyla B. bifidum ve B. infantis i¢in 8 hafta sonra
1,2x10° ve 5,2x10° kob/g gibi yiiksek sayilarda canliliklarim siirdiirmiislerdir. Bu
sayilar bifidobakterilerin faydali etkiyi gosterebilmesi igin {iriin tiilketiminden hemen

once gerekli minimum diizey olan 10%’ya yakindir.

Probiyotik bakterilerin mikroenkapsiilasyonu iizerine yapilan diger bir arastirmada,
emiilsiyon ya da ekstriizyon teknigi kullanilarak aljinatla mikroenkapsiile edilmis ve
serbest L. reuteri probiyotik bakterisi sucuk hamuruna katilmistir. Sucugun
kurutulmasindan sonra mikroenkapsiile edilmis bakterilerin yer aldigir sucuktaki L.
reuteri sayisinda <0,5 log birimlik azalis meydana gelmisken serbest L. reuteri yer alan
sucuktaki L. reuteri sayisinda 2,6 log birimlik bir azalis meydana geldigi goriilmiistiir.
Ayrica mikroenkapsiile ve serbest probiyotik L. reuteri’nin yer aldigi sucuklarda
herhangi  bir duyusal, fiziksel ve kimyasal farklihlk go6zlemlenmemistir
(Muthukumarasamy and Holley 2006). Bu arastirma da probiyotik bakterilerin
mikroenkapsiilasyonunun, bu bakterilerin canliliklarin1 korumada etkin bir ydntem

oldugunu gostermektedir.
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Yapilan bir diger ¢alismada k-karregenan ile mikroenkapsiile edilen ve salamura beyaz
peynirde kullanilan B. bifidum BB-12 ve L. acidophilus LA-5’in canlilig1 incelenmistir.
Mikroenkapsiilasyon isleminin probiyotik bakterilerin sayisini sagliga yararli minimum
(>10" kobg™')’dan yiiksek tutmada etkili oldugu ortaya ¢ikmustir. Probiyotik bakterilerin
sayis1, probiyotiklerin serbest hiicre olarak kullanildigi kontrol peynirinde yaklasik 3 log
diismesine ragmen, bu diisiis mikroenkapsiile edilmis hiicreleri i¢eren peynirlerde daha

azdir (yaklasik 1 log) (Ozer et al. 2009).

Ding and Shah (2007)’ 1n yaptig1 bir ¢aligmada 8 farkli probiyotik susun asit, safra tuzu
ve sicaklik toleranslar1 arastirllmistir. Aljinat matriks ile probiyotik bakterilerin
mikroenkapsiilasyonu, bakterilerin 65°C’de 30 dak. 1s1l iglem sonrasinda 4,17 log
kob/ml’lik bir azalma gostermesiyle sonuglanmig, serbest bakterilerin ise tamaminin
inaktif oldugu bildirilmistir. Yine pH 2 olan oldukca diisiik bir asit ortamda
mikroenkapsiile edilmis bakteriler serbestlere gore canliliklarim1i ¢ok daha yliksek
diizeyde koruyabilmistir. Yiiksek safra tuzu konsantrasyonunda da, enkapsiile
bakterilerin serbest bakterilere oranla daha yiiksek diizeyde canliliklarini siirdiirdiikleri

gbzlemlenmistir.

Ozer et al. (2008) emiilsiyon ve ekstriizyon teknikleriyle mikroenkapsiile edilmis L.
acidophilus LA-5 ve B. bifidum BB-12 probiyotik m.o.’larin1 kasar peynirine ilave
etmisler, liretim prosesinde ve takip eden 3 aylik olgunlagsma periyodu boyunca serbest
ve mikroenkapsiile probiyotiklerin canliliklarini incelemislerdir. Kagar peyniri liretim
prosesinde haslama igleminden sonra mikroenkapsiile LA-5’in sayisinda ~0,5 log diisiis
meydana gelmisken serbest LA-5 sayis1 ~2 log azalmistir. Olgunlagsmanin sonunda (3.
ayin sonunda) ise serbest LA-5 ~ 3,5 log azalmisken mikroenkapsiile LA-5 sayisinda ~
2,5 log birimlik bir azalis gézlemlenmistir. Uretim prosesinde uygulanan haslama islemi
sonunda mikroenkapsiile edilmis B. bifidum BB-12 sayisinda yaklasik 0,5 log diisiis
meydana gelmisken serbest BB-12 sayisinda yaklasik 2,5 log diislis oldugu tespit
edilmistir. Ug aylik olgunlasma periyodu sonunda ise mikroenkapsiile BB-12 sayisinda
toplamda yaklasik 2 log diisiis meydana gelmisken serbest BB-12 sayisinda ~7 log

diisiis meydana gelmistir. Uygulanan mikroenkapsiilasyon teknigi
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(emiilsiyon/ekstriizyon) ise probiyotiklerin canliliklarin1 siirdirmelerinde farklilik

gostermemistir.

Heidebach et al. (2009 a) siit proteinlerinin rennet enzimiyle koagiilasyonu esasina gore
L. paracasei ssp. paracasei F19 ve B. lactis Bbl2 probiyotik bakterilerinin
mikroenkapsiilasyonunu gergeklestirmisler ve ortalama 68+5 um boyutlarinda suda
¢oziinmeyen kiiresel kapsiiller elde etmislerdir. Elde ettikleri mikrokapsiilleri diisiik pH
seviyelerinde inkiibe etmisler, enkapsiile edilmis probiyotik bakterilerin canliliklarinin
serbest bakterilere oranla daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir. pH 2,5’te 90 dak
inkiibe edilen enkapsiile L. paracasei ssp. paracasei F19 ve B. lactis Bb12’nin canli
sayilar1 yine pH 2,5’te 90 dak inkiibe edilen serbest formlarina kiyasla sirasiyla 0,8 ve
2,8 log kob/g daha yiiksek ¢ikmistir. Enkapsiile hiicrelerin canlilik diizeylerinin serbest
formlarina gore daha yiiksek ¢ikmis olmast mikrokapsiillerdeki protein matrikslerinde
yer alan proteinlerin tamponlama kapasitesinden kaynaklanan daha yiiksek lokal pH
sebebiyle oldugu ve dolayisiyla diisiik pH’li model mide sartlarindan hiicreleri
korudugu seklinde agiklanmistir. Bu ¢alisma iyonotropik {irlin polimer soliisyonlarinin
jellestirilmesi esasina dayanan rennet enzimiyle yagsiz siit konsantratlarinin
koagiilasyonunun, probiyotik hiicrelerin mikroenkapsiilasyonunda alternatif olarak

giinlimiiz teknolojilerinden biri olarak uygulanabilir oldugunu ortaya koymustur.

Heidebach et al. (2009 b) probiyotik hiicrelerin enkapsiilasyonunda yeni bir metot
olarak kazein mikrokapsiillerini gelistirmislerdir. Enkapsiilasyon prosesi probiyotik
hiicreleri igeren kazein siispansiyonlarinin transglutaminaz enziminin katalizlemesiyle
gerceklestirilen koagiilasyonu esasina dayanmaktadir. Bu proses sonunda suda
¢Oziinmeyen ortalama olarak 165+23 pum boyutlarinda kiiresel kapsiiller elde edilmistir.
Hazirlanan pH 2,5 ve pH 3,5 olan pepsinsiz model mide suyunda 37°C’de 90 dak
inkiibasyon sonunda serbest ve enkapsiile probiyotiklerin canlilik diizeyleri test edilmis,
tiim bu sartlarda mikroenkapsiilasyon islemi bakterilerin canliliklar1 {izerine koruyucu
etki gostermistir. Bu calisma transglutaminaz enzimiyle kazeinin jellestirilmesi
prosesinin probiyotiklerin mikroenkapsiilasyonunda kullanilabilecegini ortaya koymus

ayrica yogun kazein matriksinde tutuklama isleminin insan midesiyle benzer pH
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seviyelerindeki ortamlarda bakterileri korudugunu gostermistir.

Homayouni et al. (2008) mikroenkapsiilasyon ve direngli nisastanin probiyotiklerin
canliliklarini stirdiirmelerinde ve sinbiyotik dondurmanin duyusal 6zelliklerine etkisi
tizerine yaptiklari ¢alismada serbest ve enkapsiile L. casei (Lc-01) ve B. lactis (Bb-12)
iceren dondurmalara %]1 oraninda nisasta ilave etmislerdir. L. casei (Lc-01) ve B. lactis
(Bb-12)’in canliliklarinmi siirdiirebilirlikleri -20°C’de 180 giin boyunca incelenmistir.
Serbest Lc-01ve Bb-12’nin canlilik diizeyleri depolamanin birinci giiniinde sirasiyla
5,1x10° ve 4,1x10° kob/ml iken -20°C’de 180 giin depolama sonunda sirastyla 4,2x10°
ve 1,1x10” kob/ml’ye diismiistiir. Belirtilen bakteriler kalsiyum-aljinat ile enkapsiile
edildiginde ise ayn1 depolama silire ve sartlarinda probiyotiklerin canliliklarini
sirdlirebilme yetenekleri %30 oraninda artis kaydetmistir. Bu sonuglara gore
enkapsiilasyon, probiyotik bakterilerin canliliklarini siirdiirebilme oranlarin1i dondurma
depolama periyodunda 6nemli seviyede ylikseltebilmekte ve ayrica enkapsiile edilmis
probiyotiklerin ilavesinin prebiyotik bilesen olarak nisasta ilave edilmis dondurmalarin

duyusal 6zelliklerine olumsuz bir etkisi olmadig1 sonucuna varilmistir.

Kim et al. (2008) mikroenkapsiilasyonun L. acidophilus ATCC 43121’in canliligi ve
diger karakteristiklerine etkisi tizerine yaptiklar1 arastirmada L. acidophilus ATCC
43121°1 sodium aljinat kullanarak ekstriizyon metoduyla mikroenkapsiile etmislerdir.
Mikroenkapsiilasyonun, yapay gastrointestinal sartlara maruz birakilan L. acidophilus
ATCC 43121’in canlilig1 lizerine ve ayrica 1s1 uygulamasina maruz birakilan L.
acidophilus ATCC 43121’in 1s1ya duyarlilig1 {izerine etkisi ¢alisilmistir. Ayrica serbest
ve enkapsiile L. acidophilus ATCC 43121’in kolesterol asimilasyonu ve intestinal
adhezyonu incelenmis, mikroenkapsiilasyonun laktik asit bakterilerinin sagliga yararlari
lizerine etkisi ayrica aragtirilmistir. pH 1,2 ve pH 1,5’lik yapay mide suyuna maruz
birakilan serbest hiicreler tamamen tahrip olmusken enkapsiile hiicreler sadece 3 log
azalis gostermislerdir. Model safra suyu ortamina ve 1s1 muamelesine de enkapsiile
hiicreler serbest hiicrelere kiyasla 6nemli oranda daha yiiksek direng gdstermislerdir.
Serbest ve enkapsiile L. acidophilus ATCC 43121’in kolesterolii diisiirme diizeyleri

sirastyla %35,98 ve %32,84’tlir. Bununla birlikte enkapsiilasyon prosesinin L.
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acidophilus ATCC 43121’in insan barsak epitel hiicrelerine tutunmasi tizerine 6nemli
bir etkisinin olmadig1 (p>0,05) bildirilmistir. Mikroenkapsiilasyon, m.o.’lar1 1s1 ve asit
uygulamalarindan etkili bir sekilde korumus ve canli hiicrelerin barsaklara taginmasi

esnasinda hiicrelerin fonksiyonlar1 {izerine 6nemli bir olumsuz etki gdstermemistir.

Sun and Griffiths (2000) gellan-ksantan gum ile bifidobakterileri enkapsiile etmisler ve
pH 2 ve pH 2,5 olan MMS ortamlarinda canli kalabilme durumlarini incelemislerdir. pH
2 olan MMS’de serbest ve enkapsiile B. infantis ATCC 15697’in canliliklarinin 10°
kob/g’dan 30 dak sonunda tespit edilemeyen seviyeye (<10 ) indigini, pH 2,5 olan
MMS’de ise serbest B. infantis ATCC 15697 sayismin 10° kob/g’dan 30 dak sonunda
tespit edilemeyen seviyeye gelmis oldugunu bildirmislerdir. Ancak yine pH 2,5 olan
MMS’de enkapsiile B. infantis ATCC 15697’in sayismm ise 10° kob/g’dan ~10°
kob/g’a indigini bildirmislerdir. B. infantis ATCC 15697’in gellan-ksantan gum ile
enkapsiilasyonunun, yiiksek asitli sartlara bifidobakterilerin toleranslarini arttirdigini,
insan ve hayvan sindirim sistemlerinden probiyotik kiiltiirlerin tasinmasinda

kullanilabilir oldugunu bildirmislerdir.

Muthukumarasamy et al. (2006) en uygun mikroenkapsiilasyon metodu ve mayeryalini
tespit etmek tizere farkli tip mikrokapsiillerde probiyotik L. reuteri’nin model sindirim
sistemindeki stabilitesini incelemislerdir. 5 farkli L. reuteri susu ayr1 ayri aljinat, aljinat
+ nisasta, karrageenan + locust bean gum, ksantan + gellan kullanilarak ekstriizyon ve
emiilsiyon metotlartyla mikroenkapsiile edilmistir. Bu mikrokapsiillerin ve serbest L.
reuteri’nin MMS ortaminda pH 1.5’te 2 saat siireyle canli kalabilme durumlari
incelenmistir. Kullanilan mikroenkapsiilasyon metodu ve kaplama materyaline bagl
olarak mikrokapsiillerin sekil ve biiyiikliikleri degiskenlik gostermis, ekstriizyonla elde
edilmis mikrokapsiiller daha biiyiik ve liniform yapida olugsmustur. Model safra suyunda
mikroenkapsiile ve serbest L. reuteri suslari denenmis L. reuteri’nin safra tuzlarina
direngli oldugu goriilmiistiir. Mikroenkapsiile edilmis L. reuteri’nin canlilik diizeyi
serbest L. reuteri’den Onemli derecede yiiksek olup, canlilik diizeyi sus,
mikroenkapsiilasyon metodu ve kullanilan kaplama materyaline gore degisikenlik

gostermistir. Sonug¢ olarak aljinat ve aljinat + nisastayla hem emiilsiyon hem de
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ekstriizyon yontemi kullanilarak yapilan mikroenkapsiilasyon, bakteriler lizerine model

mide suyunda 6nemli derecede (p<0,05) koruma saglamistir.

Sultana et al. (2000) probiyotik bakterilerin aljinat-nisasta ile enkapsiilasyonu ve model
gastrointestinal sartlarda ve yogurtta canli kalabilme durumlarini incelemislerdir.
Kalsiyum-aljinat ile mikroenkapsiilasyonun modifiye edilmis metodunu uygulayarak
yiiksek misir nisastasin1  prebiyotik olarak kullanmislardir. Canli  bakterilerin
enkapsiilasyonunun nisastasiz enkapsiile edilmis bakterilere kiyasla gelistirildigini,
enkapsiilasyonun L. acidophilus ve Bifidobacterium spp’nin invitro yiiksek asit ve safra
tuzu sartlarinda canli kalabilme diizeylerinde onemli bir artis meydana getirmedigini
bildirmislerdir. Enkapsiile ve serbest kiiltiirler olarak L. acidophilus ve Bifidobacterium
spp ilave edilmis yogurtlarda 8 haftalik depolama periyodu sonunda, enkapsiile kiiltiirler
0,5 log azalmigken serbest kiiltiirler 1 log azalmistir. Sonug olarak L. acidophilus ve
Bifidobacterium spp igeren yogurtlarda 8 haftalik depolama sonunda serbest ve

enkapsiile kiiltiirlerin sayilarinda 6nemli bir azalma olmadig1 goriilmistiir.

Krasaekoopt et al. (2006) L. acidophilus 547, B. bifidum ATCC 1994 ve L. casei 01
probiyotiklerini mikroenkapsiile etmisler, UHT siitten ve konvansiyonel muameleye
tabi siitten Urettikleri stirred tip (pihtis1 kirilmis) yogurtta diistik sicaklikta depolama
esnasinda canli kalabilme durumlarin1 incelemislerdir. Probiyotik hiicreler, serbest ve
mikroenkapsiile hiicreler (kitosanla kaplanmis aljinat kapsiillerinde) formunda 3,5
saatlik yogurt fermentasyonundan sonra UHT ve konvansiyonel siitten iiretilen her 2 tip
stirred yogurda ilave edilmistir. Yogurtlar 4,1°C’de 4 hafta depolanmistir. Enkapsiile
edilmis probiyotik bakterilerin canlilik seviyeleri serbest probiyotiklerden yaklasik 1 log
daha yiiksek bulunmustur. Depolama boyunca probiyotik bakterilerin sayisi B. bifidum
hari¢ tavsiye edilen terapdtik minimum’un (10 kob/g) tizerinde oldugu bildirilmistir.
UHT ve konvansiyonel yogurtlarda probiyotik bakterilerin canliliklarinda 6nemli bir

fark tespit edilememistir (p>0,05).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Siit ve yagsiz siit tozu

Yogurt iiretiminde Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Pilot Siit Fabrika’sindan temin
edilen pastorize edimis inek siitii kullanilmistir. Yagsiz siit tozu ise (Pmar Siit ve

Mamiilleri Sanayii A.S) Erzurum piyasasindan satin alinmigtir.

3.1.2. Yogurt kiiltiirleri

Yogurt liretiminde starter kiiltiir olarak kullanilan L. delbruckeii subs. bulgaricus ve S.
salivarius subs. thermophilus suslar1 liyofilize formda Chr Hansen firmasindan temin

edilmistir.

3.1.3. Probiyotik kiiltiir

Mikroenkapsiilasyona tabi tutulacak sus olan L. acidophilus ATCC (American Type

Culture Collection) 4356 Microbiologics firmasindan temin edilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1 Deneme plam

Arastirma serbest ve enkapsiile L. acidophilus ATCC 4356 igeren yogurt 6rneklerinden
olmak tizere iki farkli muamele ve 0, 7, 14, 21 ve 28 giinliik 5 farkli depolama siiresi ile
iki tekerriirlii olarak 2x2x5 faktoriyel diizende tam sansa bagli deneme planina gore

kurulmus ve yiiriitiilmiistir.
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3.2.2. Probiyotik sus ve gelistirilmesi

L. acidophilus ATCC 4356 susu 6ncelikle 9 ml MRS Broth’a inokiile edilmis ve 37°C’
de 18 saat anaerobik inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda 100 ml MRS
Broth’a tekrar inokiile edilmis ve yeniden 37°C’de 18 saat anaerobik inkiibasyona tabi
tutulmustur. Inkiibasyondan sonra bakteri hiicrelerini toplamak igin 6000 rpm’de
4°C’de 10 dak santrifuj edilmis ve steril peptonlu suyla iki defa yikanmistir. Toplanan
bakteri hiicreleri %0,1 pepton igeren steril peptonlu suya siispanse edilerek
spektrofotometrede 600 nm’de absorbansi Ol¢iilmiis ve MRS agara (Oxoid) ekim
yapilarak gelisme kiirvesi elde edilmistir. Boylece daha sonraki inkiibasyon sonu
sayilar1 tayin etmek igin yaklasik m.o. sayisi tespit edilmistir (Adhikari et al. 2003).
Buna gore L. acidophilus ATCC 4356 37°C’de 18 saat anaerobik inkiibasyon sonunda
~10"" kob/g’ a ¢ogaltilmustir.

3.2.3. Mikroenkapsiilasyon

Mikroenkapsiilasyon prosesi Muthukumarasamy et al. (2006)’nin kullandiklar1 metodun
modifikasyonuyla gelistirilen yontemle gergeklestirilmistir. Bu amagla 10 g, ~10"
kob/g’a ¢ogaltilmis L. acidophilus ATCC 4356 kiiltiir konsantrati %4 sodyum aljinat
iceren 50 g steril aljinat solliisyonunda manyetik karistirict kullanilarak immobilize
edilmistir. 250 ml 0.2 M CaCl, ¢ozeltisine, aljinatta immobilize edilmis L. acidophilus
ATCC 4356, steril 21 G siringa kullanilmak suretiyle damlaciklar halinde yavas bir
sekilde mikrokapsiillerin olusumuna imkan verebilecek diizeyde ekstriide edilmis ve
manyetik karigtirict 300 rpm’de karistirma fonksiyonunu siirdiirmiistiir. Sodyum aljinat
ile CaCl, arasinda meydana gelen kimyasal reaksiyon sonucu CaCl,’deki kalsiyum
iyonlariyla sodium-aljinat arasinda bir iyonik capraz baglanma ve buna bagl olarak
jellesme meydana gelmis ve kalsiyum-aljinat mikrokapsiilleri olugsmustur. Kalsiyum-
aljinat mikrokapsiilleri 30 dakika CaCl, ¢ozeltisinde bekletilmek suretiyle
mikrokapstillerin daha rijit ve saglam bir form kazanmasi saglanmistir ve daha sonra
mikrokapsiiller steril saf suyla yikanmistir (Ellenton 1998). Kalsiyum-aljinat

mikrokiirelerinin olusum mekanizmasinda, D-mannuronik asit ve L-gluronik asitten
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olusan linear bir heteropolisakkarit olan aljinatin fonksiyonel 6zellikleri L-gluronik ve
D-mannuronik asitin kompozisyonu ve sikligiyla siki bir sekilde iliskilidir. Ca™ gibi 2
degerlikli katyonlar tercihli olarak L-gluronik asit polimerine baglanmakta ve capraz
iyonik baglanma sonucu aljinat 3 boyutlu kafes yap1 igerisinde hiicrelerin
enkapsiilasyonunu gergeklestirmektedir (Krasaekoopt et al. 2003). Mikrokapsiilleri
iceren CaCl, ¢ozeltisinden mikrokapsiillerin kazanilmasinda Whatmann # 4 filtre
kullanilmistir. Mikrokapsiiller ayn1 glin yogurt {iretim prosesinde ve model mide suyu
ve model safra suyu ortamlarinda kullanilmak {izere 4°C’lik buz dolab1 sartlarinda steril
petri kutusunda muhafaza edilmistir. Ekstriizyon teknigi kullanilarak 1,5-2,5 mm
arasinda degisen boyutlarda elde edilen kalsiyum-aljinat mikrokapsiilleri Sekil 3.1°de

verilmigtir.

Sekil 3.1. Kalsiyum-aljinat mikrokiirelerinin goriintimleri
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3.2.4. Mikrokapsiillerin agilmasi ve bakterilerin sayimi

L. acidophilus ATCC 4356 igeren mikrokapsiiller Na,HPO4 ve NaH,POy ile pH 7.0’a
ayarl 0.2 M fosfat tamponu kullanilarak yeniden bir iyon degisimi ve sekuesteran etki
saglanarak ayrica stomacher cihazinin mekanik etkiyle kapsiilleri degrade edici
etkisinden de yararlanilarak kapsiillerin ag¢ilmasi ve bakterilerin serbest kalmasi
saglanmigtir. Bu amagcla 10 g yogurt 6rnegi (1g mikrokapsiil+9g yogurt) 90 g fosfat
tamponunda stomacher cihazinda homojenize edilmis ve bakterilerin serbest kalmasi
saglanmig, seri diliisyonlar olusturulmak suretiyle safra tuzu katkili MRS agarda
sayimlar yapilmistir. MMS ve MSS ortamlarindan enkapsiile L. acidophilus ATCC
4356’nin sayimlarinda ise mikrokapsiiller Whatmann #4 filtreden siiziilerek geri
kazanilmis ve 1 g mikrokapsiil 9 g fosfat tamponunda vortekslenerek bakterilerin

serbest kalmas1 saglanmistir (Ellenton 1998).

3.2.5. Mikroenkapsiile ve serbest bakterileri iceren yogurtlarin iiretimi ve

depolanmasi

%?2 yag iceren pastdrize edilmis inek siitiiniin kuru maddesi yagsiz siit tozuyla
ayarlanmig ve sicakligi 43°C’ye getirilerek ticari yogurt kiiltliriiyle inokiile edilmis ve
50 mI’lik steril plastik tiiplere 9’ar g dokiilerek pH 4.6’ya diisiinceye kadar tiiplerde
inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra yogurtlar 4°C’de 12 saat buz dolabinda
tutulmus ve daha sonra tiiplere 1’er g serbest/mikroenkapsiile edilmis bakteriler ilave
edilmistir. Serbest/mikroenkapsiile bakterileri iceren yogurtlar 28 giin siireyle 4°C’de
depolamaya tabi tutulmus 0, 7, 14, 21 ve 28 giin sonunda L. acidophilus ATCC 4356
sayimlart daha once belirtildigi tlizere gergeklestirilmis, depolamanin serbest ve

mikroenkapsiile bakterilerin canliliklari tizerine etkisi arastirilmastir.
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3.2.6. Model mide suyu (MMS) ortaminda L. acidophilus ATCC 4356’nin

canlili@inin incelenmesi

MMS dizayninda pH 1,5’e¢ ayarlanmis %0,2 NaCl iceren 0,08 N HCI c¢ozeltisi
kullanilmigtir (Sun and Griffiths 2000). Sicakligi daha once 37°C’ye getirilen 9 g
MMS’ye 1 g mikrokapsiil ya da serbest bakteriler ilave edilmis ve 120 dak boyunca
37°C sicakliktaki inkiibatérde tutulmus, belirli araliklarla vortekslenerek gergek mide
kosullar1 saglanmaya calisilmistir. Yine bu siirecte 0, 30, 60 ve 120 dak sonunda
sayimlar yapilmis ve zamana bagli olarak mikroenkapsiile ve serbest bakterilerin

canliligin siirdiirebilirlikleri arastirilmistir.

3.2.7. Model safra suyu (MSS) ortaminda L. acidophilus ATCC 4356’mn

canhli@ginin incelenmesi

MSS ortami dizayni Song et al. (2003)’ e gore yapilmis, %1,2 safra tuzu igeren 6nceden
sicakligt 37°C’ye getirilmis MRS Broth kullanilarak 6 saatlik siire zarfinda
gergeklestirilmistir. 9 g MSS’ye 1 g mikrokapsiile edilmis/serbest formda L. acidophilus
ATCC 4356 ilave edilmis, 6 saat sonunda sayimlar yapilmis, mikroenkapsiile ve serbest
L. acidophilus ATCC 4356’nin MSS ortamindaki canliliklari arastiriimustir.

3.2.8. Depolama periyodunda yogurt érneklerinden L. acidophilus ATCC 4356’min

selektif sayim

Yogurtlarin depolama periyodunda L. acidophilus ATCC 4356’nin sayiminda 0,45 pm
steril filtreden sliziilmiis %0,2 safra tuzu (Fluka) iceren MRS agar (Oxoid)
kullanilmistir (Lima et al. 2009). Yayma kiiltiir yontemiyle uygun diliisyonlardan 0,1’er
ml ¢ift petri plagina ilave edilmis ve steril drigalski spatiilii ile yayilmistir. Bu sayede
safra tuzuna direngli olmayan yogurt kiiltlirlerinin gelisimi inhibe edilmis ve sadece L.
acidophilus ATCC 4356’nin gelisimi igin selektif ortam saglanmistir. Petri plaklart,
Anaerocult A (Merck) ile birlikte anaerobik jarlara (Merck) konularak olusturulan
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anaerobik sartlarda 37°C’de 72 saat inkiibe edilmis ve inkiibasyon sonrasi olusan

koloniler sayilmistir.

3.2.9. Maya ve Kiif sayimi

Potato Dextrose agar (PDA) (Merck) sterilize edildikten sonra %10’luk steril laktik asit
coOzeltisi kullanilarak asitlendirilmis (pH 3,5+0,1) ve petrilere dokiilmiistiir. Petriler
katilagtiktan sonra uygun dillisyonlardan ekim yapilarak 25°C’de 5 giin siireyle
inkiibasyona brrakilmistir. Inkiibasyonda iicten fazla petri istiflemesi yapilmamis ve

petriler hareket ettirilmemistir.

3.2.10. Koliform sayimi

Violet Red Bile agar (VRB) kaynatildiktan sonra uygun diliisyonlardan petrilere dokme
yontemiyle ekim yapilmis ve 37°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyonda

licten fazla petri istiflemesi yapilmamis ve petriler hareket ettirilmemistir.

3.2.11. pH analizi

pH o6l¢iimii hazirlanan homojenizatlara problarin daldirilmasi ile gergeklestirilmistir. Bu
amagla dijital pH metre (Hanna Instruments pH Meter 211 microprocessor pH meter)

kullanimdan 6nce pH 4 ve pH 7 tamponlari ile kalibre edilmistir.

3.2.12. Duyusal analiz

Serbest ve enkapsiile bakterileri iceren yogurtlar egitimli on panelist tarafindan duyusal
olarak degerlendirilmistir. Degerlendirmede kullanilan duyusal panel formu asagida

verilmistir.
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Cizelge 3.1. Deneme yogurtlara ait duyusal analiz formu

Ornek No:

Goriiniim ve Renk 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Yapi ve Tekstiir 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tat 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Koku 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Genel Kabul 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1:Cok kotii

9:Miikemmel

6:Tatmin edici

3.2.13. istatistiksel Analizler

Arastirmada elde edilen veriler SPSS 13 paket programi kullanilarak varyans analizine
tabi tutulmus, 6nemli bulunan ana varyasyon kaynaklarina ait ortalamalar ise Duncan

¢oklu karsilastirma testi ile karsilastiriimistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Serbest ve Enkapsiile L. acidophilus ATCC 4356’nin Depolama Siiresince
Yogurtlardaki Gelisimi ve Yogurtlarin pH Degisimleri

Yogurt iretiminden sonra yapilan (0. giin) sayimlarda serbest ve enkapsiile L.
acidophilus ATCC 4356 sayilar1 sirasiyla 9,48 ve 8,26 log kob/g ve iken depolama
sonunda sirastyla 8,56 ve 7,16 log kob/g’a diistiigii gbzlemlenmistir. Bakteri sayisindaki
bu azalisin yogurtta depolama boyunca olusan laktik asit ve asetik asitin bakterisidal
aktivitesinden kaynaklandigi diistiniilmektedir. Deneme yogurtlarin depolama
periyotlarinda pH’larindaki degisim her iki tip yogurtta da benzerlik géstermis olup
depolama baslangicinda (0. giin) 4,54 olup depolama sonunda (28. giin) 4,37 ye diistiigii

gbzlemlenmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Serbest ve mikroenkapsiile edilmis L. acidophilus ATCC 4356 igeren
yogurtlarda depolama periyodunda yapilan sayimlar (log kob/g) ve pH degerleri

Yogurt Canli m.o. sayis1 log kob/g pH degerleri
. Depolama(giin)
Ornekleri 1.Tekerriir | 2.Tekerriir | 1.Tekerriir | 2.Tekerriir
0 9,49 9.46 4,55 4,54
- 7 8,69 8.67 4,66 4,52
g 14 8,59 8.38 4,43 4,44
2
n 21 8,8 8.63 4,35 4,25
28 8,59 8.53 4,38 4,37
° 0 8,27 8.25 4,55 4,53
% 7 7,92 7.74 4,48 4,55
% 14 7,6 7.47 4,39 4,35
g 21 7,55 7.3 4,37 4,39
E 28 7,21 7.11 4,38 4,39
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Deneme yogurt 6rneklerine ait depolama periyodunda elde edilen L. acidophilus ATCC

4356 sayilar (log kob/g) Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2. Deneme Yogurt Orneklerine ait L. acidophilus ATCC 4356 sayilar1 (log
kob/g)

Depolama Siiresi (Giin)
Yogurt
Ornekleri 0 7 14 1 28
Serbest 0.47+0,021 | 8,68£0,014 | 8,480,148 | 8,71£0,120 | 8,560,042
Mikroenkapsiile | ¢ )¢\ 6014 | 78340127 | 7.5340,091 | 7.4240.176 | 7.16£0,071

Depolama periyodu boyunca deneme yogurt o6rneklerinin pH degerleri Cizelge 4.3’te

verilmistir.

Cizelge 4.3. Deneme Yogurt Orneklerine ait pH Degerleri

Depolama Siiresi (Giin)
Yogurt
Ornekleri 0 7 14 71 73
Serbest 4,54+0,007 | 4.59+0,098 | 4,43£0,007 | 430£0,070 | 4,370,007
Mikroenkapsiile | -, 5.6 014 | 45120,049 | 43740028 | 4380014 | 4,38£0,007

Serbest ve enkapsiile L. acidophilus ATCC 4356 igeren deneme yogurtlara ait depolama
periyodunda L. acidophilus ATCC 4356 sayilarina ait varyans analiz sonuglar1 Cizelge

4.4’te verilmistir.
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Cizelge 4.4. Serbest ve enkapsiile edilmis bakterileri igeren yogurlarin depolanmasinda
canli m.o. oranlarina (%) ait varyans analiz sonuglari

Ana Varyasyon Canli m.o. Orant

SD
Kaynaklari

KO F

Bakteri (B)*** 1 0,159 0,154
Depolama (D) 4 79,59 77,18 *x
BxD 4 7,61 7,38 *x
Hata 10 1,03

(*) p < 0,05 Diizeyinde dnemli
(**) p < 0,01 Diizeyinde 6nemli
(***) Bakteri serbest ve enkapsiile m.o.’lar1 ifade etmektedir.

Bakterilerin enkapsiile edilip edilmemesinin canli m.o. oranina etkisi istatistiki olarak

Oonemsiz bulunmustur (p>0,05).

Serbest ve enkapsiile L. acidophilus ATCC 4356 igeren yogurtlarda, depolamanin,
bakterilerin canlilik oranlar lizerine ¢ok 6nemli etki ettigi tespit edilmistir (p<<0,01).
Bakteri x depolama siiresi interaksiyonunun da canli m.o. orani iizerine etkisi istatistiki

olarak anlamli bulunmustur (p<0,01).

Deneme yogurtlarin depolanmasi esnasinda belirlenen serbest ve enkapsiile bakterilerin
canlilik oranlarina ait Duncan c¢oklu karsilagtirma test sonuglar1t Cizelge 4.5°te
verilmigtir.

Cizelge 4.5. Yogurtlarin depolanmalar1 sirasinda belirlenen serbest ve enkapsiile bakterilerin
canlilik oranlarina(%) ait ortalamalarin Duncan ¢oklu karsilagtirma test sonuglari

Mikrooreanizma Canli m.o. Orani
& N Ortalama Standart Sapma
Enkapsiile 10 92,51 + 4,88 a
Serbest 10 92,69 + 4,00 a

Farkli harfle isaretlenmis ortalamalar istatistiki olarak birbirinden farklidir (p<0,05)
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Buna gore gore serbest L. acidophilus ATCC 4356 depolama periyodunda ortalama
%92,69 oraninda canliligini siirdiirebilmisken enkapsiile L.acidophilus ATCC 4356
ortalama %92,51 oraninda canli kalabilmistir. Serbest ve enkapsiile L.acidophilus
ATCC 4356’nin canli kalabilme oranlar1 arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark
bulunamamustir (p>0,05). Benzer sonuglar Sultana et al. (2000) tarafindan da bulunmus
olup 4 haftalik depolama sonunda serbest L. acidophilus 2401 sayisinda yaklasik 0,75
log azalig olmusken enkapsiile L. acidophilus 2401 sayisinda ise yaklasik 0,57 log azalis

gozlemlenmistir. Bu sonuglar bu tez ¢aligmasinin bulgulariyla paralellik gostermektedir.

Deneme yogurtlardan depolama periyodunda berlirlenen canli m.o. oranlarma ait

ortalamalarin Duncan ¢oklu karsilagtirma test sonuglar1 Cizelge 4.6.’da verilmistir.

Cizelge 4.6. Depolama periyodunda belirlenen canli m.o. oranlarma (%) ait
ortalamalarin Duncan ¢oklu karsilastirma test sonuglari

Depolama Canli m.o. Orani
b N Ortalama Standart Sapma
0.glin 4 100 + 0,00 a
7.gln 4 93,20 4 2.00 b
14.giin 4 90,93 + 1.36 o
21.giin 4 90,38 + 177 o
28.glin 4 88,51 + 215 d

Farkli harfle isaretlenmis ortalamalar istatistiki olarak birbirinden farklidir (p<0,05)

Buna gore her iki tip yogurt esas alindiginda depolamanin 14. ve 21. giinleri harig¢ diger
glinlerde canli m.o. oranlarindaki degisim istatistiki olarak Onemli gorilmiistiir

(p<0,05).

Deneme yogurtlarda L. acidophilus ATCC 4356’nin canlilik orani (%) tizerine
depolama siiresi x serbest/enkapsiile form interaksiyonunun etkisi Sekil 4.1°de

verilmistir.
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Sekil 4.1. Deneme yogurtlarda L. acidophilus ATCC 4356’nin canlilik orani iizerine
depolama siiresi x serbest/enkapsiile form interaksiyonunun etkisi

Serbest ve enkapsiile L. acidophilus ATCC 4356 iceren yogurtlarin depolama

periyodunda pH degerlerine ait varyans analiz tablosu Cizelge 4.7’de verilmistir.

Cizelge 4.7. Serbest ve enkapsiile edilmis L. acidophilus ATCC 4356 igeren yogurlarin
depolama periyodunda pH degerlerine ait varyans analiz sonuglari

Varyasyon Kaynaklar1 | SD pH Degeri
KO F
Bakteri (B) 1 0,001 0,324
Depolama (D) 4 0,038 20,433 **
BxD 4 0,004 2,114
Hata 10 0,002

(**) P < 0,01 Diizeyinde dnemli
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Buna gore bakterilerin serbest ya da enkapsiile edilmis olmas1 depolama periyodunda
yogurtlarin pH degerlerinde anlamli bir degisime yol agmamistir(p<0,05). Depolamanin
ise deneme yogurtlarin pH degerlerine ekisi istatistiki olarak ¢ok dnemli bulunmustur
(p<0,01). Bakteri x Depolama interaksiyonunun ise depolama periyodunda yogurtlarin

pH degerlerinde 6nemli bir etkiye yol agmadigi goriilmiistiir (p>0,05).

Serbest/enkapsiile bakterileri igeren yogurtlarin depolanmasinda belirlenen pH
degerlerine ait ortalamalarin Duncan c¢oklu karsilastirma test sonuglar1 Cizelge 4.8’de

verilmigtir.

Cizelge 4.8. Serbest ve enkapsiile bakterileri iceren yogurtlarin depolanmasinda
belirlenen pH degerlerine ait ortalamalarin Duncan ¢oklu karsilastirma test sonuglari

. pH Degeri
Bakteri N Ortalama Standart Sapma
Enkapsiile 10 4,44 + 0,08 a
Serbest 10 4,45 + 0,12 a

Farkl: harfle isaretlenmis ortalamalar istatistiki olarak birbirinden farklidir(p<0,05)

Bakterilerin enkapsiile ya da serbest formda olmalar1 deneme yogurtlarin pH degerleri

tizerine 6nemli bir etkide bulunmamistir(p>0,05).

Deneme yogurtlarin depolama siirecindeki pH degerlerine ait Duncan ¢oklu

karsilastirma test sonuglar1 Cizelge 4.9.’da verilmistir.
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Cizelge 4.9. Deneme Yogurtlara ait pH degerlerinin Duncan ¢oklu karsilastirma test
sonugclari

pH degerleri
Depolama N pH Standart Sapma
0.giin 4 4,54 - 0.01 :
7 giin 4 4,55 + 0,07 a
14.giin 4 440 - 0,04 °
21.giin 4 434 - 0,06 °
28.giin 4 4,38 - 0,01 °

Farkli harfle isaretlenmis ortalamalar istatistiki olarak birbirinden farklidir(p<0,05)

Buna gore depolamanin 0. ve 7. giinlerinde pH degisimi istatistiki olarak anlamsiz
bulunmus olup (p>0,05) 0. ve 7. giinlerle 14. 21. ve 28. giinler arasindaki pH

degisimleri istatistiki olarak anlamli bulunmustur(p<0,05).

Deneme yogurt 6rneklerinin pH degerleri lizerine depolama siiresi x serbest/enkapsiile

form interaksiyonunun etkisine ait grafik Sekil 4.2’de verilmistir.

4,6

4,5

T 43
=—&—Enkapsile L.a yogurt
4,2 Serbest L.a yogurt
4,1

0 7 14 21 28

Siire (giin)

Sekil 4.2. Deneme yogurtlarin pH degerleri {izerine depolama siiresi x serbest/enkapsiile
form interaksiyonunun etkisi
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Krasaekoopt et al. (2006)’da benzer sonuglar bulmuslardir. Arastiricilar enkapsiile ve
serbest L. acidophilus iceren yogurtlarin 0. giin esit olan % asitliklerinin 4 haftalik
depolama periyodu sonunda da esit olduklarini bildirmisler ve bizim elde ettigimiz

verilerle paralel sonuglar bulmuslardir.

4.2. Model Mide Suyu (MMS) ve Model Safra Suyu (MSS) Ortamlarinda Inkiibe
Edilen Serbest ve Enkapsiile L. acidophilus ATCC 4356’nin Canhhgindaki Degisim

Model Mide Suyu(MMS) ve Model Safra Suyu(MSS) ortamlarinda serbest ve
enkapsiile L. acidophilus ATCC 4356’nin zamana bagl canli sayilar1 Cizelge 4.10’da

verilmistir.

Cizelge 4.10. MMS ve MSS Ortamlarinda Serbest ve Enkapsiile L. acidophilus ATCC
4356 sayilar (log kob/g)

MMS Ortam MSS Ortam
Zaman Canli m.o Sayisi log kob/g Zaman Canli m.o Sayisi log kob/g
(dak) (dak)
1.Tekerriir 2.Tekerriir 1.Tekerriir 2. Tekerrir
0 9,02 9,01
- 30 2,77 2,78 0 9,04 9,12
2
5 60 <100 <100
R
120 <100 <100 240 8,96 9,02
0 8,27 8,24
2
=
2] 30 8,07 8,01 0 8,27 8,24
2
=
§ 60 6,47 6,3
=
= 120 5,47 4,69 240 8,25 8,23
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MMS Ortaminda inkiibe edilen serbest ve enkapsiile bakterilerin canlilik oranlarina ait

varyans analiz sonuclar1 Cizelge 4.11°de verilmistir.

Cizelge 4.11. MMS Ortaminda inkiibe edilen serbest ve enkapsiile bakterilerin canlilik
oranlarina (%) ait varyans analiz sonuglari

Canli m.o. Orani

Varyasyon Kaynaklar1 | SD
KO F

Bakteri (B) 1 10561,16 1909,38 ok
Model Mide Suyunda
Inkﬁba§yon Siiresi 3 3887,60 702,85 wx
(MMSIS)
BxMMSIS 3 1216,85 219,99 *ok
Hata 8 5,53

(*) P < 0,05 Diizeyinde dnemli
(**) P < 0,01 Diizeyinde dnemli

Bakterilerin enakpsiile ya da serbest formda olmast MMS ortaminda bakterilerin
canlilik oranlar tizerine ¢ok 6dnemli etkide bulundugu tespit edilmis olup enkapsiilasyon
isleminin MMS ortaminda bakterilerin canliliklarini ¢ok daha iyi muhafaza ettigi tespit
edilmistir (p<0,01). MMSIS’nin m.o.’larin canliliklar1 iizerine etkisi istatistiki olarak
cok onemli bulunmustur (p<0,01). B x MMSIiS interaksiyonunun da m.o’larin canlh

kalabilmeleri iizerine ¢ok 6nemli etkide bulundugu tespit edilmistir (p<0,01).

MMS ortaminda serbest ve enkapsiile L.acidophilus ATCC 4356’nin canli kalma
oranlarina ait ortalamalarin Duncan c¢oklu karsilastirma test sonuglar1 Cizelge 4.12°de

verilmistir.
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Cizelge 4.12. MMS ortaminda serbest ve enkapsiile bakterilerin canli kalma oranlarina
ait ortalamalarin Duncan ¢oklu karsilastirma test sonuglari

Bakteri Canli m.o. Orani (%)
N Ortalama Standart Sapma
Enkapsiile 8 84,06 + 16,96 a
Serbest 8 32,68 + 43,66 b

Farkl: harfle isaretlenmis ortalamalar istatistiki olarak birbirinden farklidir(p<0,01)

MMS ortaminda L. acidophilus ATCC 4356 nin canlilik oranlar iizerine MMSIS x

serbest/enkapsiile form interaksiyonunu gosteren grafik Sekil 4.3’te verilmistir.

100

80 | N\
70 —

x
- o \
o
O 50
-—E 40 =&—Enkapsile L.acidophilus
5 30 Serbest L.acidophilus

20

10

0

0 30 60 90 120

Siire (dak)

Sekil 4.3. MMS ortaminda L. acidophilus ATCC 4356 nin canlilik oranlari {izerine
MMSIS x serbest/enkapsiile form interaksiyonunun etkisi

Grafikten de goriildiigii tizere MMS ortaminda serbest L. acidophilus ATCC 4356’nin
canlilik oran1 30. dak sonunda %30’a diismiisken 60. dak’da tespit edilebilir diizey olan
10% kob/g’mn da altina inmistir. Enkapsiile L. acidophilus ise 30. dak sonunda canlilik
diizeyini %97,4 oraninda devam ettirmis, 60. dak sonunda %77,34 oraninda canliligini
siirdiirebilmis, 120 dak sonunda ise %61,52 oraninda canli kalabilmistir.
Mikroenkapsiile L. acidophilus ATCC 4356’nin MMS ortaminda canli kalabilme orant
serbest L. acidophilus ATCC 4356’dan ¢ok 6nemli seviyede (p<0,01) daha yiiksektir.
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Kim et al. (2008) ve Mandal et al. (2006) tarafindan da benzer sonuglar bildirilmistir.

Kim et al. (2008) aljinat mikrokiireleri ile enkapsiilasyonun L. acidophilus ATCC
43121’in canlilik diizeyini yapay mide suyu ortaminda oldukca basarili bir sekilde
gelistirdigini bildirmislerdir.

Mandal et al. (2006) %4 konsantrasyonunda aljinatla enkapsiile ettikleri L. casei
NCDC-298’1 pH=1,5 olan MMS ortaminda 3 saat inkiibasyon sonunda enkapsiile L.
casei NCDC-298’in canliligim1 serbest L. casei NCDC-298’den oOnemli seviyede
(p<0,05) yiiksek bulmuslardir.

Muthukumaramasamy et al. (2006) aljinatla hem emiilsiyon hem de ekstriizyon
yontemleriyle enkapsiilasyonun L. reuteri’yi mide suyunda serbest formuna gore gok

daha iyi muhafaza ettigini bildirmislerdir.

Chandramouli et al. (2004) pH 2,0’da aljinatla enkapsiile edilmis L. acidophilus’un

canliliginin 6nemli bigimde arttigini bildirmislerdir.

Krasaekoopt et al. (2004) aljinat kiirelerinde mikroenkapsiile edilmis L. acidophilusun
model mide suyu ve model safra sularindaki ardisik inkiibasyonlarinda canli kalma

diizeylerinin iyi oldugunu bildirmislerdir.

Yine yiiksek canlilik diizeyi, aljinat kiirelerinde immobilize edilmis laktobasiller model

mide suyunda inkiibe edildiginde de bildirilmistir (Lee et al. 2004; Le-Tien et al. 2004).

Sabihki et al. (2010) sodium aljinatla mikroenkapsiilasyon tekniginin L. acidophilus
LA1 probiyotik susunu olagan dis1 proses kosullarindan (yiiksek sicaklik, yliksek tuz
konsantrasyonu, diisiik pH gibi) ve model gastrointestinal sartlardan etkili bir sekilde

korudugunu bildirmislerdir.
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Enkapsiilasyon prosesi L. acidophilus ATCC 4356’y1 MMS ortaminda oldukga yiiksek
seviyede korumustur. pH=1,5 olan MMS ortaminda 2 saat sonunda 10° kob/g

seviyesinde canli kalabilmis, terap6tik minimum olan 10° kob/g’a yakinlasmustir.

MSS ortaminda inkiibe edilen serbest ve enkapsiile bakterilerin canlilik oranlarina ait
varyans analiz sonuclar1 Cizelge 4.13’te verilmistir. Bakterilerin serbest ya da enkapsiile
olup olmamas1 MSS ortaminda bakterilerin canlilik oranlari lizerine 6nemli bir etkide
bulunmamustir (p>0,05). Ayrica MSSiS nin ve B x MSSIS interaksiyonunun da canli

m.o. orani iizerine etkisi istatistiki olarak 6nemsiz bulunmustur (p>0,05).

Cizelge 4.13. MSS ortaminda inkiibe edilen serbest ve enkapsiile bakterilerin canlilik
oranlarina (%) ait varyans analiz sonuglari

Canli m.o. Oram

Varyasyon Kaynaklari SD

KO F
Bakteri (B) 1 0,53 2,51
Model Safra Suyunda
Inkiibasyon Siiresi 1 0,71 3,89
(MSSIS)
BxMSSIS 1 0,53 2,51
Hata 4 0,213

(**) P < 0,01 Diizeyinde 6nemli
(*) P < 0,05 Diizeyinde 6nemli

MSS Ortaminda serbest ve enkapsiile bakterilerin canli kalma oranlarina ait
ortalamalarin Duncan ¢oklu karsilastirma sonuglar1 Cizelge 4.14’te verilmistir. MSS
ortaminda serbest ve enkapsiile m.o.’larin canlilik oranlarina ait ortalamalar arasinda

istatistiki olarak anlamli bir fark bulunamamustir (p>0,05).
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Cizelge 4.14. MSS ortaminda serbest ve enkapsiile bakterilerin canli kalma oranlarina
ait ortalamalarin Duncan ¢oklu karsilastirma test sonuglari

Bakteri Canl1 m.o. Oran1(%)
N Ortalama Standart Sapma
Enkapsiile 4 99,96 + 0,05 a
Serbest 4 99,44 + 0,65 a

Farkl: harfle igsaretlenmis ortalamalar istatistiki olarak birbirinden farklidir (p<0,01)

MSS ortaminda 240 dak inkiibasyon sonunda L. acidophilus ATCC 4356 susunun
canlilik diizeyinde 6nemli bir degisme olmamistir. Bu sonu¢ L. acidophilus ATCC
4356’nin MMS ortaminda yer alan %1,2 konsantrasyonlu safra tuzuna direng gosterdigi
seklinde distiniilmektedir. Safra tuzuna direng L. acidophilus ATCC 4356 susunun
karakteristik  oOzelligi  oldugu  seklinde  yorumlanmistir.  Benzer  sonuglar
Muthukamarasamy et al. (2006) tarafindan da bulunmustur. Arastiricilar 5 farkli serbest
ve enkapsiile L. reuteri susunun model safra suyu ortaminda canlilik diizeylerinde
degisme olmadigini, L. reuteri'nin %]1,2’lik safra tuzuna direngli oldugunu

bildirmislerdir.

Mandal et al. (2008) ise enkapsiile L. casei NCDC-298’in MSS ortaminda serbest L.
casei NCDC-298’ye gore canliligini daha iyi korudugunu bildirmislerdir.

4.3. Deneme Yogurt Orneklerinde Koliform Grubu Bakterilerin Gelisimi

Deneme yogurtlarin depolama periyodunda yapilan koliform grubu bakterilere ait
sayimlarinda herhangi bir gelismime rastlamlamamis olup tespit edilebilir diizey 10'
kob/g’dir. Deneme yogurtlarda koliform grubu bakterilerin tespit edilememesinde (<10)
steril malzeme kullanilmis olmas1 ve iiretim prosesinde hijyenik sartlara dikkat edilmis

olmasindan kaynaklandig: seklinde diisiiniilmektedir.
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4.4. Deneme Yogurt Orneklerinde Maya-Kiif Gelisimi

Deneme yogurtlarin depolama periyodunda yapilan maya-kiif sayimlarinda herhangi bir
gelisme gozlenememis olup tespit edilebilir diizey 10 kob/g’dir. Deneme yogurtlarda
maya-kif gelisimi gozlenememesi, yogurt iiretim prosesinde hijyenik sartlara riayet

edildigini gostermektedir.

4.5. Duyusal Analiz

Serbest ve enkapsiile L. acidophilus ATCC 4356 igeren ayrica kontrol grubu yogurtlara

ait duyusal analiz sonuglar1 Cizelge 4.15’te verilmistir.

Cizelge 4.15. Serbest,enkapsiile ve kontrol yogurtlara ait duyusal analiz sonuglari

Yogurt GR* | YT * Tat Koku GK. *x*
Ornegi

Enkapsiile 6+1,33 4,7+1,57 5,8£1,47 6,8+0,92 5,65£1,56
Serbest 6,5+1,43 5,6+1,51 6,1£2,08 6,5+0,85 6,2+1,47
Kontrol 7,2+0,79 6,6+0,97 7+1,15 6,4+1,65 6,9+0,99

*Goriinim ve Renk
**Yap1 ve Tekstiir
***Genel Kabul Edilebilirlik

Deneme yogurtlarin duyusal analiz puanlarina ait varyans analiz sonuglar1 Cizelge
4.16’te verildigi lizere serbest, enkapsiile L. acidophilus ATCC 4356 igeren ve kontrol
yogurtlarin sadece yap1 ve tekstiir olarak onemli seviyede (p<0,05) farklilik arz ettigi
goriilmektedir. G.R., Y.T., Tat, Koku ve G.K. gibi diger parametrelerdeki fark ise

istatistiki olarak 6nemsiz diizeydedir (p>0,05).
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Cizelge 4.16. Deneme yogurtlarin duyusal analiz puanlarina ait varyans analiz sonuglari

Goriinlim ve Renk Yapi ve Tekstiir
Varyasyon Kaynaklari SD KO F SD KO F
Yogurt Ornekleri 2 3,63 2,45 2 9,03 4,79*
*p<0,05 seviyesinde 6nemli
Cizelge 4.16. (devam)
Tat Koku Genel Kabul
Varyasyon
Kaynaklari SD | KO F SD | KO F SD KO F
Yogurt 2 39 | 149 2 0,43 | 0,30 2 3,92 2,09
Ornekleri

*p<0,05 seviyesinde onemli

Deneme yogurt orneklerinin yap1 ve tekstiirdegerlerine ait ortalamalarin Duncan ¢oklu

karsilastirma test sonuglar1 Cizelge 4.17°de verilmistir.

Cizelge 4.17. Deneme yogurtlarin yap1 ve tekstiir degerlerine ait ortalamalarin Duncan
¢oklu karsilagtirma test sonuclari

Deneme yogurtlar Yap: ve Tekstiir
u
yo8 N Ortalama Standart Sapma
Enkapsiile 10 4,70 + 1,57 b
Serbest 10 5,60 + 1,51 ab
Kontrol 10 6,60 + 0,97 a

Farkl: harfle isaretlenmis ortalamalar istatistiki olarak birbirinden farklidir(p<0,05)

Deneme yogurtlarda yapilan duyusal analiz sonuglarina goére yap1 ve tekstiir bakimindan
en disiik puani enkapsiile L. acidophilus ATCC 4356 igeren yogurt 6rnekleri almis olup
kontrol yogurtlar1 en yliksek puan1 almistir. Enkapsiile ve kontrol yogurtlar arasindaki
yapt ve tekstlir farki istatistiki olarak 6nemli (p<0,05) bulunmus olup serbest L.

acidophilus ATCC 4356 iceren yogurtlarla kontrol grubu yogurtlar arasinda istatistiki
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bir fark tespit edilememistir (p>0,05). Ayrica serbest ve enkapsiile bakterileri iceren

yogurtlarin yap1 ve tekstlir olarak aralarinda istatistiki olarak dnemli bir fark yoktur

(p>0,05).

Deneme yogurtlarin genel kabul edilebilirlik (G.K.) degerlerine ait ortalamalarin

Duncan ¢oklu karsilagtirma test sonuglar1 Cizelge 4.18’de verilmistir.

Cizelge 4.18. Deneme yogurtlarin genel kabul edilebilirlik (G.K.) degerlerine ait
ortalamalarin Duncan ¢oklu karsilagtirma test sonuglari

D surt] Genel Kabul Edilebilirlik
eneme yogurtlar
Yo§ N Ortalama Standart Sapma
Enkapsiile 10 5,65 + 1,56 a
Serbest 10 6,20 = 147 a
Kontrol 10 6,90 + 0,99 a

Farkli harfle igsaretlenmis ortalamalar istatistiki olarak birbirinden farklidir(p<0,05)

Kontrol, serbest ve enkapsiile bakterileri igeren yogurtlarin genel kabul edilebilirlik
diizeylerinde en yiiksek puani kontrol grubu yogurtlar olmus olup 3 tip yogurdun G.K.

puanlarinda istatistiki olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p>0,05).
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5. SONUC ve ONERILER

Aragtirmada  probiyotik  Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 susu %4
konsantrasyonlu sodyum aljinat siispansiyonunda mikroenkapsiile edilerek yogurda
ilave edilmis, serbest/enkapsiile bakterileri iceren yogurtlar 4°C’de 28 giin
depolanmistir. Depolamada belirli araliklarla mikrobiyolojik analizler ve pH ol¢timleri
gerceklestirilmistir. Ayrica deneme yogurtlar duyusal a¢idan da analize tabi tutulmustur.
Probiyotik bakterilerin mikroenkapsiilasyonla sagliga yararli etkilerinin arttirilmasi
amaciyla mikroenkapsiile/serbest formdaki L. acidophilus ATCC 4356 susu model mide
suyu ve model safra suyu ortamlarinda belirli siirelerle inkiibasyona tabi tutulmus,
kalsiyum-aljinat mikrokiireleriyle enkapsiilasyonun bu stres ortamlarindan probiyotik L.
acidophilus ATCC 4356 susunu koruyucu etkisi incelenmistir. Yapilan arastirmalara ait

verilere dayanilarak asagidaki sonug ve Oneriler ¢ikarilmistir.

1. Lactobacillus acidophilus probiyotik ozelliginden en fazla yararlanilan m.o.’lar
arasinda On siralarda yer almakta ve popiilerligini siirdiirmektedir. Serbest/enkapsiile
formda L. acidophilus ATCC 4356 igeren yogurtlarin depolama sonunda bakteri
sayilarinda istatistiki olarak anlamli seviyede azaligslar meydana gelmistir. Ancak serbest
ve enkapsiile bakteri sayilar1 arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark olmadig tespit
edilmistir. Enkapsiilasyon isemi L. acidophilus ATCC 4356 probiyotik susunu iiriin
depolama periyodunda etkili bir sekilde koruyamamis bu da {irlinde zamanla olusan
laktik ve asetik asitin aljinat mikrokiirelerinin igerisine diffiize olmasindan ileri geldigi

seklinde yorumlanmustir.

2. Yogurtlarin 28 giinliik depolanmasi esnasinda, serbest ve enkapsiile L. acidophilus
ATCC 4356 sayilarmin 10 kob/g’n altina diismemis olmas: terapotik minimum olan
10°-10" kob/g’dan daha yiiksek oldugunu gostermis ve sagliga yararl etkiler

gosterebilecek seviyede canliligini siirdiirebildigini kanitlamistir.

3. Serbest ve enkapsiile L. acidophilus ATCC 4356 igeren yogurtlarda 28 giinliik
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depolama periyodu sonunda, pH diisiisleri istatistiki olarak Onemli seviyede
gerceklesmis, ancak her iki tip yogurtta da pH diislisleri benzer bir seyir izlemis ve
depolama sonunda pH’lar ayni diizeye gelmistir. Enkapsiilasyon isleminin depolama

esnasinda yogurtlarin pH degerinde istatistiki bir etkisi olmamustir.

4. Serbest ve enkapsiile L. acidophilus ATCC 4356 iceren yogurtlarda depolama
periyodunda belirli araliklarla yapilan sayimlarda koliform grubu bakterilere
rastlanmamis (<10' kob/g), maya-kiif tespit edilememistir (<10* kob/g). Koliform grubu
bakteriler ve maya-kiif gelisiminin olmamasi arzu edilen bir durum olup hijyen ve

sanitasyona riayet edildiginin gostergesidir.

5. L. acidophilus ATCC 4356 probiyotik susunun %4 konsantrasyonlu sodyum aljinat
siispansiyonunda ekstriizyon yontemiyle mikroenkapsiilasyon islemi, olusturulan model
mide suyu ortaminda bu susun canliligini serbest formuna kiyasla ¢ok dnemli seviyede
daha fazla koruyabilmistir. Zira serbest L. acidophilus ATCC 4356 hiicreleri model
mide suyu ortamindaki inkiibasyon sonunda canli kalamamistir. Kalsiyum-aljinat
mikrokiirelerinde immobilizasyon, probiyotik m.o’lar1 olduk¢a diisiik pH degerlerinde
etkili bir sekilde koruyabilmis, probiyotik m.o’larin mikroenkapsiilasyonla mide
asitliginden ¢ok daha az kayipla hedef bolge olan barsaklara tasinmasinda etkili ve

uygulanabilir oldugunu kanitlamistir.

6. Olusturulan model safra suyu ortaminda serbest/enkapsiile L. acidophilus ATCC
4356’nin canlilik diizeyinde istatistiki olarak anlamli bir azalma meydana gelmemis, bu
sonu¢ model safra suyunda yer alan %0,2 konsantrasyonunda safra tuzuna susun

karakteristik 6zelligi olarak direng gosterdiginden kaynaklanmustir.

7. Deneme yogurtlarin duyusal analizi sonucunda enkapsiile L. acidophilus ATCC 4356
iceren yogurtlarin yap1 ve tekstiirlinlin gelistirilmesi ihtiyact dogmustur. Enkapsiile
edilen probiyotik bakterileri igeren bio-yogurtlarin iiretim prosesinde daha detayli

caligmalara ihtiyag¢ oldugu diistiniilmektedir.
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8. Deneme yogurtlarin duyusal olarak genel kabul edilebilirlik diizeyleri arasinda
istatistiki olarak anlamli bir fark yoktur. Probiyotik bakterilerin mikroenkapsiile
edilerek yogurda ilave edilmesinin tiiketicilerin genel kabullerinde olumsuz bir izlenim
birakmamig olmasi, sanayii 6lgeginde mikroenkapsiilasyonun uygulanabilecegine olan

umitleri arttirmaktadir.

9. Yukarida yapilan degerlendirmeler 1s18inda fermente bir siit {iriinii olan ve iilkemizde
fazla miktarda tiiketilen yogurda, sodyum aljinat ile mikroenkapsiile edilmis L.
acidophilus ATCC 4356 probiyotik susunun ilave edilmesi, bu susun model mide suyu
ortamindan serbest formuna kiyasla ¢ok daha az kayipla gecip faydali etkiyi
gosterebilecegi hedef bolge olan barsaklara kadar 10° gibi oldukea iyi sayilarda
ulagmasi, ve zaten bu susun karakteristik 6zelligi olarak safraya direng gdstermesi,
probiyotik etkinin insan viicuduna transfer edilmesinde ¢ok etkili oldugu sonucuna

varilmstir.
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Mart 2010°da Yiiksek Ogretim Kurumu Yurtdisi Tez Arastirma bursunu kazandi ve bu
kapsamda 4 Ay’a yakin bir siire ABD Utah State Universitesi Beslenme ve Gida Bilimleri
Bolimii’nde, Ogretim {iyesi ve Western Dairy Center Yoneticisi Prof. Dr. Donald J.
McMahon danigmanliginda ‘‘Probiyotik Bakterilerin Mikroenkapsiilasyonu’’ konusunda

arastirmalarda bulundu.

Halen Atatiirk Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Gida Miihendisligi A.B.D’de arastirma

gorevlisi olarak ¢aligmaktadir, evlidir.



