Cukurova Tarim Gida Bil. Der. Cukurova J. Agric. Food Sci.
38(2):203-216
doi: 10.36846/CJAFS.2023.111

Arastirma Makalesi
Isil islemin Enkapsiile Edilmis ve Edilmemis Bifidobacterium Bifidum BB-12
Uzerine Etkisi ve Model Gidada Denemesi

Neslihan GULER?, Ozlem TURGAY!?

0z

Bu ¢aligmada probiyotik Bifidobacterium bifidum bb-12 liyofilizasyon yontemi kullanilarak enkapsiile
edilmistir. Kaplama materyali olarak 1:1 oraninda gam arabik (GA):yagsiz siit tozu (YST), 1:9 oraninda
GA:YST, %20 YST, %30 YST, %20 GA ve %30 GA kullanilmis ve model gida olarak kakaolu puding
secilmigtir. Pudinglerden (50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85 ve 85°C’de 5dk) ornekler alinarak canli
mikroorganizma sayilar1 ve enkapsiile probiyotik mikroorganizmalarin 1s1l isleme karsi gosterdikleri direng
belirlenmigtir. Sicaklifa karst en iyi korumay1 2.58 logaritmik fazlik azalma ile 1:9 GA:YST kapsiiliiniin
sagladigi belirlenmistir. Kapsiillerin depolama dayanimlar1 ise 1 ay boyunca 5 ve 25°C olmak {iizere iki farkli
sicaklikta incelenmistir ve 5°C’de tiim kapsiillenmis mikroorganizmalarin canliliklarini ve probiyotik
odzelliklerini koruduklar1 gozlemlenmistir (>10° log kob g?). Ayrica 25°C’de %20 GA ve %30 GA
haricindeki kapsiillerin iyi bir koruma saglayarak mikroorganizmalarin probiyotik o6zelliklerini korudugu
tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Liyofilizasyon, Bifidobacterium bifidum, Isil islem, Enkapsiilasyon

Effect of Heat Treatment on Encapsulated and Unencapsulated Bifidobacterium
bifidum BB-12 and Addition to Model Food

ABSTRACT

In this study, the probiotic bacteria Bifidobacterium bifidum was encapsulated using the lyophilization
method. As a coating material in, 1:1 ratio of gum arabic (GA) and skim milk powder (RSM), a 1:9 ratio of
GA: RSM, 20% RSM, 30% SKM, 20% GA, and 30% GA were used, and cocoa pudding was selected as the
model food. Samples were taken from puddings (50, 55, 60, 65, 70, 70, 75, 80, 85 and 85°C for 5 min) and
the number of viable microorganisms and the resistance of encapsulated probiotic microorganisms to heat
treatment were determined. Among the coating materials we used, it was determined that the 1:9 GA: RSM
capsule provided the best protection against temperature with a decrease of 2.58 logarithmic phases. The
storage strength of the capsules for 1 month at two different temperatures, 5°C and 25 °C, was examined, and
it was observed that all encapsulated microorganisms preserved their viability and probiotic properties at 5
°C (>10° log kob g-1). In addition, it was determined that the capsules at 25°C, except for 20% GA and 30%
GA, provided good protection and preserved the probiotic properties of the microorganisms.
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GIRIS

Glinlimiizde saglikli beslenmeye karsi artan
ilgiden dolay1 fonksiyonel gidalara olan talep
artmaya baslamistir. En 6nemli fonksiyonel
gida gruplarindan birisi de  probiyotik
mikroorganizma iceren gida iiriinleridir (Tontul,
2017). Probiyotik mikroorganizmalar, yeterli
miktarda viicuda alindiginda sagliga olumlu
etkileri olan canli mikroorganizmalar olarak
tanimlanmaktadir (Hayatoglu, 2021).
Probiyotik gidalara olan talebin artmasiyla,
probiyotik gida {iretimi lizerine yapilan
calismalarda cogalmistir. Bir gida iiriiniiniin
probiyotik gida olarak degerlendirebilmesi ve
faydali etkisinin gorilebilmesi igin canli
mikroorganizmanm en az 10% -10° kob ml?
olmasi gerektigi belirtilmistir (Shori, 2017).
Bifidobacterium  bifidum BB-12; Kkatalaz
negatif, cubuk sekilli bir bakteri olup yiiksek
stabiliteye sahip, aerotolerans, safra ve gastrik
kosullara dayaniminin iyi oldugu
bildirilmektedir. Bifidobakterilerin bazi
rahatsizliklarin dogrudan tedavisini sagladigi
veya zararli patojenik tiirleri baskilayarak
dolayli  olarak iyilesmeyi tesvik  ettigi
bildirilmektedir (Ji ve ark., 2019). Bu bakteriler
patojenik mikroorganizmalara, hipertansiyona,
iltihaplanmaya, diyabete, oksidatif strese vb.
karsi cesitli saglhk yararlarinin bulundugu
bildirilmektedir (Novik ve Savich, 2020).
Ayrica eklendigi gidada tat, gOriinim ve
gidanin agizda biraktigi his {izerine olumsuz
etkisinin olmadigi bildirilmistir (Camargo ve
ark., 2021).

Bifidobacterium gibi probiyotik
mikroorganizma iceren fonksiyonel gidalarin
gelistirilmesini ve {iretimini kisitlayan bir takim
engeller vardir. Probiyotik canliligi, gidalarin
tiretimi ve depolamasi esnasinda olumsuz
kosullara (bagil nem, sicaklik) karsi hassastir.
Ayrica gida iirlinleri ve gida takviyelerinin nem
icerigi, su aktivitesi, pH, sicaklik gibi
ozelliklerinden de etkilenmektedirler (Barajas-
Alvarez ve ark., 2021). Son yillarda yapilan

bazi aragtirmalarda  mikroenkapsiilasyon
tekniginin probiyotiklerin teknolojik
ozelliklerinin artirllmasinda  kullanilabilecek

yeni bir ydntem oldugu bildirilmistir (Unal
Turhan ve ark., 2017).

Mikroenkapsiilasyon teknolojisi kati, sivi ve
gaz fazdaki aktif maddelerin (aroma maddeleri,
mikroorganizmalar, vitaminler ve mineraller
vb.) kaplama materyalleri ile kaplanarak mikro
boyutlarda kapsiiller elde edilmesidir. Gida
endiistrisinde ~ mikroenkapsiilasyon  islemi,
kaplanacak maddeyi sicaklik, nem gibi dis

etkenlerden  korumak, aktif = maddenin
fonksiyonel oOzelliklerini  gelistirmek, raf
omriini  uzatmak, islevselligini korumak,
istenmeyen tat ve aroma maddelerini

maskelemek, aktif maddenin uygulama alanini
artirmak ve optimal dozu saglamak amacliyla
kullanilmaktadir.

Mikroenkapsiilasyon isleminde uygun
mikroenkapsiilasyon yonteminin segilebilmesi
icin aktif maddenin tiiriine, mikrokapsiil tipine
(matris veya rezervuar), mikrokapsiiliin
biiytikligiine, ¢ekirdegin ve duvar materyalinin
fiziksel ve kimyasal oOzelliklerine, salinim
mekanizmalarina, iretim Olgegi ve maliyete
dikkat edilmelidir. Gida endiistrisinde aktif
maddelerin kaplama materyali ile kaplanmasi
icin  mikroenkapsiilasyon  yoOntemlerinden
genellikle liyofilizasyon (dondurarak kurutma),
plskiirterek kurutma, piiskiirterek sogutma ve

ekstriizyon gibi teknikler kullanilmaktadir
(Kanat ve Giilel, 2020).
Dondurarak kurutma yontemi enerji

maliyetinden dolay1 diger yontemlere gore daha
pahalidir. Buna karsilik diger enkapsiilasyon
yontemlerine gore avantaji son {iriiniin oldukca
kaliteli olmast ve 1siya karst duyarh
probiyotikler, enzimler ve peptitler gibi
bilesiklerin i¢in uygun bir yontem olmasidir.
Dondurarak kurutma iglemi diger kurutma
islemleri sirasinda olusabilecek tat-koku ve
aroma kaybii onleyen bir sistemdir (Karagiil

ve  Altuntas, 2018). Bu  ¢alismada
mikroenkapsiilasyon yontemi olarak
liyofilizasyon islemi tercih edilmistir.

Mikroenkapsiilasyon  isleminden  beklenen

basarmin saglanabilmesi i¢in uygun kaplama
materyalinin  (kapsiil) secilmesi 6nemlidir.
Kaplama materyali segilirken Ozellikle toksik
olmamasina dikkat edilmeli, GRAS (genel
olarak giivenli kabul edilen) 6zellikte olmalidir.
Ayrica kaplama materyali, enkapsiilasyon
islemi sirasinda kolay islenebilen, ucuz, inert,

204



Isil islemin Enkapsiile Edilmis ve Edilmemis Bifidobacterium Bifidum BB-12
Uzerine Etkisi ve Model Gidada Denemesi

aktif materyalin stabilitesini arttiran ve ¢evresel
etkilerden koruyabilen bir materyal
olmalidir. Organik veya inorganik kaplama
materyallerinden basta karbonhidratlar (nisasta,
maltodekstrin, sakkaroz ve maltoz) olmak {izere
proteinler (jelatin, peynir alti suyu proteinleri,
kazein ve kazeinatlar gibi proteinler) ve gamlar
(gam arabik) tercih edilmektedir (Genis ve
Tuncer, 2019). Bu calismada kaplama materyali
olarak bir adet protein ve bir adet karbonhidrat
bazli olmasi dikkate alinarak yagsiz siit tozu ve
gam arabik sec¢ilmistir.

Gam arabik c¢oziindiiriildiigiinde renksiz ve
tatsizdir ve kimyasal bilesiklerle kolayca
etkilesime girmez (Musa ve ark., 2019). Silva
ve ark., (2018) tarafindan yapilan bir calismada
gam arabik kapsiillerinin probiyotikleri stres
faktorlerine karst koruduklart bildirilmektedir.
Ayrica Arslan-Tontul ve Erbas, (2017) ve Da
Silva ve ark., (2018) tarafindan yapilan
calismalarda da gam arabik kapsiillerinin
probiyotik ozellikleri iyilestirdigi
bildirilmektedir.

Tiirk Gida Kodeksi’ne gore yagsiz siit tozu, siit
yagl miktar1 agirlikga % 1.5’tan az ve nem
miktar1  agirllk¢a %  S’ten  az  olan
Koyulastirilmig Siit ve Siit Tozu Teblig’ine
uygun hazirlanan katt bir siit (rinidir
(Anonim, 2008). Siit proteinlerinin iyi bir
immobilizasyon ajani oldugu bildirilmektedir.
Farkli enkapsiilasyon ¢aligmalarinda yagsiz siit
tozu basariyla uygulanmigtir (Gul, 2017; Cevik,
2017).

Bu ¢alismada kapsiillenen mikroorganizmalarin
1s1l igleme karsi direncini kontrol etmek igin
model gida olarak her yas grup araligi
tarafindan sevildigi bilinen kakaolu puding
secilmistir. Pudingler, yar kat1 bir dokuya sahip
siit proteini ve nisasta igeren tathilardir
(Gurmeric ve ark., 2013). Uretilen pudinglerin
duyusal ve yapisal Ozelliklerini gelistirme
yoniinde  yapilan  c¢aligmalarin  yaninda
glinimiizde  fonksiyonel gidalarin  6nemi
hakkinda bilinglenen tiiketicilerin talepleri
dogrultusunda pudinglere de fonksiyonel
ozellik kazandirma yoOniinde ireticilerin
caligmalarinda da artis oldugu gozlemlenmistir
(Derzashamsir, 2017).

Gul ve Atalar (2019), yaptiklan bir ¢aligmada,
probiyotik Lactobacillus casei Shirota susunu

sprey kurutucu ve liyofilizasyon yontemlerini
kullanarak enkapsiile  etmislerdir. ~ Kapsiil
materyali olarak yagsiz siit tozu, maltodekstrin,

gam arabik ve bu materyallerin farkh
oranlardaki karigimlart  kullanilmigtir.  Tiim
mikrokapsiiller, mikrokapsiillemeden sonra

yiiksek oranda canlilik (7.91-9.37 log kob g-!)
gostermistir. Piiskiirterek kurutma yontemi ile
olusturulan kapsiillerin diistik pH
degerlerindeki  dayaniminin,  dondurularak
kurutma yontemi ile olusturulan
mikrokapsiillere kiyasla daha iyi oldugu
belirtilmektedir. ~ Isisal  dayanimda  ise
dondurarak kurutulan mikrokapsiillerin 85 ve
90°C'de daha yiiksek koruyucu etki gosterdigi
tespit gozlenmistir. Sonuglara gore  bir
kapsiilleme maddesi olarak yagsiz siit tozu:gam
arabik karisiminin  kullanilmasinin, yiiksek
sicaklik, asidik pH ve safra tuzlarina kars1 daha
yiiksek hiicre korumasi gosterdigi tespit edildigi
bildirilmektedir.

Akgiil (2018), yaptigi calismada,
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12
iniilin i¢eren sinbiyotik siit ile zenginlestirilmis
stitlii ¢ikolatalarin viskozite degerlerinin arttig

ve duyusal begeni puanlarmi artirdigi
gbzlenmistir.
Lactobacillus casei Shirota maltodekstrin

(MD), yagsiz siit tozu (RSM) ve arap zamki
(GA) ile ptskirterek kurutma yontemi ile
kapsiillenmistir. Kapsiillenmig
mikroorganizmalarin fiziksel yapilarmin kiire
seklinde gozlemlenmistir. Puding 6rneklerinde
mikrokapsiillenmis hiicre sayilarinin 14. giinde
azaldig1 tespit edilmistir. RSM: GA kapsiilleri
iceren numunenin pH degeri daha stabil
bulunmustur. 4 ve 24°C'de depolama sirasinda,
RSM'nin probiyotik bakterilerin korunmasi igin
en iyi ortam oldugu bulunmustur (Gul, 2017).
Yapilan bu ¢alisma ile Bifidobacterium bifidum
olduklar1 ve ylizeylerinin piiriizsiiz oldugu
BB-12 (Bifidobacterium animalis  subsp.
lactis)’nin liyofilizasyon metodu ile enkapsiile
edilerek mikroorganizmalarin sicaklik
dayanimlarinin  arttirilmasi  amaglanmaktadir.
Olusturulan kapsiillerin depolama dayanimlar
bir ay boyunca takip edilmistir. Ayrica iretilen
kapsiillerin pudingin duyusal 6zellikleri tizerine
etkisi incelenmistir.
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MATERYAL ve METOD

Bu c¢alismada, mikroorganizma  olarak
Bifidobacterium bifidum (Kwik - Stik), kaplama
materyali olarak yagsiz siit tozu ve gam arabik
tercih edilmistir. Enkapsiilasyon yontemi olarak
liyofilizasyon (dondurarak kurutma) islemi
uygulanmistir. Model gida olarak kakaolu
puding  kullamilmigtir.  Puding  standart
hammaddeleri ilave edilerek yapilmistir.
Calisma boyunca; siit, kakao, yagsiz siit tozu ve
seker yerel firmalardan temin edilmistir.
Ksantan (Roth), agar (Molar kimya), MRS (Lab
a neogen company), gam arabik (Roth), laktoz
(Sigma aldrich), sistein (Merck) ve pepton
(Merck) kullanilmastir.

Probiyotik Kkiiltiirlerin
hazirlanmasi

Probiyotik mikroorganizmalarin ¢ogaltilmast,
Celik ve Turgay (2021) tarafindan kullanilan
metot ile yapilmistir. Liyofilize kiiltiirler iki
asamada sistein ilaveli deMan Rogosa Sharpe
(MRS) broth ortaminda anaerobik olarak
37°C’de aktivite edilmislerdir. Ilk aktivasyonda
mikroorganizmalar ~ steril  %0,1  peptonlu
(Merck, Almanya) su ile yikanmistir. Ardindan,
killtir 5 ml MRS broth besiyerine 24 saat
siireyle inokiile edilmistir. Kiiltiir MRS broth'a
aktarilmis ve ardindan 18 saat siireyle inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonun ardindan, drnek 4500
rcf'de 10 dakika santrifiij edilmis ve iki kez
peptonlu su ile yikanmugtir. Kiiltir, %0,1
peptonlu su ile ml basma 10 koloni olusturan
birim (cfu/ml) konsantrasyonuna seyreltilmistir.

cogaltilmas1  ve

Kaplama materyalinin hazirlanmas1 ve
probiyotik mikroorganizmalarin
enkapsiilasyonu

Enkapsiilasyon isleminde Gul (2017) tarafindan
gelistirilen metot kullamlmistir.  Kaplama
materyallerine 80°C’de 30 dakika 1s1l iglem
uygulanarak sterilizasyonlar1 saglanmigtir. Gam
arabik ve yagsiz siit tozu kullanilarak hazirlanan
kaplama materyalleri ve oranlar1 Cizelge 1’de
verilmistir. Kiiltlirler kaplama materyali ile
karistirilip -80°C’de dondurulmustur.
Sonrasinda kdiltiirler kapstilasyonun
gerceklesmesi igin  bir gece liyofilizatérde
(Christ  Alpha 1-2 LD) birakilmustir.

Liyofilizatérden alman ornekler analize kadar
buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Cizelge 1. Kaplama materyallerinin oranlari
Table 1. Ratios of coating materials

Kaplama
materyali / GA: GA:
Coating GA GA | RSM | RSM RSM RSM
materials

GA
konsantrasyonu
(w/v) / GA
concentration
YST
konsantrasyonu
(w/v) / RSM
concentration
Kultar miktari:
Kaplama
materyali
miktari /
Amount of
culture:
Amount of
coating
material (v/v)

30% | 20% %7.5 3%

30% | 20% | %7.5 27%

1:1.5]1:1.5|1:1.5 | 1:15

Enkapsiilasyon verimlerinin hesaplanmasi
Enkapsiile edilen mikroorganizma
enkapsiilasyon prosesi esnasinda bir miktar
canlilik kaybina ugrayabilmektedir. Bu canlilik
kaybinin az olmasi1 enkapsiilasyon isleminin
basar1 kriterlerinden birisidir. Enkapsiilasyon
verimi  Petraityte ve  Sipailiene  (2019)
tarafindan kullanilan metot baz alinarak Esitlik
1’deki gibi hesaplanmistir.
Enkapsiilasyon ~ verimi = No/ N
(Esitlik 1)

No: Enkapsiilasyon oncesi canli mikroorganizma
say1s1 (kob ml?)

Ni: Enkapsiilasyon sonrasi canli mikroorganizma
say1st (kob ml™?)

%100

Kapsiillerin depolama dayanimi

Kapsiillenmis bakteriler 5 ve 25°C olmak iizere
iki farkli sicaklikta depolanmigtir. Bir aylik
depolama boyunca haftalik olarak canli kalan
mikroorganizma sayist MRS agar ortamina
anaerobik kosullarda belirlenmistir.

Kapsiillenmis mikroorganizmalarin model
gidaya ilavesi ve 1s1sal direncin hesaplanmasi
Model gida olarak segilen pudingi laboratuvar
ortaminda iiretmek icin Gurmeric ve ark.,
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(2013) tarafindan gelistirilen puding
formiilasyonu ve iiretim prosesi kullanilmaistir.
Kullanilan formiilasyonun calismaya
uyarlanmisg hali Cizelge 2’de verilmistir.
Cizelge 2. Puding {iretiminde kullanilan
malzemeler ve miktarlari

Table 2. Ingredients and quantities used in
pudding production

52| gleg|s2|83|5|8z2
3 2 28837852838
= 3|7 7|3 ,|°°|8E|~"¢&
) S = = - 55

=1 @D =~ x O

@ @® ~ NE ~ ~ ~
Miktar/ |300 (30g |59 [6g [0.6g |126¢
quantity |ml

Puding; siit 40°C’ye kadar 1sitildiktan sonra
tiim malzemeler ile kapsiillenmis bakteriler siite
ilave edilip 85°C’ye kadar 1sitilmigtir. Bu
sicaklikta 5 dk tutulan puding sonrasinda
sogumaya birakilmstir. Isil islem esnasinda 50-
55-60-65-70-75-80-85°C’de 5 g Ornekleme
yapilarak 45ml’lik peptonlu suya eklenmistir.
Ayrica 85°C’de 5 dk 1si1l islem ile hazirlanan
puding sogumadan Once bir 6rnekleme daha
yapilmigtir. Kapsiillenmis bakterilerin 1siya
karst gostermis olduklar1 diren¢ yapilan
mikrobiyal ekimler sonucunda belirlenmistir.
Duyusal analiz

Duyusal analiz islemi Kiling (2021) tarafindan
kullanilan yontem baz alinarak Kahramanmarag
Siitgii imam Universitesi Gida Miihendisligi
Bolimii  6gretim elemanlart  ve lisansiistii
Ogrencilerinden olusan 10 kisilik panelist ekibi
(trtin ve duyusal analiz yontemleri konusunda
egitilen) tarafindan yapilmstir.

Puding ornekleri seffaf, derin, plastik kaplarda
panelistlere rastgele numaralandirilarak
sirastyla  sunulmustur. Duyusal analiz testi
Caligkan (2021) tarafindan hazirlanan duyusal
analiz formu modifiye edilerek kullanilmistir.
Duyusal analiz i¢in ¢oklu kiyaslama testi olan
puanlama testi tercih edilmistir. Kapsiillenmis
ve  kapsiillenmemis  mikroorganizmalarin
pudingin duyusal ozellikleri iizerindeki etkisi
kontrol edilerek kiyaslanmistir. Ornek duyusal
analiz formu Ek-1’de verilmistir.

SEM goriintiileme

Kapsiillenmis hiicrelerin morfolojileri hakkinda
bilgi sahibi olmak ve kapsiil biiyiikliiklerini
Olgmek amaciyla yapilmigtir. Celik (2017)
tarafindan kullanilan metot baz alinarak SEM
(Zeiss EVO LS10) ile goriintiilenmistir.

Istatistik analiz

Calismada tiretim ve analizler en az {i¢ paralel
olacak sekilde calisilmistir. Sonuclar, ortalama
degerleri + standart sapma seklinde verilmistir.
Veriler, SPSS 26v. Programi ile %95 anlamlilik
diizeyinde test edilmistir. Gruplar arasindaki
onemli farkliliklar Tukey coklu karsilagtirma
testini izleyen tek yoOnlii varyans analizi
ANOVA kullanilarak belirlenmistir.

BULGULAR ve TARTISMA

Kapsiilasyon verimi

Enkapsiilasyon verimi materyal ve metotta
verilen Esitlik 1’e gore hesaplanmustir.
Maksimum enkapsiilasyon verimi %30’luk
yagsiz siit tozu kullanilan kapsiillerde, en diistik
enkapsiilasyon verimi ise %30’luk gam arabik
kullanilan kapsiillerde tespit edilmistir; sonuglar
sirastyla  9%94.57  ve  %86.33  olarak
bulunmustur. Tiim kapsiil formiilasyonlarmin
verimleri Cizelge 3’te verilmektedir. Cizelge
3’teki canlilik verimleri degerlendirildiginde
bilesiminde yagsiz siit tozu bulunan kapsiillerin
canliliginda anlaml bir fark oldugu, yagsiz siit
tozunun canlilik {izerine olumlu bir etkisi
oldugu goriilmektedir. Bu durum yagsiz siit
tozunun kriyoprotektan etkisinden ileri geldigi
diistiniilmektedir.

Cizelge 3. Kapsiillerin canlilik verimleri

Table 3. Viability of yields in capsules

Kapsiil gesitleri / types | Canlilik verimi (%) /
of capsules viability yields (%)
GA: RSM 1:1 93.39b

GA: RSM 1:9 93.76b

RSM 20% | 93.96b

RSM 30% | 94.57a

GA 20% | 87.53c

GA 30% | 86.33c

Harfler enkapsiilasyon isleminde kullanilan kaplama
materyalleri arasindaki fark: temsil etmektedir.

The letters represent the difference between the
coating materials used in the encapsulation process.
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B. Dbifidum BB-12°nin gam arabik ile
plskiirterek kurutuma teknigi uygulanarak ve
palm yagt ile piiskiirterek dondurma teknigi
kullanilarak enkapsiile edildigi bir calismada ise
enkapsiilasyon verimi sirasi ile %82 ve %92
olarak bildirilmistir (Arslan-Tontul ve Erbas,
2017). Ayrica ¢alismada piiskiirterek dondurma
yontemiyle yapilan enkapsiilasyon isleminin
liyofilizasyon ile yapilacak enkapsiilasyon
islemine benzer verim saglayacagi
bildirilmektedir. Calisma sonuglart
bulgularimiz ile paralellik arz etmektedir.
Kapsiilasyon verimimizin yiliksek olmasi
liyofilizasyon isleminde mikroorganizmalarin
yiiksek oranda korundugunu géstermektedir.
Isil islem Dayanimi

Kapsiillenmis probiyotik mikroorganizmanin
isisal direnci, MRS agar ortamina anerobik
kosullarda  belirlenmistir. ~ Enkapsiilasyonla
olusturulan  probiyotik  kapsiillerin ~ farkli
sicaklik  degerlerinde  gostermis  olduklar
sicaklik dayanimi Cizelge 4’te
gosterilmistir. Kapsiillenmemis kontrol
orneginin canliligi 60°C’den sonra hizli bir
sekilde azalmis ve 85°C’de ortamda canli
mikroorganizma tespit edilememistir. Gam
arabik ve yagsiz siit tozunun 1:1 kullanildigi
ornek disindaki tiim kapsiillerde 85°C’de 5
dakika 1sil muamele sonucunda mikrobiyal
canlilik  tespit  edilmistir. ~ Kapsiillenmis
mikroorganizmalarinin 1s1l direncini en iyi
arttiran kapsiil formiilasyonu 1:9 oraninda
hazirlanan gam arabik: yagsiz siit tozu kapsiilii
olarak belirlenmistir. Bu kapsiilde puding
liretimi esnasinda sadece 2.58 log kob g*
canlilik  kaybi  goriilmistiir.  Kapsiillerin
koruyuculuk siralamasi ¢oktan aza dogru, 1:9,
%30 GA,; %30 RSM; %20 GA ve %20 RSM
seklindedir. Islem sonunda canli kalim oranlar
sirayla %068, %48, %41, %39 ve %32 olarak
bulunmustur.

Kapsiillenmis mikroorganizmalar canliliklarini,
%20 GA kapsiilii harig, 75°C’de yaklasik %70
oraninda korumustur. Kapsiillenmemis
mikroorganizma ise bu sicaklikta canliliginin
%68’ini kaybetmistir. Bu sicaklikta kaplama
konsantrasyonu fazla olan mikroorganizmalarin
az olanlara kiyasla canliliklarini daha iyi
korudugu tespit edilmistir. Bunun sebebi
konsantrasyonun fazla olmasina bagl olarak 1s1l

iletimin daha yavas meydana gelmesi seklinde
yorumlanabilir. Artan YST konsantrasyonuna

bagli  olarak  canliik  6nemli  olgiide
korunmustur. YST ile GA’nin birlikte
kullanilmas1  yagsiz siit tozunun yiiksek
konsantrasyonda kullanildig1 orneklerde

sinerjik etki gostermistir. Benzer sekilde Gul ve
Atalar, (2019) yaptiklart ¢aligmada gam arabik
ve yagsiz siit tozunun kaplama materyali olarak
kullanildig1 kapsiillerde 1s1l direncin daha iyi
korundugunu bildirmektedir. Enkapsiilasyonun
sadece gam arabik ile yapildig1 6rneklerde gam
arabik konsantrasyonunun artmasi canliliga
olumlu etki etmistir. 1:1 oraminda Kkapsiil
materyalinin  kullanildigi  6rnekte canliligin
diisiitk olmasinin sebebi; kaplamada kullanilan
kapsiil materyalinin diisiik konsantrasyonundan
kaynaklandigi disiiniilmektedir. Fritzen-Freire
ve ark, (2013) Bifidobacterium BB-12
bakterisini piiskiirterek kurutma yontemi ile
enkapsiile edip  sicaklik direnci  {izerine
calismiglardir. Yagsiz siit tozu kullanilarak
olusturduklar1 kapsiillerin 55°C’de 10 dk 1s1l
islem sonucunda 0.15 logaritmik faz azaldig
bildirilmistir. Ayn1 ¢aligmada 75 °C’de 10 dk
151l islem sonucunda kapsiillerin canliliklart <6
log kob mlt olarak bildirilmektedir.
Calismamiz sonuglarinda da 55°C’de alinan
orneklerde O6nemli bir azalma goriilmemistir
(p<0.05). Kapsiillerin 75°C’de  dayanim
sonuclarinda ise sadece %30°luk gam arabik
probiyotik 6zellik gosterebilmis, yagsiz siit tozu
ve yagsiz siit tozu-gam arabik kombinasyonlari
6 log kob ml?! siirmin altina diismiislerdir.

Burada dikkat edilmesi gereken husus
logaritmik azalma c¢ok olmamasina ragmen
baslangig konsantrasyonundaki goreceli

diisiiklik nedeniyle 6 log kob g-1 simirinin
altima diismiis olmasidir. Ji ve ark., (2019)
yaptiklart  bir ¢alismada kapsiillenmis B.
longum'un 1s1l isleme toleransini 6lgmek igin 30
dakika boyunca 55, 60 ve 65°C 1siya maruz
birakmistir.  Calisma  sonucunda, alginat
kapsiilleri bu sicakliklarda sirasiyla 0.24, 0.53
ve 1.72 logaritmik azalma gostermistir. Kitosan
kapsiilleri ise 0.20, 0.64 ve 1.14 log kob
azalmigtir.  Calisilan  sicaklik  araliginda
sonuglarimiz paralellik gostermektedir.
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Cizelge 5. Enkapsiile edilmis mikroorganizmalarin 5 °C ve 25°C’de depolama boyunca gosterdikleri canlilik oranlari
Table 5. Viability of microorganisms with encapsulated during storage at 5 and 25 °C

Sicaklik dereceleri (C) / temperature degrees

Kapsiil gesitleri /  types of

capsules 50 55 60 65 70 75 80 85 ilk / first | 85 son last
Kontrol / control 7.01£0.62 | 6.32+00% 6.18+0.420% | 3.15+£0.01c | 2.22 £0.64* | 2.20 £ 04" 2.06+04" 1.4940¢"a 0£0*f"

GA: RSM 1:1 8.23+0.022> 7.80 02" 7.75+0020 7.70+£0.822% | 6.21+0.03>°® | 599+0.01°® | 5.15+0.2¢"> | 2+£0.1d° 0 & Q*ca
GA: RSM 1:9 8+£02® 7.97 £02® 7.77+£02° 7.16+0.15*® | 6.78+0.06°"¢ | 5.84+0.55¢> | 5.84+£0¢"¢ 4.84+0.14¢ 5.42+0.64¢®
RSM 20% 8.13+£0.552® 8.66+ 12 8.67+0.35"¢ | 6.77£0.09 *c | 5.64+0.04¢¢ | 5.53+0.77¢® | 4.3940.354°¢ | 3.82+0.9¢"¢ 2.60+0f ¢
RSM 30% 8.47+£0.472> 84+052% 7.61£0.97bd | 6.68+0.02 < | 6.30+£0 <" 5.71£0.414° | 3.76+0¢" ¢ 3.51+0¢" 3.48+(Qc'd
GA 20% 8.50+£0.192® 7.62+£0.372d | 7.2340.2224 | 6.44+0.4 ¢ | 4.67+0.47¢"T | 3.63£0.384" | 3.53+£0.42¢°¢ | 3.16+0.95¢"¢ | 3.35+0.67¢d
GA 30% 8.87£0.4402 | 9.32£0.422"¢ | 9+£04¢2 ¢ 7.684+0.18°d | 7.90+0.4b"¢ 7.94+0.73%"4 | 7.154+0.82¢"F | 5.52+0.414°F | 4.3240.42¢"¢

*: 102 “lik diliisyon ekiminde canli mikroorganizmaya rastlanilmadu.
*: No live microorganisms were found in the 10-2 dilution sowing.

[lk harf sicakliklar arasindaki farki, ikinci harf ise kapsiiller arasindaki farki temsil etmektedir.
The first letter represents the difference in temperatures, and the second letter represents the difference between the capsules.
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Cizelge 5. Enkapsiile edilmis mikroorganizmalarin 5 °C ve 25°C’de depolama boyunca gosterdikleri canlilik oranlari
Table 5. Viability of microorganisms with encapsulated during storage at 5 and 25 °

Logaritmik azalma (1

Kapsiil / Sicaklik / Siire / time ay)
capsule / / Logarithmic
temperature Baslangig / beginning 1. Hafta / week 2. Hafta / week 3. hafta / week 4. Hafta / week reduction (1 month)
1:1/5°C 9.89+£( 2% 9.59+1.2 a% 9.5+042% 9.1+0.152" 0.79
1:1/25°C 989 +0a 9.89+£0 2 9.57+£0.31 2 9.8+0.512% 8.84+0.702" 2 1.05
1:9/5°C 9.69 £02" 9.87+02% 10.32+0.012"» 8.74+0.128% 0.59
9.33 £0.362%
1:9/25°C 8.97 02" 8.89 £(0 b 8.95+0.84 2 8.96+0.340 0.37
% 20 YST /5°C 10.15+0.38" 9.91+0.352"= 9.21+£0.53 “» 7.12+0.03b@ 3.18
10.3+£0.92
% 20 YST /25 °C 9.95 +£0.52 2% 9.43 £0.8 22 8.69+0.272b 8.11+,352°b 2.19
% 30 YST/5°C 10.32+0.82"2 928 +1.082 8.97+0.542%= 8.39+0.19% 212
10.51+£0.23 2%
% 30 YST /25 °C 10.2+0.422% 8.56 £0.04 b = 8.83+0.63b% 7.86+£0.55¢ 2.65
% 20 GA /5 °C 9.3+0.92% 8.71 £0.97 & 8.82+0.292 2 7.33£0.01P2 2.58
9.91 £0.372%
% 20 GA / 25°C 9.83+0.942"= 5.6+0.68°® 4.94+0.67 5 3.99+0.7200 5.92
% 30GA/5°C 9+0. 772 8.94+0.862= 8.86+0.212"2 7.37+£0.01b" 2.16
9.53+£0.32"
% 30 GA /25°C 9+0.32% 8.92+0.172"= 6.41+£1.23b°b 471 +£0 ¢ 4.82

[1k harf haftalar arasindaki farks, ikinci harf ise sicakliklar arasindaki fark: temsil etmektedir.
The first letter represents the difference between weeks, and the second letter represents the difference between temperatures

Harfler ayn1 orandaki kapsiiller arasindaki farki temsil etmektedir.

Letters represent the difference between capsules of the same proportion.
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Kapsiillenmis
depolama stabilitesi
Isleme ve depolama sirasinda probiyotik
kapsiillerde hiicre hasar1 ve aktivite kaybi
meydana gelebilir. Uygun bir kapsiilasyon
islemi, depolama siiresi boyunca canli kalmasi
gereken  bakterilerin  hayatta  kalmasim
saglamalidir. Bu sayede olusturulan kapsiiller
iiriine eklenene kadar probiyotik ozelliklerini
kaybetmeden korunacaklari siire ve/veya iiriin
icinde kapsiiliin canlilik kaybinin ne derece
olacagi  ongoriilebilir. Deney tasariminda
hazirlanan kapsiiller 5 ve 25°C’de 1 ay boyunca
depolanmistir. Depolama boyunca haftalik
olarak kapsiillenmis bakterilerin canliliklari
kontrol edilmistir. Kapsiillenmis
mikroorganizmalarin  depolama dayanimlari
Cizelge 5’ te verilmektedir.

mikroorganizmalarin

GA:YST 1:1 oraninda kullanildig1 kapsiillerde
5 wve 25°C’de canliligin o6nemli Olgiide
korundugu tespit edilmis olup canlilik kaybi
sirayla 0.79 ve 1.05 log kob g-! olarak tespit
edilmistir. Bir aylik depolama sonucunda
mikroorganizma sayisinda anlamli bir azalma
meydana gelmemistir.

Hazirlanan kapsiillerden 1:9 GA:YST olani, bir
aylik depolama boyunca mikroorganizma
canliliklarinin, 5 ve 25°C’de sirasiyla %93.6 ve
%96°s1m koruyarak diger kapsiillere kiyasla en
iyl korumay1 sagladigi belirlenmistir. 4 hafta
boyunca her iki sicaklikta da depolanan
kapsiillenmis mikroorganizmalarin canliliklari
arasinda azalmalar olsa da %90’dan fazlasinin
canli kaldigi gozlenmistir. 1ki kaplama
materyalinin birlikte kullanilmasi sinerjik etki
gostermistir.

Bir ay boyunca 5 ve 25°C’de depolanan
%20°lik yagsiz siit tozu ile enkapsiile edilmis
mikroorganizmalarin 1 aylik  canlilik
verimlilikleri sirasiyla %70.1 ve %79 olup
5°C’de anlamli bir fark oldugu belirlenmistir.
25°C’de depolanan kapsiillenmis
mikroorganizmalarin baslangi¢ ve depolama
sonundaki canliliklart arasinda anlamli bir fark
olsa da haftalik olarak bakildigin 6nemli bir
kay1ip olmadig1 tespit edilmistir. % 20’lik yagsiz
siit tozu, bir ay boyunca depolanan B. bifidum
BB-12 {izerinde en iyi korumayir 25°C’de
saglamustir.

Probiyotik mikroorganizmalarin %30 oraninda
YST ile enkapsiile edilmesi sonucu canlilik
kayiplar1 5 ve 25°C’de sirasiyla 2.12 ve 2.65
log kob g-! olarak belirlenmistir. Depolama
baslangict ve sonunda 5°C’de depolanan
kapstillerde anlaml1 bir fark vardir. Ancak canli
mikroorganizma sayisinda goriilen haftalik
azalmalar  arasinda  anlamh  bir  fark
goriilmemektedir. 25°C’de depolama sonunda
mikroorganizmalarin %75’inin  canli  kaldig1
gozlemlenmistir. Bu  sonuglar;  kaplama
materyali olarak %30’luk yagsiz siit tozunun
depolama {izerinde olumlu etkisi var olarak
yorumlanmustir.

Kaplama materyallerinden %20°lik gam arabik
ile enkapsiile edilen mikroorganizmalarin
canlilik verimlilikleri 5 ve 25°C’de sirasiyla
%74 ve %40.2 olarak belirlenmistir. 5°C’de
depolanan mikroorganizma canlilifinda anlaml
bir fark olsa da mikroorganizmalarin yaklasik
%75’inin canli kalmasiyla olumlu bir sonug
elde edilmistir. 25°C’de %20’lik gam arabik ile
kapsiillenen mikroorganizmalar canliliklarinin
yaklasik  %60’mm1  kaybetmistir.  Kapsiiller
arasinda en az korumayi 25°C’de %20 gam
arabik gostermistir.

Mikroorganizmalardan %30’luk gam arabik ile
enkapsiile edilen probiyotik mikroorganizmalar,
bir aylik depolamada canlilik kayiplar1 5°C ve
25°C’de sirasiyla 2.16 ve 4.82 log kob g-!
olarak hesaplanmigtir. 1ki farkli sicaklikta
depolanan enkapsiile edilmis
mikroorganizmalarin  canliliklar1  arasinda
anlaml1 bir fark oldugu belirlenmistir.
Depolama  sonuglar1  degerlendirildiginde
5°C’de depolanan kapsiiller canliliklarim
25°C’de depolanan Orneklere gore daha iyi
korumuslardir. Bu muhtemelen
mikroorganizmalarin 25°C'de hiicre 6liimii ve
hiicre canliligmin  kaybi1 ile sonuglanan
metabolik aktivitesinden (Holkem ve ark.,
2017) veya kapsiilin yilizey yapisina bagh
olarak oksijen varligi sebebiyle canliligin
yitirilmesinden kaynaklaniyor olabilir (Silva ve
ark., 2018). Depolamada canliligimin en diisiik
degeri kapsiil bilesimi ve depolama sicakligi
%20 ve %30 oraninda hazirlanan gam arabik
kapsiillerinin ~ 25°C’de  depolandiklarinda
kaydedilmistir. Bu kapsiiller canliliklarinin
%50’den fazlasim kaybetmektedir. Fakat diisiik
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sicaklikta depolandiklarinda sirasiyla sadece
258 ve 2.16 logaritmik azalma meydana
gelmektedir. Literatiir ¢alismalari
degerlendirildiginde uygulanan metot ve kapsiil
bilesimine bagli bazi farkliliklar bulunsa da
diisiik sicaklikta depolamanin canliligi arttirici
etki gosterdigi ve enkapsiilasyon islemi ile
mikroorganizmanin kurumaya kars1 direncinin
arttirilldigr  gorilmektedir. Juarez-Trujillo ve
ark., (2021) yapmis olduklar1 bir calismada
Bifidobacterium animalis bakterisini farkli
yontemlerle enkapsiile ederek proses, depolama
ve gastrointestinal ortamdaki dayanimini
kontrol etmiglerdir. Liyofilizasyon yontemi ile
enkapsiile edilen B. animalis bakterisinin
depolama sonuglarina gdére en iyi koruma
4°C’de muhafaza edildiginde
saglanmistir. Calismamizin sonuglarina gore
bu sicaklikta yapilan depolamada minimum
7.12 maksimum 9.1 logaritmik faz canli kalim
saglanmistir. Holkem ve ark., (2017) enkapsiile
edilmis Bifidobacterium BB 12
mikroorganizmalarin1 120 giin boyunca -18, 7
ve 25°C'de canlilik kayiplarim1 gézlemlemistir.
Iki hafta sonunda 7°C’de depolanan kapsiillerin
6 logaritmik fazin altina diistiigii belirlenmis,
25°C’de ise 75 giin boyunca probiyotik
ozelligin korudugu bildirilmektedir. Ji ve ark.,
(2019), yaptiklar1 bir ¢alismada B. longum
mikroorganizmalar1 180 giin 4°C ve 25°C'de
depolanmistir. Depolama sonucuna gore 4°C’de
kapsiillerde ve kontrol 6rneginde anlamli bir
azalma  goézlemlenmemigstir. 25°C'de  ise
kapsiillenmemis hiicreler 3.43 logaritmik faz
azalirken kapsiillerde 1.44-2.03 logaritmik
fazlik bir azalma meydana gelmis; kapsiillenmis
mikroorganizmanin  depolama  stabilitesinin
daha iyi oldugu bildirilmistir. Literatiir
caligmalart ¢aligmamizin sonuglarini destekler
niteliktedir.

Caligmanin  sonuclar1  degerlendirildigince
yapilacak diger bir ¢ikarim bilesimde yagsiz siit
tozu bulunan oOrneklerde canliligin depolama
boyunca daha iyi korundugu yoniindedir. Bu
sebeple yagsiz siit tozunun gam arabige kiyasla
daha iyi bir kriyoptik ajan oldugu c¢ikarmmi
yapilabilir. Benzer sekilde Gul (2017) yapmis
oldugu calismada, kaplama materyali olarak
yagsiz siit tozu kullanildiginda 4 ve 24°C’de
probiyotiklerin canliliklarin1 olduk¢a iyi bir

sekilde muhafaza ettigini  bildirmektedir.
Kaplama materyali olarak kullanilan yagsiz siit
tozu tek basina olumlu bir koruma sagladigini
bildirmektedir.
Kapsiillenmis probiyotik ilaveli kakaolu
pudingin duyusal analizi

Kapsiillenmis mikroorganizmalar kullanilarak
iretilen pudingler panelistler tarafindan
begenilmistir. Kontrole kiyasla herhangi bir
yabanci tat-koku ve aroma hissedilmemistir.
Duyusal analiz sonuglart Sekil 1°de verilmistir.

duyusal degerler
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Sekil 1. Duyusal analiz sonuglari
Figure 1. Sensory analysis results

Uretilen pudingler renk olarak koyu, yapt ve
kivam olarakuygun bulunmustur. Kapsiillerden
kaynakli  herhangi  bir  pitlirli  yap1
hissedilmemistir. Bunun sebebi olusturulan
kapsiillerin  boyutlarmin  kiiciik olmast ve
olusturulan kapsiillerin suda ¢oziinlir 6zellige
sahip olmasidir. Yagsiz siit tozu ile
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ilave
kiyasla

kapsiillenmis mikroorganizmalarin
pudding  Orneklerinin  digelerine
yapiskanliginin daha az oldugu
gozlemlenmistir.  Fakat  genel  begeniye
bakildiginda kullanilan kapsiillerin duyusal
Ozellikler iizerine etkisi Onemsiz bulunmustur
(p>0.05).

SEM goriintiileme sonug¢lari

Kapsiillerin SEM  goriintiileri genel olarak
degerlendirildiginde polimorfik yapt
gostermektedir.  Yagsiz  siit tozu igeren
kapsiillerin, diger kapsiillere oranla daha yogun
bir matriks olusturdugu gdzlenmistir. Gam
arabik iceren kapsiillerin az plrizli, ve
kiiresele yakin bir yapiya sahip olduklari
belirlenmistir. Kapsiillerin SEM
gorintilemeleri Sekil 2°de sirasiyla verilmistir.

Sekil 2: Kapsiillerin SEM goriintiilemeleri (A,
B, C, D, E ve F harfleri sirasiyla 1:1 (GA:YST),
1:9 (GA: YST), %20 YST, %30 YST, %20 GA
ve %30 GA kapsiillerini ifade etmektedir.)
Figure 2: SEM images of capsules (A, B, C, D,
E and F letters respectively 1:1 (GA:RSM), 1:9
(GA:RSM), 20% RSM, 30% RSM, 20% GA and
It refers to 30% GA capsules.)

SONUC ve ONERILER

Probiyotikler olumsuz c¢evre kosullarinda ve
gida islemesi esnasinda yapilan muameleler
sonucu canliliklarin1 kaybedebilmektedir. Bu
kosullarda canliligin arttirilmasi icin
enkapsiilasyon teknolojisi uygulamalar1 son
yillarda yayginlasmistir. Bu yontemlerin ana
prensibi mikroorganizmanin fiziksel bir bariyer
ile desteklenmesidir.

Bifidobacterium  bifidum BBI2  susunun
liyofilizasyon metotu ile enkapsiile edilmesi
sonucu olusturulan kapsiiller

mikroorganizmanin 1sisal direncini arttirici etki
gostermistir. Olusturulan kapsiillerden %20
yagsiz siit tozu ve %20 gam arabik kapsiilii
hari¢ diger tiim kapsiiller 70°C’de probiyotik
ozelligi korumuslardir. Kapsiile edilmemis
mikroorganizmalarda ise 60°C’den sonra hizli
bir canlilik kayb1 gozlemlenmistir. Puding
Ozelinde duruma bakildiginda son {iriin
probiyotik 6zellik gostermemektedir. Fakat
daha 1mh 1s1l islem uygulanan gidalarda

olusturulan kapsiillerin basari ile
uygulanabilecegi goriilmektedir. Buna ilaveten
baslangig konsantrasyonunun yiiksek

tutulmasina bagl olarak 1sisal dayanimin daha
iyi olup olmayacagi ileri vadede yapilacak
calisma  konularimizdan  birisi  olacaktir.
Kapsiillerin depolama dayanimlarina
bakildiginda canliligin ¢ok yiiksek oranda
korundugu ve depolama sicakligina bagl olarak
bu dayanimin degiskenlik gosterebilecegi
saptanmistir. Tum kapsiiller +5°C’de 1 ay
depolandiginda probiyotik ozelliklerini
muhafaza etmislerdir. Gam arabigin bireysel
olarak  kullanildigr  kapsiillerde ~ 25°C’de
depolama dayaniminin diisiik oldugu diger
kapstillerin ise probiyotik 6zelligini korudugu
gozlenmistir. Planlanan sonraki ¢aligmalarda
depolama siiresi uzatilarak probiyotik riiniin
raf omrii belirlenecektir. Calismanin diger bir
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katma degeri olusturulan kapsiillerin son tiriinde

duyusal anlamda olumsuz bir etkisinin
olmamasidi.
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