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OZET

BAKTERIYOFAJ MiKROKAPSULASYONUNUN OPTIiMiZASYONU VE
MIKROKAPSULE BAKTERIYOFAJIN YOGURT URETIMINDE KULLANIM
OLANAKLARININ ARASTIRILMASI

Firuze ERGIN
Doktora Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dal
Damisman: Prof. Dr. Ahmet KUCUKCETIN
Nisan 2019; 87 sayfa

Dogada en fazla bulunan biyolojik topluluklardan birini temsil eden
bakteriyofajlar, kendilerine 6zgli hedef bakteriyi oldiirebilen bakteri viriisleri olarak
tanimlanmaktadir. Son yillarda, patojen bakterilerin antibiyotiklere karsi direng
kazanmasi1, bakteriyofaj uygulamasini yeniden giindeme getirmistir. Insan sindirim
sisteminin dogal mikrobiyotasinda bulunan bakteriyofajlar agiz yoluyla alindiklarinda,
gastrointestinal sistemden gegisleri sirasinda yiiksek asitlik ve sindirim enzimleri gibi
olumsuz etkilere maruz kalmalarindan dolayr aktivitelerini kaybetmektedir.
Bakteriyofajlari, gidanin bilesenleri, fizikokimyasal 6zellikleri ve depolama kosullari ile
gastrointestinal sistemin olumsuz etkilerine karsi korumak i¢in mikrokapsiilasyon
yontemi kullanilabilmektedir.

Bu ¢aligsma ile bakteriyofaj mikrokapsiilasyonda kullanilan kaplama ¢6zeltisindeki
sodyum aljinat ve sodyum kazeinat oranlar1 ile titresim frekans1 degiskenlerinin
optimizasyonunun saglanarak en yiliksek yiikleme verimliligine, diisiik pH degerleri
dayanimma ve en kiiciik kapsiil boyutuna sahip mikrokapsiil olusturulmasi
hedeflenmistir. Ayrica ¢alismada, Salmonella tiirlerinin % 98.2’sini lize edebilen Felix
O1 bakteriyofajinin yapay mide ortaminda aktivitesinin belirlenmesi, yapay bagirsak
ortaminda Felix O1’in mikrokapsiillerden saliniminin matematiksel modellemesi, Felix
O1 mikrokapsiillerinin model gida olarak secilen yogurdun tiretiminde kullanilmasi
amaclamistir.

En yiiksek verimlilik degerine sahip mikrokapsiilleri iiretmek i¢in titresim frekans
degerinin 1.61 kHz, kaplama ¢ozeltisindeki sodyum aljinat ve kazeinat oranlarinin
sirasiyla % 1.86 ve % 3.26 oldugu; pH 2.0’ye maruz birakilan mikrokapsiillerdeki Felix
O1’in azalma oraninin en diisiik oldugu optimum nokta i¢in frekans degerinin 4.50 kHz,
kaplama ¢ozeltisindeki sodyum aljinat ve kazeinat oranlarinin sirastyla % 2.00 ve 2.69
oldugu; en yiiksek mikrokapsiil verimliligi, pH degeri 2.0 olan ¢6zelti igerisinde en diislik
Felix O1 azalma orani ve en kii¢iik mikrokapsiil ¢evre uzunlugu olmak iizere her ti¢ cevap
icin optimum kosullara sahip mikrokapsiilleri tiretmek icin frekans degerinin 4.50 kHz,
kaplama ¢ozeltisi igerisindeki sodyum aljinat ve kazeinat oranlarinin sirastyla % 1.53 ve
2.72 oldugu nokta optimum olarak belirlenmistir.

Yapay mide ortaminda Felix O1 titresindeki en yiiksek azalma miktarinin, en yiiksek
mikrokapsiil verimliligine, pH degeri 2.0 olan ¢6zelti igerisinde en diisiik Felix O1 azalma



oranina ve en kii¢iik mikrokapsiil cevre uzunluguna sahip mikrokapsiillerde oldugu ve s6z
konusu mikrokapsiilii, sirasiyla en yliksek mikrokapsiil verimliligine ve pH degeri 2.0 olan
cozelti igerisinde en diisiik Felix Ol azalma oranina sahip mikrokapsiillerin takip ettigi
belirlenmistir.

Mikrokapsiile ve serbest formdaki Felix O1’in iiretimlerinde kullanildiklart yogurt
orneklerindeki  Lactobacillus delbrueckii  subsp. bulgaricus ve Streptococcus
thermophilus’un canliliklarint ve yogurt Orneklerinin fizikokimyasal ozelliklerini
olumsuz etkilemedigi ortaya konmustur. Tek basina ya da yogurt igerisinde yapay
bagirsak ortaminda bekletilen mikrokapsiillerden Felix O1 salinnminin Korsmeyer-
Peppas modeline iyi uyum sagladigi ve Felix O1’in salinim mekanizmasinin difiizyon ile
gergeklestigi tespit edilmistir.

Elde ettigimiz sonuglar neticesinde, Felix O1’in yogurdun fonksiyonel 6zelliginin
arttirllmasinda kullanilabilecegi, boylece Felix O1’in yogurt ile viicuda tasinabilecegi ve

viicut icerisinde etkin bir sekilde faaliyet gdsterebilecegi ortaya konmustur.
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ABSTRACT

OPTIMIZATION OF MICROCAPSULATION OF BACTERIOPHAGES AND
INVESTIGATION OF POTENTIAL USE OF MICROENCAPSULED
BACTERIOPHAGES IN YOGURT PRODUCTION

Firuze ERGIN
PhD Thesis in Food Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Ahmet KUCUKCETIN
April 2019; 87 papers

Bacteriophages represent one of the most abundant biological populations in nature
and are defined as bacterial viruses that can Kill specific target bacteria. In recent years,
gaining resistance to antibiotics of pathogenic bacteria has brought up bacteriophages
application again. Moreover, bacteriophages that present in natural microbiota of the
human digestive system when taken orally, have lost their activities because of exposure
to adverse effects such as high acidity and digestive enzymes during their passage along
the gastrointestinal system. The microcapsulation method can be used to protect
bacteriophages against adverse effects of components, physicochemical properties and
storage conditions of food, and gastrointestinal system.

In this study, the formation of microcapsules with the highest loading efficiency,
the highest resistance to low pH and the smallest particle size by optimization the
vibration frequence values with sodium alginate and sodium caseinate ratios in the
coating solution used in bacteriophage microcapsulation were aimed. Besides,
determination activity of bacteriophage Felix O1 which is lysing 98.2% of Salmonella
species, in the simulated gastric environment, mathematical modelling of release of Felix
O1 from microcapsules in the simulated intestinal environment, use of microencapsulated
Felix O1 in the production of yogurt as model food were aimed.

In order to produce microcapsules with the highest efficiency value, the vibration
frequency value of 1.61 kHz, sodium alginate and caseinate in the coating solution were
1.86% and 3.26% respectively; for the optimum point where the reduction rate of Felix
O1 in microcapsules exposed to pH 2.0 is the lowest, the frequency value is 4.50 kHz, the
sodium alginate and caseinate ratios in the coating solution are 2.00% and 2.69,
respectively; for the maximum microcapsule efficiency, the lowest Felix O1 reduction
rate when microcapsules exposed to pH 2.0 and the smallest microcapsule perimeter the
frequency value of 4.50 kHz, sodium alginate and caseinate in the coating solution were
1.53 and 2.72 respectively determined.

In the simulated gastric environment, the highest titres reduction of Felix O1 was
determined in the microencapsules which had the maximum microcapsule efficiency, the
lowest Felix O1 reduction rate when microcapsules exposed to pH 2.0 and the smallest
microcapsule perimeter followed by, respectively, microencapsules which had the
maximum microcapsule efficiency and microencapsules which has lowest Felix O1
reduction rate when microcapsules exposed to pH 2.0.



It was found that the microcapsulated and free form of Felix O1 did not adversely
affect viability of L. delbrueckii subsp. bulgaricus and S. thermophilus in yogurt samples
and physicochemical properties of yogurt samples. It was determined that Felix O1
release from microcapsules as alone or in yogurt, which were kept in the artificial
intestinal environment, was fit well to the Korsmeyer-Peppas model, and the diffusion
was the mechanism for releasing of Felix O1.

As a result of our results, Felix O1 can be used to increase the functional properties
of yogurt. Felix O1 can be transported to the body with yogurt and can be active in the
body.

KEYWORDS: Bacteriophage, Felix O1, Microcapsulation, Optimisation, Yogurt
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Simgeler

mm  : Milimetre
um  : Mikrometre
g : Gram

mg : Miligram
mL  : Mililitre

L . Litre

S : Saniye

dk : Dakika

C : Santigrat

< : Kiiciik veya esit
< : Kiiciik

> : Biytik

% : Yiizde
Kisaltmalar

SIMGE VE KISALTMALAR

GRAS : Genel olarak giivenilir kabul edilen

pob
kob
ABD
CYy

BB

ANOVA: Varyans analizi

Pre-R?

: Plak olusturan birim

: Koloni olusturan birim

: Amerika Birlesik Devletleri

: Cevap ylizey yontemi

:Box-Behnken

: Tahminlenmis regresyon katsayis1

PRESS : Tahminlenmis kalint1 hata kareler toplanmui



R? : Regresyon katsayisi

SD : Serbestlik derecesi

HKT  : Hata kareler toplami

MV : Mikrokapsiilasyon verimliligi

MAOQO : pH degeri 2.0 olan ¢ozelti igerisinde en diigiik Felix O1 azalma orani
MCU : Mikrokapsiil ¢cevre uzunlugunu

F : Frekans

A : Sodyum aljinat

: Sodyum kazeinat

Xi
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1. GIRIS

Gliniimiizde patojen bakterilerin antibiyotiklere diren¢ kazanmasi, tiim diinyada
Ozellikle enfeksiyon hastaliklarinin tedavisini zorlastiran ve tedavi maliyetlerini arttiran
onemli bir sorundur. Diinya Saglik Orgiitii niin (WHO-World Health Organization) Nisan
2015°de yaymmladig “Antimikrobiyal Direng¢ Formu’nda bilim insanlarinin patojen
bakterilerin antibiyotiklere diren¢ kazanmasia karsi yeni ilaglar, teshis ve tedavi
yontemleri gelistirmeleri gerekliligi bildirilse de son yillarda ¢ok az sayida antibiyotik
gelistirilmistir. Patojen bakterilere kars1 yeni antibiyotiklerin gelistirilmesi uzun siire ve
yiiksek maliyet gerektirmektedir.  Antibiyotiklerle karsilastirildiginda  dogal
mikrobiyotayr koruma, toksik olmama, ucuz ve kolay liretilme gibi avantajlar1 olan ve
yalnizca kendilerine 6zgii bakteri tiirlerini enfekte eden bakteriyofajlar yeniden 6nem
kazanmistir. Boylece 20. yiizyilin baglarinda goz ardi edilen “faj terapisi” ile ilgili
caligmalar hizla artmaya baglamistir. Son yillarda, insan sindirim sisteminde istenen
mikrobiyotanin olusturulmasinda gida takviyesi ve probiyotik bakterilerin kullanimi1 gibi
yontemlerin yaninda faj terapisi de kullanilmaktadir. Bakteriyofajlar, insan sindirim
sisteminde kendilerine 0zgli bakteri tlirline direkt etki ederek sindirim sistemi
mikrobiyotasin1 diizenlediklerinden dolay1 insan sagligi i¢in bliyiik 6neme sahiptir.
Ancak, bakteriyofajlarin mikrobiyotay1 diizenleyebilmesi ve antimikrobiyal fayda
saglayabilmesi i¢in iiretiminde kullanilan gidanin fizikokimyasal 6zellikleri (sicaklik,
pH, aw vb.), koruyucu bilesenleri ve depolama kosullar1 ile uygulanan bakteriyofaj
konsantrasyonunun yetersizligi gibi olumsuzluklara karst direng gostermesi bir
zorunluluktur. Ayrica gida ile birlikte viicuda alindiktan sonra bakteriyofajlarin,
gastrointestinal sistemden geg¢is siiresince sindirim enzimleri ile yliksek asitlik ve safra
salgis1 gibi olumsuz ortam kosullarinda da aktivitelerini korumasi ve viicuttaki hedef
bolgeye ulasmasit gerekmektedir. Bakteriyofajlarin  olumsuz kosullara karsi
korunmasinda kullanilan en yaygin yontem, bakteriyofajlarin kontrollii salinim ile hedef
bolgede aktivite goOsterebilmesini saglayan mikrokapsiilasyon uygulamasidir.
Mikrokapsiile bakteriyofajin hedef bolgede mikrokapsiillerden saliniminin kontroliinde
mikrokapsiillerin stabilitesi, boyutu ve ylikleme verimliligi 6nemlidir. S6z konusu
ozelliklerin en uygun sekilde saglanabilmesi i¢in mikrokapsiil iiretiminde kullanilan
kaplama materyallerinin oranlar1 ve mikrokapsiil uygulamasindaki islem degiskenleri
optimize edilmelidir. Ayrica, mikrokapsiile bakteriyofajin verimliliginin arttirilmasi ve
aktivitesinin korunmasi i¢in bakteriyofajin mikrokapsiillerden salinim hizinin, zamaninin
ve yerinin kontrol edilmesi gerekmektedir. Matematiksel modelleme ile aktif bir
maddenin salinim profili elde edilebilmektedir.

Bu caligmada bakteriyofaj olarak GRAS listesinde yer alan (GRN No. 468) Felix
O1 (DSM 18524), konakg¢i bakteri olarak da Salmonella enterica subps. enterica
secilmistir. Insan bagirsak mikrobiyotasinin dogal iiyelerinden olan Salmonella, ayn
zamanda gida kaynakli en yaygin patojenler arasinda kabul edilmektedir. Salmonella
cinsi; salmonelloz adi verilen, tiim diinyada insan sagligini tehdit eden ve ekonomik
yonden ciddi kayiplara yol agan gida kaynakli en 6nemli bakteriyel enfeksiyonlardan
birine neden olmaktadir. Salmonella cinsinde 6 adet alt tiir (subsp. enterica, salamae,
arizonae, diarizonae, houtenae, indica) iceren Salmonella enterica ve Salmonella
bongori olmak iizere iki tiir bulunmaktadir. Insanlardan elde edilen izolatlarin énemli
kismi S. enterica tiiriine ait olup, bu tliriin alt tiirlerinden biri olan S. enterica subsp.
enterica hayvan ve insanlarda enfeksiyon olusturmaktadir. Calismada bakteriyofaj
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mikrokapsiilasyonunda diisiik pH degerlerindeki ortamlarda stabilitesi yiiksek ve
salimimin diisiik oldugu mikrokapsiil iiretimine imkéan saglayan sodyum aljinat-sodyum
kazeinat karisimi kaplama materyali karisimi kullanilmistir. Sodyum aljinat ve sodyum
kazeinatin birlikte kullanilmasi ile liretilen mikrokapsiillerde, ortamin pH degeri diistiikce
sodyum kazeinatin amino gruplart ile aljinatin karboksil gruplar arasindaki elektrostatik
etkilesim sonucu mikrokapsiil stabilitesi artmakta ve mikrokapsiillenen materyalin
salinimi1 azalmaktadir.

Bu calismada mikrokapsiile bakteriyofajin viicuda alinmasinda kullanilmak iizere
model gida olarak yogurt secilmistir. Binlerce yildan beri Tiirkler tarafindan iiretilen
yogurdun, insan beslenmesindeki Onemi ve saglikla ilgili yararliligindan dolay:
diinyadaki tiikketimi giderek artmaktadir. Diinyada bolgesel olarak iiretilip tiiketilen bircok
fermente siit irlinli olmasina ragmen, bunlardan sadece yogurt gercek anlamda
uluslararasi yayilim gostermede basarili olabilmistir. Saglikla ilgili olumlu 6zellikleri ve
bu konudaki olumlu imaj1, farkli formlarda iiretilebilmesi, yaygin tiikketimi ve fonksiyonel
ozelliginin arttirllmasi istegi gibi ¢esitli nedenlerle yogurt tliretiminde pek cok biyoaktif
bilesen kullanilabilmektedir. Ancak iiretiminde kullanildigi yogurdun depolanmasi
sirasinda ve/veya gastrointestinal sistem kaynakli su, 1s1, 151k, oksijen, sicaklik, diisiik pH,
enzim aktivitesi vb. gesitli gevresel kosullarin biyoaktif bilesenler lizerinde olumsuz
etkileri olabilmektedir. Bununla birlikte, mikrokapsiilasyon yontemi yogurt tiretiminde
kullanilacak biyoaktif bilesenleri olumsuz ¢evresel kosullara karsi korumada
kullanilabilmektedir.

Tiim bu bilgiler 151¢1nda konu degerlendirildiginde, bakteriyofajin cesitli kaplama
materyalleriyle mikrokapsiilasyonu, mikrokapsiilasyon uygulamasindaki islem
degiskenlerinin Cevap Ylizey Yontemi’yle optimize edilmesi ve elde edilecek
mikrokapsiillerin yapay mide ve bagirsak sivilarindaki salinimlarinin incelenerek
matematiksel modellenmesi bu ¢alismanin en 6nemli amaglar1 arasinda yer almistir.
Bununla birlikte, TUBITAK Vizyon 2023 Calismalar1 ¢er¢evesinde gida alaninda Ar-Ge
ve yenilik faaliyetlerimizin ivme kazanmasiyla elde edilmesi hedeflenen sosyal,
ekonomik ve gevresel faydalardan biri olan “Yapilacak Ar-Ge ve yenilik ¢aligmalariyla
iriinlerin kalitesinin ylikseltilmesi; toplumun dengeli ve saglikli beslenmesinin ve yasam
kalitesinin gelistirilmesinin saglanmas1” maddesi de géz Oniine alinarak mikrokapsiile
bakteriyofajlar, yogurt iiretiminde kullanilarak yeni fonksiyonel iiriin gelistirilmesi
hedeflenmistir. Uretilen yogurt érnekleri depolamanin belirli giinlerinde yapay mide ve
bagirsak sivilarina maruz birakilarak igermis oldugu Felix O1’in mikrokapsiillerden
salinim1 incelenmis, bdylece gidanin hem bilesiminin hem de depolanmasinin
bakteriyofajlarin salinimi tizerine etkisi arastirilmistir. Calismada, yogurtta depolama
stiresince bakteriyofaj ve yogurt bakterilerinin sayimi yapilarak bakteriyofaj ile yogurt
bakterileri arasindaki iligki de ortaya konulmustur.
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2. KAYNAK TARAMASI

2.1. Bakteriyofaj

Bakteriyofajlarin varligr ilk kez 1896 yilinda Ernest Hankin tarafindan fark
edilmistir. Frederick Twort tarafindan 1915 yilinda “bakterileri enfekte ederek dldiiren
bir etmen” olarak tanimlansa da Felix d’Herelle, 1917°de “dizanteri basilinin gériinmez
bir mikrobunu” kesfederek bakteriyofaj olarak adlandirmig ve bakteriyofajlarin
antimikrobiyal etkisini diinyaya duyuran ilk kisi olmustur. Dogada en fazla bulunan
biyolojik topluluklardan birini temsil eden bakteriyofajlar, kendilerine 6zgii hedef
bakteriyi Oldiirebilen bakteri viriisleri olarak tanimlanmaktadir. Bakteriyofajlarin
antimikrobiyal ajan olarak kullanimi, 1928’de Alexander Fleming’in bakterilerin
cogalmasini engelleyen penisilini bulmasiyla Bati diinyasi i¢in dnemini yitirmis ve
patojen bakterilere karsi antibiyotik ¢agi baslamistir (Nobrega vd. 2015, Anonim 1).
Patojen bakterilerin antibiyotiklere kars1 diren¢ kazanmasi ve bu durum karsisinda yeni
gelistirilen antibiyotiklerin de yetersiz kalmasi, bilim insanlarini patojen bakterilere kars1
yeni yontemler gelistirmeye yonlendirmistir (Tsonos vd. 2014; Snyder vd. 2016). Son
birkag yilda patojen bakterilere kars1 bakteriyofajlarin kullanildigi ve “faj terapisi” olarak
adlandirilan tedavi yonteminin gelistirilmesine yonelik ¢alismalar hizla artmigtir (Beke
vd. 2016; Esteban vd. 2016).

2.1.1.Bakteriyofajlarin hayat dongiileri

Bas, boyun, kuyruk, taban ve taban uzantilar1 gibi kisimlardan meydana gelen
fajlarin yumak seklindeki bas kisimda kapsit ad1 verilen protein kilif ile ¢evrili niikleik
asitler bulunmaktadir. Niikleik asitler, ¢ift veya tek iplikli DNA ya da RNA’dan
olusabilmektedir. Bakteriyofajlarin hayat dongiilerini devam ettirebilmeleri i¢in genetik
materyallerini spesifik olduklar1 konakg1 bakteriye aktarmalar1 gerekmektedir (Orlova
2012). Bakteriyofajlarin litik veya lizogenik hayat dongiileri olabilmekte, bazilarinda ise
her ikisi de goriilmektedir (Sekil 2.1). Litik hayat dongiisii, adsorpsiyon, penetrasyon,
biyosentez ve lizis evrelerinden olusmaktadir (Guttman vd. 2005).

Bakteriyofajin bakteriyi enfekte etmesi adsorbsiyon basamagi ile baslamaktadir.
Adsorbsiyon basamagi konake1 hiicre duvari ile kuyruklu fajlarda taban fibrillerinin ya
da kuyruksuz fajlarda kapsomerlerin yiiksek uyumu ile gerceklesmektedir. Bakteriyofajin
bakteriye 6zgiinliiglinde adsorbsiyon basamagi 6nemli rol oynamaktadir. Bakteriye 6zgii
kapstil yapisi, lipoprotein tabakasi, pili, flagella gibi yiizeyde bulunan protein tabiatindaki
yapilar adsorbsiyon i¢in gerekmektedir. Bununla birlikte, ortamin pH degeri, Mg*2, Ca*2
gibi iyonlarin varhigi ile elektrostatik etkilesimler adsorbsiyon basamagim
etkileyebilmektedir (Celik 2017).

Penetrasyon basamaginda faj niikleik asidini enzimatik reaksiyonlar aracilifiyla
konake¢1 bakteri hiicresinin i¢ine aktarmaktadir (Celik 2017). Zarar gérmeden konakci
bakterinin hiicre zarin1 gecen faj niikleik asidi, periplazmik bosluk i¢inde bulunan
niikleazlardan ve restriksiyon enzimlerinden korunmak i¢in DNA/RNA'sin1 yapiskan
uclar vasitastyla hizla dairesellestirmekte veya lineer uclarmi korumaya almaktadir.
Ardindan faj DNA/RNA’s1, konakg1 bakterinin RNA polimerazina tanitilmakta ve erken
genlerin transkripsiyonu gerceklesmektedir. Erken genler ile faj genomu korunmakta ve
konak¢1t bakteri, fajin ¢ogalabilmesine olanak saglayacak sekilde yeniden
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yapilandirilmaktadir. Ilerleyen asamada, konakg¢1 bakteride yeni faj DNA/RNA'siin
sentezlenmesinde kullanilacak friinleri kodlayan ara genlerin ve faj partikiiliiniin
sekillenmesi ile DNA/RNA’smin paketlenmesini saglayan enzimleri kodlayan bir dizi
geg genlerin transkripsiyonu ger¢eklesmektedir (Guttman vd. 2005). Morfogenez olarak
adlandirilan basamakta bakteriyofajlarin biyosentezi ger¢eklesmektedir. Konakg1 bakteri
sitoplazmasinda sentezlenen yeni faj pargalar1 bir araya gelmektedir. Son asama olan
liziste ise olgunlasan yeni fajlar konakg¢i bakteri hiicresini par¢alamakta ya da hiicre
zarinda bulunan porlardan disar1 ¢gtkmaktadir (Mutlu 2015).

Lizogenik dongiide bakteriyofaj, bakteri hiicresi i¢ine girdikten sonra genetik
materyalini bakteri DNA’s1 ile entegre hale getirmekte ve profaj olarak hiicre genomunda
bulunmaktadir. Profajlar, konak¢1 bakterinin boliinmesi sirasinda bakteri DNA’s1 ile
birlikte replike olmakta ve yeni bakteri hiicrelerine aktarilmaktadir. Bakterinin i¢inde
bulundugu ¢evresel kosullar kotiilesmedigi siirece bakteriyofaj etkisiz halde varligini
stirdiirmektedir. Ancak bakterinin cevresel kosullar1 bozuldugunda, G6rnegin besin
kaynaklan tiikendiginde, bakteri i¢indeki bakteriyofaj aktif hale gelmekte ve ¢ogalarak
bakteriyi parcalamaktadir (Kittler vd. 2016).

Faj DNA kromozomu

LL Profaj @ @

Hiicre bolinmesi
g‘? 0(\9,"
s (\*
Lizogenik

>
= bakteri
-l

’b q A Litik dongunun indiklenmesi (bakteri
Z kromozomundanfaj DNA'nin aynimasi

Sekil 2.1. Bakteriyofajlarin hayat dongiisii (Tas (2018)’den uyarlanmustir)
2.1.2. Bakteriyofajlarin simiflandirilmasi

Bakteriyofajlar, yapisal, fizikokimyasal ve biyolojik Ozellikleri bakimindan
farkliliklar gostermektedir. Ackermann (2001)’m yaptigi siniflandirmaya gore
bakteriyofajlar dort yapisal grup (kuyruklu, polihedral, filament6z ve pleomorfik) altinda
1 takim, 13 aile ve 31 cins olarak tanimlanmistir (Cizelge 2.1).
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Cizelge 2.1. Bakteriyofajlarin siniflandirilmasi (Ackermann 2005)

benzer yapida,
kilif, lipitler

Faj grubu Ayirt edici Adsopsiyon | Konakgi faj Ornek | Sematik gosterimleri
yapist bolgesi iligkisi
Kuyruklu fajlar | Kontraktil Hiicre Litik T4, A, Q
kuyruk duvari, Lizogenik T7 :
kapsiil, pili, ‘
flagella
Microviridae Biiyiik Hiicre duvar | Litik 0X174
kapsomer '
Corticoviridae Cift kapsid, Hiicre duvar | Litik PM2
lipitler
Tectiviridae Cift kapsid, Pili Litik PRD1
pseudo-
kuyruk, lipitler
Leviviridae Cift kapsid, Pili Litik MS2
pseudo-
kuyruk, lipitler
Cystoviridae Kilif, lipitler Hiicre Litik 06 ./_
duvari, pili [ @
A
Inoviridae Kisa cubuk, Pili Lizogenik fd _ g -
uzun — \\/
filamentler
Lipothrixviridae | Kilif, lipitler Pili Lizogenik TTV1 e ——— S
Rudiviridae Sert gubuk, Hiicre duvar1 | Lizogenik SIRV , ‘
kilif ve lipit ‘
yok
Plasmaviridae Kilif, lipitler, Plazma Lizogenik L2
kapsid yok | iiyesi ®
Fuselloviridae Limona Pili Lizogenik SSv1

2.1.2.1. Kuyruklu fajlar

Fajlarin ¢ogu kuyruklu yapiya sahiptir. Kuyruklu fajlar, dogrusal ¢ift sarmal DNA
(dsDNA) ve DNA’y1 gevreleyen ikosahedral kiibik seklinde kapsid (bas) ile helikal
tasarimli diiz goriiniislii uzun veya kisa kuyruktan olusmaktadir. Kapsid proteinleri
kapsomerler (5 veya 6 adet protein alt iinitesinden (polipeptitlerden) olusan yap1) halinde
diizenlenmektedir. Elektron mikroskopuyla kapsidler genellikle piiriizsiiz ve kolay
goriinlirken, kapsomerlerin gozlenmesi zordur. Helikal yapiya sahip faj kuyruklariin
sonunda genellikle terminal adsorpsiyonu saglayan plaklar, igneler ve iplikgikler gibi
cikintilar bulunabilmektedir. Kuyruklu fajlar, morfolojik, fizikokimyasal ve fizyolojik
ozellikleri acisindan “Caudovirales” adi verilen monofiletik (tek bir ortak atadan
evrimlesmis) evrim grubunu olusturmaktadir. Bununla birlikte, boyutlari, DNA igerikleri,
protein bilesimleri, fizyoloji ve konakgr ¢esitliliklerinden dolayr kuyruklu fajlar 3 farkl
aileye ayrilmaktadir. Kuyruklu fajlarin yaklasik % 61’1 kontraktil olmayan uzun kuyruklu
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Siphoviridae, yaklasik % 25’1 kontraktil kuyruklu Myoviridiae ve yaklasik % 14°i kisa
kuyruklu Podviridae ailesine aittir (Ackermann 2005).

2.1.2.2. Kuyruksuz fajlar

Kuyruksuz fajlar, tiim tanimlanmis fajlarin sadece % 4’{inii olusturmakta ve temel
Ozelliklerindeki farkliliklardan dolay1 10 aileye ayrilmaktadirlar (Ackermann 2005).

e Polihedral DNA fajlari

Microviridae (ssDNA) ailesi; yapilart kilifsiz ikosahedral kapsid ve 12 adet
kapsomer ile dairesel ¢ift sarmal DNA (ssDNA)’dan olugmaktadir.

Corticoviridae (dsDNA) ailesi; deniz suyundan izole edilen PM2 faji ailenin tek
tiyesi olmakla birlikte yapisinda lipit varligi tespit edilen ilk bakteriyofajdir.

Tectiviridae (dsDNA) ailesi; kalin ve esnek lipoprotein kesesi igeren kapside
sahiptir (Ackermann 2005)..

e Polihedral RNA fajlar

Leviviridae (ssRNA) ailesi; kilifsiz kapside sahiptir ve RNA’lart mRNA olarak
islev gormektedir. Serolojik ve genotip Ozelliklerine gore iki cinse (Levivirus ve
Allolevirirus) ayrilmaktadir.

Cystoviridae (dSRNA) ailesi; Fitopatojenik bakteri olan Pseudomonas syringae igin
spesifiktir ve lipid igceren kilifla ¢evrili ikosahedral kapside sahiptir. Kapsidleri, bakteri
hiicre duvar1 ve sitoplazmik membran arasindaki bosluga girerek hiicreyi enfekte
etmektedir (Ackermann 2005)..

¢ Filamento6z fajlar

Inoviridae (ssDNA) ailesi; morfolojik yap1 ve etki ettikleri konakgilara gore iki
cinse (Inovirus ve Plectrovirus) ayrilmaktadir. Inovirus cinsi bakteriyofajlar,
Enterobacteria, Clostridia ve Propionibacteria cinsi bakterileri enfekte etmekle birlikte
kloroform ve sonikasyona karsi hassasiyet; ¢ok yiiksek sicakliklara karsi da direng
gosterebilmektedir. Kisa ve diiz ¢ubuk yapidaki Plectrovirus cinsi fajlar sadece
mikoplazmalar1 enfekte etmektedir.

Lipothrixviridae (dSDNA) ailesi; lipoprotein kilif ile g¢evrili ¢ubuk seklinde bir
yapiya sahiptir.

Rudiviridae (dsDNA) ailesi; bir ucunda bakteriye sabitlenmeyi saglayan ¢ikintilar
bulunan ¢ubuk seklinde yapiya sahip iki tiyeden olugsmaktadir (Ackermann 2005).

e Pleomorfik fajlar

Plasmaviridae (dsDNA) ailesi; kapsidi olmayan, ancak genetik materyalleri kilifla
cevrelenmis bir liyesi (Acholeplasma virus MVL2) bulunmaktadir.

Fuselloviridae (dsDNA) ailesi; bir ucunda kisa sivri uca sahiptir. UV 151k ve
mitomisin C ile uyarilabilmektedir (Ackermann 2005).

2.1.3. Felix O1 bakteriyofaji ve Salmonella
Felix O1 (Bakteriyofaj O1, 01, 0-1) 73 nm ¢apli ikosahedral bas, 17x113 nm

uzunlugunda kontraktil kuyruk ve 6 adet diiz kuyruk c¢ikintisina sahip, Myoviridiae
ailesinin A1 grubu iiyesidir. Genetik materyali bir adet ¢ift sarmalli diiz DNA’dan
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olusmaktadir. ik kez 1943 yilinda Felix ve Callow’un Salmonella typhi’yi tanimlanmasi
sirasinda kullanilmistir. Felix O1, Salmonella tiirlerinin % 98.2’sini lize edebilmektedir
(Whichard vd. 2010). Felix O1, Salmonella tiirii bakterilerin hiicre zarindaki
lipopolisakkarit yapisinin igine gomiilii olarak bulunan, O yan zincirindeki N-
asetilglukozamin dalina baglanmaktadir (Sekil 2.2 A, Sekil 2.2 B) (Lindberg ve Holme
1969).

I ; Llpu')rotcm [OAz'mciri = Cekirdek ”up"_;
oo afo|e oo :‘n Llpopolisak}:nm |:"> T ,(:7,0 E,
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- {???????@?S?U?? 299999 it
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Sekil 2.2. A; Salmonella hiicre zar1 yapisi, B; Salmonella lipopolisakkarit yapisi
(GlcNac= N-asetilglukozamin; Glc=glukoz, Gal=galaktoz; Hep=heptoz; P=fosfat; Etn=
etanolamin; KDO=2-keto-3-deoksioktonat) (Lindberg ve Holme (1969)’dan
uyarlanmistir) C; Salmonella hiicresinin dis yapist (Anonymous 1’den uyarlanmustir.)

Salmonella ilk kez 1855'te Theobald Smith tarafindan domuzlarin bagirsaklarindan
izole edilmekle birlikte ismini Amerikan patolojist Dr. Daniel Elmer Salmon’dan
almaktadir. Salmonella cinsi bakteriler fakiiltatif anaerobik, Gram negatif, ¢ubuk
seklinde, genellikle 2-5 pm uzunlugunda ve 0.5-1.5 pm genisligindedir. Salmonella
suslar1, Kauffmann-White semasina gore lipopolisakkarit (LPS) antijenleri (O) ve flagella
protein antijenlerinin (H) gesitliligine dayanarak yaklasik 2500 serovara ayrilmaktadir
(Sekil 2.2 C) (Ure 2018). Enterobacteriaceae ailesine ait olan Salmonella cinsi,
Salmonella enterica ve Salmonella bongori olmak {izere iki farkli tiire ayrilmaktadir.
Salmonella enterica genomik ve biyokimyasal Ozelliklerine gore alti alt tire (I,
Salmonella enterica subsp. enterica; Il, Salmonella enterica subsp. salamae; Illa,
Salmonella enterica subsp. arizonae; Illb, Salmonella enterica subsp. diarizonae; 1V,
Salmonella enterica subsp. houtenae; ve VI, Salmonella enterica subsp. indica)
ayrilmaktadir. S6z konusu alt tiirler arasinda Salmonella enterica subsp. enterica
cogunlukla memelilerde bulunmakta ve sicak kanli hayvanlar ile insanlardaki Salmonella
enfeksiyonlarmin % 99’undan sorumlu tutulmaktadir. Agiz yolu ile alindiginda S.
enterica subsp. enterica tiirleri insanlarda enterik ates (tifo), enterokolit/ishal
(salmonelloz) ve bakteriyemi (septisemi) hastaliklarina neden olmaktadir (Coburn vd.
2007). Salmonelloz bireylerde kusma, ishal, kramp ve atese neden olmakla birlikte kiiclik
cocuklarda, yashlarda ve bagisiklik sistemi baskilanmis bireylerde oOliimle
sonuglanabilmektedir (Fatica ve Schneider 2011). Yapilan klinik ¢alismalar,
Salmonella’nin insanlarda hastalik olusturmasi icin gereken saymin 10 ile 10X kob/g
hiicre gibi genis bir aralikta degistigini ve insanlarda enfeksiyonun Salmonella ile bulasik
gida ve su tiiketimi sonucu meydana geldigini gostermektedir (Bell vd. 2016). Avrupa
Hastalik Onleme ve Kontrol Merkezi (European Centre for Disease Prevention and
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Control-ECDC) ve Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (European Food Safety Authority-
EFSA) tarafindan 12 Aralik 2018 tarihinde yayimlanan “Zoonozlarin zoonotik ajanlarin
ve gida kaynakli salginlarin egilimleri ve kaynaklar1” isimli rapora gore 2017 yilinda
Salmonella tiirlerinin neden oldugu Salmonellozis, 91662 vaka ile en sik karsilagilan
ikinci zoonoz kaynakli hastalik olmustur. S6z konusu rapora gore Avrupa Birligi
iilkelerinde 1241 salmonellozis salgini belirlenirken, 156 kisi yasamini yitirmistir
(Anonymous 2).

2.1.4. Bakteriyofajlarim kimyasal antibiyotiklere gore avantajlar

Kimyasal antibiyotiklerle karsilastirildiginda patojenlere kars1 bakteriyofaj
uygulamasinin bir¢ok avantaji bulunmaktadir. Bakteriyofajlar yalnizca kendilerine 6zgii
bakteri tiirlerine kars1 aktivite gdstermekte ve antibiyotiklerin aksine dogal mikrobiyotay1
olusturan diger organizmalara zarar vermemektedir. Antibiyotiklerin etkisi kullanildiktan
sonra azalmaktayken, bakteriyofajlar ortamdaki konak¢i bakteriler Olene kadar
cogalmakta ve bakteriler 6ldiigiinde inaktif hale gelerek kendi liremelerini (oto dozaj)
kontrol etmektedir. Bakteriyofajlar cogunlukla niikleik asit ve proteinlerden olustuklari
icin toksik degildir. Bakterilerin olusturdugu antibiyotige diren¢ mekanizmasi
bakteriyofajlarin s6z konusu bakteriye etki etmesini engelleyememektedir. Patojen
bakterilere karsi etkili bakteriyofajin bulunmasi kolaydir. Bakteriyofajlar genellikle
yiilksek sayida bulunduklari kanalizasyonlardan ve diger atik maddelerden izole
edilebilmektedir. Ayrica bakteriyofajlarin {iretimi antibiyotiklere goére daha ucuzdur

(Harper vd. 2015, Pulit vd. 2015).
2.1.5. Bakteriyofajlarin antibakteriyel ajan olarak gidalarda kullanimi

Gidalarda patojen bakterilerin kontroliinde antibakteriyel kimyasal ajanlar yerine
bakteriyofaj kullanimi giiniimiizde mevcuttur. Ozellikle, Amerikan Gida ve Ilac Idaresi
(USFDA-United States Food and Drug Administration)’nin 2006 yilinda
bakteriyofajlarin et ve tavuk iiriinlerinde patojen bakteri olan Listeria monocytogenes’in
kontrolii i¢in kullanimini onaylayip gida katki maddesi olarak GRAS (Generally
Recognized as Safe-Genel Olarak Giivenli Olarak Taninan) listesine eklemesinden sonra
gidalarda patojen bakterilerin kontrolii i¢in bakteriyofajlarin kullanimina dair akademik
ve ticari amagl caligmalar artmistir. Ticari amagla satilmak iizere, Intralytix sirketi
tarafindan gidalarda L. monocytogenes, Escherichia coli 0157 ve Salmonella enterica
sayisinin azaltilmasinda kullanilmasi i¢in sirastyla ListShield, EcoShield ve SalmFresh
bakteriyofaj tiriinleri; Micreos sirketi tarafindan L. monocytogenes’e karsi etkili Listex
P100 iirtinii ve New Horizons Diagnostic tarafindan dis ve agiz saglhiginda kullanilmak
lizere Streptococcus tiirlerine karst etkili bakteriyofaj karigimini igeren sakiz ve dis
macunu Uretilmistir (Cooper 2016). Avustralya ve Yeni Zelanda Gida Standartlari
(FSANZ- Food Standards Australia New Zealand) ve Isvigre 2012 yilinda Listex ™’in
peynir ve diger gidalarda kullanimina onay vermistir (Chatain 2014).

Farkli meyveler ile meyve sularinda L. monocytogenes’in kontroliinde Listex
P100’iin etkinliginin arastirildigr bir ¢aligmada; elma, armut ve kavun meyveleri
temizlenip esit Ol¢lide parcalara kesildikten ve aynmi meyvelerin sular1 elde edilip
115°C’de 10 dk 1sil islemden sonra 15 pL 1x10° kob/mL diizeyinde Listeria
monocytogenes CECT 4031, Listeria monocytogenes CECT 4032 ve Listeria
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monocytogenes CECT 940’1 esit hacimde iceren ¢ozelti ile kontamine edilmistir. Meyve
parcalari ve sulari bakteri karisimi ile kontamine edildikten hemen sonra 15 pL 1x102 pob
(plak olusturan birim)/mL bakteriyofaj igeren ¢ozelti ile muamele edilmis ve 10°C’de 8
giin siiresince depolanmistir. Calismanin kontrol gruplarini bakteri karisimi ile kontamine
edilen ancak, bakteriyofaj uygulamasi yapilmayan elma, armut, kavun pargalari ile elma,
armut ve kavun sular1 olusturmustur. Bakteri ve bakteriyofaj uygulamasinin hemen
ardindan ve depolamanin 2, 5 ve 8. giinlerinde meyve parcalari ve meyve sularinda
mikrobiyolojik analiz ile pH, titrasyon asitligi ve ¢Oziinebilir kurumadde analizleri
yapilmistir. En yiiksek pH degeri 5.92 ile kavun meyvesinin kullanildigi 6rneklerde tespit
edilirken, en diisik pH degeri 3.70 ile elma meyvesinin kullanildigi 6rneklerde
saptanmistir. Depolama sonunda meyve pargalarindan olusan kontrol grubunda L.
monocytogenes sayisinin kavun, armut ve elma pargalari i¢in sirasiyla 2.77’den 8.00 log
kob/plug’a, 2.94°’den 6.00 log kob/plug’a ve 2.48’den 5.00 log kob/plug’a arttigi
belirlenmistir. Elma parcalarinda L. monocytogenes sayisinin tiim depolama siiresince
2.20 ile 4.20 log kob/plug arasinda degistigi, patojen sayisinin bakteriyofaj
uygulamasindan etkilenmedigi ve L. monocytogenes sayisindaki azalmanin istatistiksel
olarak 6nemli olmadigi tespit edilmistir. L. monocytogenes sayisinda en fazla azalma
yaklagik 8.0 log ile kavun suyu oOrneklerinde belirlenirken, elma suyu &rneklerinde
patojen sayisindaki azalmanin istatistiksel olarak 6nemsiz oldugu saptanmistir. Armut
suyu Orneklerinde depolama siiresince bakteriyofaj sayisinda degisim gozlenmedigi, L.
monocytogenes sayisinda ise yaklagik 3.0 log azalma oldugu tespit edilmistir. Calisma ile
bakteriyofaj uygulamasinin yiiksek pH’ya sahip orneklerde patojen bakterilere karsi
etkisinin yliksek oldugu; ancak diisiik pH’daki iirlinlerde patojen bakterilere karsi
etkinliginin zayif oldugu ortaya konulmustur (Oliveira vd. 2014). Ulkemizde yapilan bir
calismada ise tavuk isletmelerinden izole edilen 42 adet Listeria susuna kars1 Listex P100
bakteriyofajinin antibakteriyel etkisi incelenmis ve Listex P100’tin &zellikle L.
monocytogenes suslar iizerine etkili oldugu belirlenmistir (Saglam 2014).

Yapilan bir caligmada, 3 cm x 3 cm x 1 cm boyutlarinda kesilen kirmizi et pargalari
10* kob/cm? olacak sekilde Esherichia coli 0157 ile kontamine edilmis ve
kontaminasyondan 5 dakika sonra et pargalarma MOI [Multiplicity of infection-
Enfeksiyon ¢oklugu (Bakteriyofaj sayisi/bakteri saymin oran1)]=10 ve 1000
konsantrasyonlarinda E. coli O157:T5-like (T5), E. coli O157:T1-like (T1), E. coli
0157:T4-like (T4) ve E. coli O157:01-like (O1) bakteriyofajlari tek tek ve karigimlar
halinde uygulanmigtir. E. coli O157 igerip bakteriyofaj icermeyen kontrol grubu
orneklerinin ve E. coli O157 ile farkli bakteriyofajlart igeren drneklerin mikrobiyolojik
analizleri 37°C’de 3 saat, 22°C’de 6 saat ve 4°C’de 144 saat inkiibasyon sonunda
yapilmustir. Kontrol 6rneklerinde E. coli O157 sayisi tiim sicakliklar i¢in belirtilen siireler
sonunda sabit (10* kob/cm?) kalmistir. MOI=1000 konsantrasyonda T5 bakteriyofaji
uygulanan et pargalarindaki E. coli O157 sayisindaki azalmanin kontrol ornekleri ile
karsilastirildiginda tiim inkiibasyon sicakliklar1 i¢in belirtilen siirelerin sonunda yaklasik
3.0 log oldugu saptanmistir. MOI=10 konsantrasyonunda T35 bakteriyofaji uygulanan et
parcalarindaki E. coli O157 sayisindaki azalmanin kontrol oOrnekleri ile
karsilastirildiginda 4°C’de 144 saat sonunda yaklasik 0.5 log, 22°C’de 6 saat ve 37°C’de
3 saat sonunda yaklasik 1.0 log oldugu belirlenmistir. O1 bakteriyofaji disindaki
bakteriyofajlarin ve bakteriyofaj karisimlarinin E. coli O157 tizerine etkinliginin MOI
degerinin 10’dan 1000’e ¢ikartilmasiyla arttigi tespit edilmistir. Genel olarak E. coli
0157 inaktivasyonunun, inkiibasyon sicakliginin yiiksekligine, MOI konsantrasyonunun
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artigina ve bakteriyofaja maruz kalma siiresine bagli olarak arttig1 belirtilmistir (Liu vd.
2015).

Yapilan baska bir ¢alismada, Salmonella FO1-E2 bakteriyofajinin tiikketime hazir
gidalarda Salmonella typhimurium’un kontroliinde kullanimi incelenmistir. Karides,
midye ve kalamardan olusan pismis deniz liriinleri karisimi, sosisli sandvig, pisirilmis ve
dogranmis hindi gogiis eti, ¢ikolatali siit ve pastorize yumurta saris1, 1x10° kob/g veya
kob/mL olacak sekilde S. typhimurium DB7155, S. typhimurium DB7155stmR ve S.
typhimurium DB7155camR ile kontamine edildikten sonra bakterilerin ortama adapte
olmas1 igin 8 ve 15°C’lerde yaklasik 2 saat inkiibe edilmistir. Inkiibe edilen Srnekler
3x10® pob/g veya 3x10® pob/mL bakteriyofaj uygulamasi yapildiktan sonra 8 ve
15°C’lerde 6 giin siiresince depolanmistir. Caligmanin negatif kontrol grubunu bakteri ve
bakteriyofaj igermeyen ornekler olustururken, pozitif kontrol grubunu yalniz bakteri
iceren ornekler olusturmustur. Deniz {irtinleri karigimi ve ¢ikolatal: siitiin pozitif kontrol
orneklerinde S. typhimurium sayisinin 8°C’de 6 giin depolamanin sonunda 0.5-1.4 log
arasinda diislis gosterdigi; bakteriyofaj uygulanan deniz {irlinleri ve ¢ikolatali siit
orneklerinde ise 1. giinlin sonunda S. typhimurium sayisinin 3.0 log azalma gostererek
tamamen inhibe oldugu tespit edilmistir. S. typhimurium DB7155stmR ile kontamine
edilen ve 15°C’de depolanan deniz iiriinleri karigimi, ¢ikolatal: siit ve pastdrize yumurta
sarisinin  pozitif kontrol 6rneklerinde S. typhimurium sayisinin depolama sonunda
yaklasik 5.0 log arttig1 belirlenirken, sosisli sandvi¢ ve dogranmis hindi gogiis etinin
pozitif kontrol 6rneklerinde S. typhimurium sayisinin depolama sonunda yaklasik 2.0 log
arttigl saptanmigtir. Salmonella FO1-E2 bakteriyofaj uygulamasi yapilan ve 15°C’de
depolanan sosisli sandvi¢ ve deniz iiriinleri karisimi1 drneklerinde depolamanin sonunda
S. typhimurium sayisinda sirasiyla 3.0 ve 1.9 log’luk azalma oldugu tespit edilmistir.
Depolamanin 2. giiniinde pastorize yumurta sarisi1 6rneklerinde S. typhimurium sayisinin
pozitif kontrol drnegine gore 2.6 log az oldugu belirlenirken, depolamanin sonunda
pozitif kontrol ornegi ile Salmonella FO1-E2 bakteriyofaj uygulamasi yapilan
orneklerdeki S. typhimurium sayismin esit oldugu (yaklasik 102 kob/g) saptanmustir. S6z
konusu durumun yumurta sarisimin  viskoz yapisinin  bakteriyofaj difizyonunu
engelleyerek bakteriyofajin konakc¢i1 bakteriyi inhibe etmesi i¢in gerekli interaksiyon,
adsorpsiyon ve enfeksiyonu gerceklestirememesinden kaynaklandigi degerlendirilmistir
(Guenther vd. 2012).

Endersen vd. (2013) yaptiklar1 ¢alismada, kiimes, ahir ortamlar ile giibre ve
topraktan izole ettikleri Mycobacterium LE1, Mycobacterium LE2, Mycobacterium LE3,
Mycobacterium LE4, Mycobacterium LES5 ve Mycobacterium LE6 bakteriyofajlarinin
siitte Mycobacterium smegmatis mc?155 bakterisine karsi antimikrobiyal ajan olarak
kullanim potansiyelini arastirmislardir. Yagsiz siit tozu ile hazirlanan % 10 kurumaddeli
rekonstitiiye siit igerisine 1x10% kob/mL olacak sekilde M. smegmatis mc?155 inokiile
edilmistir. Bakteri ile kontamine edilen rekonstitiiye siite 1x10° pob/mL diizeyinde ve tek
tek veya karigim halinde farkli kaynaklardan izole edilen alti bakteriyofaj eklenip
37°C’de 96 saat inkiibe edilmistir. Calismanin kontrol grubunu bakteri igeren, ancak
bakteriyofaj eklenmeyen &rnekler olusturmustur. Inkiibasyon sonunda kontrol
orneklerinde M. smegmatis mc?155 sayisinin yaklasik 6.0 log arttigi belirlenirken,
bakteriyofaj karisimi eklenen 6rneklerde 96. saatin sonunda M. smegmatis mc?155 tespit
edilememistir. Mycobacterium LE1 eklenen 6rneklerde inkiibasyonun 48. saatinde M.
smegmatis mc®155 sayismin kontrol drnegi ile karsilastirildiginda 3.0 log azaldigi; ancak
inkiibasyon sonunda, inkiibasyonun 48. saatine gore M. smegmatis mc?155 sayisinin 2

10
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log arttig1 saptanmistir. Ayni ¢alismada izole edilen bakteriyofajlarin farkli sicaklik ve
pH degerlerine kars1 hassasiyeti de incelenmistir. Farkli pH degerlerine (2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9 ve 10) ayarlanmis Brain Heart Infusion (BHI) sivi besiyeri, izole edilen
bakteriyofajlar 1x108 pob/mL olacak sekilde eklendikten sonra 37°C’de 60 dakika inkiibe
edilmistir. Sicaklik uygulamasi i¢in 37, 45, 55, 60, 72 ve 90°C’lerdeki 1x10° kob/mL
bakteriyofaj igeren BHI s1v1 besiyerinden 60 dakika siiresince 6rnek alinarak bakteriyofaj
titresi belirlenmistir. Izole edilen alt1 bakteriyofajin optimum gelisme gosterdigi pH
degerinin 7 oldugu belirlenirken, 30 dakika sonunda bakteriyofaj titresinin pH 4 ve 10°da
3.0 log, pH 6 ve 8’de ise 1.0 log diistiigii, bakteriyofaj titresinin 60 dakika sonunda pH 4
ve 10’da 5.0 log, pH 6’da 3.0 log ve pH 8’de 2.0 log azaldig1 belirlenmistir.
Bakteriyofajlarin 4 ile 60°C arasindaki sicakliklarda aktivitesini kaybetmedigi; ancak
60°C’de 30 dakika bekletme uygulamasi ile bakteriyofaj titresinin 2.0 log azaldigi, aym
sicaklikta 60 dakika bekletme uygulamasi sonunda ise azalmanin 5.0 log’a ¢iktig1 tespit
edilmistir. Bakteriyofaj titresi 72°C’de 15 dakika bekletme sonunda 5.0 log azalsa da,
bakteriyofajlarin aktivitelerini korudugu saptanmistir. Calisma ile Onemli siit
patojenlerinden olan Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis’in kontroliinde
antimikrobiyal ajan olarak Mycobacterium bakteriyofajlarinin  kullanilabilecegi
belirtilmistir.

Yapilan bir bagka calismada, kirmizi et, kanath eti ve tiikketime hazir et iirlinlerinin
ambalajlar icerisinde kullanilan emici pedlere antimikrobiyal aktivite kazandirilmasi
amaglanmistir. Tavuklardan izole edilen BFSE16, BFSE18, PaDTA1l, PaDTAO9,
PaDTA10 ve PaDTAI11 bakteriyofajlarindan olusan bakteriyofaj karisimi 10° kob/mL
diizeyinde Salmonella enterica subsp. typhimurium ATCC 14028 emdirilmis ped lizerine
108, 108 ve 10° pob/mL (MOI=1, 2, 3) konsantrasyonlarinda ilave edilmis ve s6z konusu
ped 10 ile 15°C’lerde 48 saat siiresince depolanmistir. Depolama sonunda 108, 108 ve 10°
pob/mL konsantrasyonlarinda bakteriyofaj ¢ozeltisi ilave edilen pedlerdeki S. enterica
subsp. typhimurium ATCC 14028 sayisindaki azalma 15°C’de sirasiyla 0.87, 3.66 ve 4.36
log olarak tespit edilirken, s6z konusu azalmanin 10°C’de ortalama 0.55 log oldugu
saptanmistir.  Calismada, depolama  sicakligi  ile  kullanmilan  bakteriyofaj
konsantrasyonunun bakteriyofaj aktivitesi lizerine etkili oldugu belirtilmistir (Goueva vd.
2016).

Cheddar peyniri iiretiminde Staphylococcus aureus’un kontroliinde kullanilmak
tizere 2 farkli bakteriyofaj karisiminin etkinliginin arastirildigi bir ¢alismada,
mikrofiltrasyon uygulanan 200 mL siit 32°C’ye 1sitilmis ve 32°C’deki siite 0.4 g/L CaCl»
ilave edilmistir. CaCl; ilavesinden sonra siite 10° ve 107 kob/mL diizeyinde olacak sekilde
Lactococcus lactis subsp. cremoris CUC-22 ve S. aureus SMQ-1320 bakterileri inokiile
edilmistir. S. aureus Team1/S. aureus P68/S. aureus LH1-MUT (Karisim 1) ve S. aureus
phi812/S. aureus 44AHJD/S. aureus phi2 (Karisim 2) bakteriyofajlarinin esit hacimde
karistirtlmasiyla hazirlanmis olan iki farkli bakteriyofaj karisimi, bakteri inokiile edilen
siitlere MOI=15, MOI=45 ve MOI=150 konsantrasyonlarinda olacak sekilde eklenmistir.
Fermantasyon asamast i¢in siit, 32°C’de pH’s1 6.5e ulagincaya kadar bekletildikten sonra
pihtilagma agamasi i¢in % 0.01 oraninda rennet ilave edilip 32°C’de 50 dakika inkiibe
edilmistir. Olusan piht1 kiip seklinde kesildikten sonra peyniralti suyu ile birlikte 38°C’de
30 dakika tutulmustur. Peyniralt1 suyundan ayrilan pihtinin pH’s1 5.2’ye ulastiktan sonra
elde edilen teleme olgunlastirma igin vakum paketlenerek 4°C’de iki hafta siiresince
depolanmistir. Calismanin kontrol grubunu sadece S. aureus SMQ-1320 ilave edilen
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ornekler olusturmustur. Peynir yapimu siiresince, baglangic (siite bakteri ve bakteriyofaj
karisimi ilavesinden hemen sonra), fermantasyon, pihtilasma, pihti 1sitma ve
olgunlagtirma asamalarindan sonra ornek alinarak S. aureus SMQ-1320 sayist ile
bakteriyofaj titresi belirlenmistir. Fermantasyon ve pihtilasma asamalarindan sonra
yapilan analizlerde kontrol 6rnekleri ile MOI=15 konsantrasyonunda Karigim 1 igeren
orneklerdeki S. aureus SMQ-1320 sayilar1 arasindaki farkin istatistiksel agindan énemli
olmadig1 saptanmistir. Pihtilagsma asamasindan sonra S. aureus SMQ-1320 sayisinin
Karisim 1 bakteriyofajlarmi MOI=45 ve MOI=150 konsantrasyonlarinda igeren
orneklerde sirasiyla 1.0 ve 2.0 log azaldig tespit edilmistir. Karigim 1 bakteriyofajlarini
MOI=45 konsantrasyonunda igeren Orneklerde S. aureus SMQ-1320 sayisinin pihti
1sitma ve olgunlastirma agamalarinin sonunda sirasiyla 2.0 ve 3.0 log azaldigi; MOI=150
konsantrasyonlarinda Karigim 1 bakteriyofajlarini i¢ceren 6rneklerde S. aureus SMQ-1320
sayisinin pihtt 1sitma ve olgunlagtirma asamalarinin sonunda sirasiyla 3.0 ve 4.0 log
azaldig1 belirlenmistir. Fermantasyon asamasindan sonra Karisim 2 bakteriyofajlarini
MOI=45 ve MOI=150 konsantrasyonlarinda iceren Orneklerde S. aureus SMQ-1320
sayisinin sirastyla 1.0 ve 2.0 log azaldig1 tespit edilmistir. Depolama siiresinin sonunda
kullanilan bakteriyofaj karisimlar1 ve konsantrasyonlarindan bagimsiz olarak S. aureus
SMQ-1320 sayisinin tespit edilebilir seviyenin (2.0 log kob/mL) altina indigi
saptanmugtir. P1iht1 1sitma ve peyniralti suyu ayirma islemlerinin bakteriyofaj etkinligini
arttirdi@ belirtilmistir (E1 Haddad vd. 2016).

Yapilan bir ¢alismada, siitte Staphylococcus aureus’un kontrolii i¢in Phage K
ATCC 19685-B1 kullanimi incelenmistir. Calismada; ¢ig siite, 90°C’de 10 dakika 1s1l
islem uygulanmis siite ve BHI s1v1 besiyerine Staphylococcus aureus DPC 5645 inokiile
edilerek 37°C’de 4 saat (S. aureus DPC5645 say1s110” kob/mL ulasana kadar) tutulduktan
hemen sonra Phage K ATCC 19685-B1 MOI=100 olacak sekilde ilave edilmistir. BHI
s1v1 besiyeri ve 1s1l islem uygulanmais siitte 37°C’de 2 saat i¢inde S. aureus DPC5645’in
tamamen inhibe oldugu; c¢ig siitte ise 8 saat siiresince S. aureus DPC5645’in
bakteriyofajdan hi¢ etkilenmedigi tespit edilmistir. Siitte 1sil isleme karsi hassas
bilesenlerin bakteriyofajin bakteriye adsorpsiyonunu engelledigi degerlendirilmistir.
Caligmada ayrica 45°C’ye 1sitilmis ve 45°C’ye 1sitildiktan sonra homojenizasyon islemi
uygulanmus siitlere, ¢ig siite 0.18 mL/L rennet eklenmesiyle elde edilen peyniralti suyuna
ve 90°C’de 10 dakika 1s1l islem uygulanmis peyniralt1 suyuna 10° kob/mL diizeyinde S.
aureus DPC 5645 inokiile edilip 37°C’de 3 saat tutulduktan sonra MOI=100 olacak
sekilde Phage K ATCC 19685-B1 ilave edilmistir. Homojenizasyon iglemi uygulanmis
stitte 37°C’de 8. saatin sonunda S. aureus DPC5645 sayisinin yaklagik 10 kat azaldig:
saptanirken, 45°C’ye 1s1tilmis siit 6rneklerinde 8 saat siiresince bakteriyofajin S. aureus
DPC5645°e etki etmedigi belirlenmistir. Isil islem uygulanmis peyniraltt suyunda
37°C’de 2 saat icinde S. aureus DPC5645 tespit edilemezken, 1s1] islem uygulanmamais
peyniralti suyunda S. aureus DPC5645’in 37°C’de 4 saat sonunda tamamen inhibe oldugu
saptanmistir. Cig siitte ve 1s1l iglem uygulanmamis peyniralti suyunda sicakliga karsi
hassas proteinlerin bakteri hiicresinin ylizeyine tutunarak bakteriyofajin bakteriye
baglanmasini engelledigi ya da geciktirdigi degerlendirilmistir (O’Flaherty vd. 2005).

Bakteriyofajlar gidalarda patojen bakterilerin kontroliinde kullanilsa da, gidanin

fizikokimyasal ozellikleri (sicaklik, pH, aw vb.), koruyucu bilesenleri ve depolama
kosullar1 ile uygulanan bakteriyofaj konsantrasyonunun yetersizligi gibi bakteriyofajin
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etkinligini olumsuz yonde etkileyen durumlar kullanimlarini kisitlamaktadir (Chatain
2014).

2.2. Mikrokapsiilasyon

Kapsiilasyon; kati, sivi ve gaz halindeki aktif bir maddenin yararli 6zellikleri
korunarak bir kaplama materyali igerisine paketlenip kapsiil hale doniistiiriilmesi ve
uygun kosullarda saliniminin saglanmasi olarak tanimlanmaktadir. Kapsiilasyon
islemiyle kaplanan bilesen “aktif”’, “cekirdek” ve “i¢ faz” olarak adlandirilmaktayken,
kaplama materyali “duvar”, “kabuk”, “tasiyic1” veya ‘“membran” olarak
isimlendirilmektedir (Davidov-Pardo ve McClements 2014). Uretilen kapsiiller boyut,
yap1 ve morfolojilerine baglh olarak smiflandirilmaktadir (Sekil 2.3). Cap uzunluklar
5000 pm’den biiyiik kapsiiler, makrokapsiil; 1-5000 pm arasinda ¢ap uzunluguna sahip
kapstiller mikrokapsiil ve 1 um ve daha kii¢iik ¢cap uzunluguna sahip kapsiiller nanokapsiil
olarak adlandirilmaktadir (Riberio vd. 2019).

Kapsiil

Boyut Tap
Makrokapsiil Mikrokapsiil Nanokapsiil Diizenli Diizensiz  pfatriks Basit Cok Cok Agregerat
=5000pm =1 pm =1 pm duvarh cekirdekli

0 & 800660

Sekil 2.3. Kapsiillerin siniflandirilmasi (Riberio vd. (2019)’dan uyarlanmistir.)

Mikrokapsiilasyon teknolojisi ile elde edilen kapsillerin genel olarak
stabilitelerinin yiiksek, gecirgenliklerinin uygun, boyutlariin istenen diizeyde ve ortamla
uyumlu olmasi istenmektedir (Cook vd. 2012; Comak Goger 2013). S6z konusu sartlarin
saglanabilmesi i¢in farkli kaplama materyalleri ve mikrokapsiilasyon teknikleri
kullanilmaktadir. Mikrokapsiilasyonda kullanilacak kaplama materyalleri toksik
olmamali, GRAS listesinde olmali, uygun ¢oziinebilirligi ile aktif materyalin arzu edilen
ortama istenilen diizeyde salinmasina izin vermeli, kapsiillenen faydali bilesenleri
olumsuz g¢evre sartlarina kars1 korumali ve ucuz olmalidir. Biitiin bu 6zellikleri tagiyan
tek kaplama materyali olmadigi i¢in, bir kaplama materyali diger kaplama materyalleri
ile birlikte kullanilabilmektedir (Silva vd. 2013).

Kaplama materyali olarak en sik kullanilan polimerlerden biri aljinattir. Aljinatlar
genel olarak kahverengi deniz yosunundan elde edilmekle birlikte, a-L-guluronik asit (G)
ve B-D-mannuronik asidin (M) biraraya gelmesiyle olusmaktadir (Goh vd. 2012). iki
degerli katyonlar aljinatin yapisinda bulunan guluronik asit bloklarina baglanmakta ve
“yumurta kutusu” ad1 verilen yap1 meydana gelmektedir. Suda kolay ¢oziinme 6zelligine
sahip olmasi nedeniyle CaCl: aljinatin jelatinizasyonunda en sik kullanilan tuzdur. Su
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icerisinde serbest hale gelen Ca*? iyonlar1 hidrojel par¢aciklari olusturmak igin aljinatin
guluronat birimlerine ¢apraz baglanmaktadir (Leong vd. 2016) (Sekil2.4).

Sekil 2.4. Aljinatin yapisi ve mikrokaspiil olusumu. G; a-L-guluronik asit, M; B-D-
mannuronik asit (M), Ca; kalsiyumu ifade etmektedir (Leong vd. (2016)’dan
uyarlanmigtir.)

Yapilan ¢aligmalar, aljinatin tek basina kullanilmasiyla {iretilen mikrokapsiillerin
dayanikliliginin zayif oldugunu ve aljinatin ¢esitli polimerler ile desteklenerek
kullanilmasi gerektigini ortaya koymustur (Motwani vd. 2008; Ma vd. 2012). Siit
proteinleri; diisiik viskoziteli ¢ozelti olusturma, kolay ¢oziinebilme ve film olusturabilme
gibi fonksiyonel 6zelliklerinden dolay: aljinatla birlikte gida bilesenlerinin, ilaglarin,
probiyotiklerin ve bakteriyofajlarin mikrokapsiilasyonunda kullanilabilmektedir
(Heidebach vd. 2009; Gaonkar vd. 2014; Vonasek vd. 2014).
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Siit proteinlerinden kazein temel olarak os-, B- ve k- kazein olmak tizere farkli
ozelliklere sahip li¢ fraksiyondan olugmaktadir. S6z konusu fraksiyonlar hidrofilik ve
hidrofobik 6zellikler gosterebilmektedir. Kazein ile kazein tuzlar1 olan sodyum kazeinat
ve kalsiyum kazeinat gida endiistrisinde kiiciik iyon ve molekiilleri baglayabilme,
emiilsiyon ve jelatin olusturma, yliksek su baglama kapasitesine sahip olma, yiizey aktif
madde ve kopiirtiicii ajan olarak rol alma gibi 6zelliklerinin yani sira fonksiyonel 6zellige
sahip bilesenlerin kapsiilasyon isleminde de kullanilmaktadir (Ranadheera vd. 2016).

Sodyum kazeinatin Lactobacillus paracasei ssp. paracasei F19 (F19) ve
Bifidobacterium lactis Bbl2 (Bbl2) probiyotik bakterilerinin kapsiilasyonunda
kullanildigr bir ¢caligmada, % 15 oraninda sodyum kazeinat iceren ve pH degeri 7.0’ye
ayarlanmig ¢ozeltilere F19 ve Bb12 bakterileri eklenmistir. Elde edilen sodyum kazeinat-
bakteri karigimlaria transglutaminaz enzimi ilave edildikten sonra emiilsiyon teknigi
kullanilarak mikrokapsiiller tiretilmistir. Mikrokapsiilllerin ortalama boyutlarinin 165+23
pm oldugu ve kapsiillenen bakterilerin tiiriinden etkilenmedigi belirlenmistir. Mide
ortaminin simiilasyonu i¢in F19 ve Bb12 bakterilerini i¢ceren mikrokapsiiller pH degerleri
2.5 ve 3.6’ya ayarlanmis ¢ozeltiler iginde 37°C’de 90 dakika siiresince tutulmustur. pH
degeri 2.5 ve 3.6 olan ¢ozeltiler icerisinde 90 dakika tutulduktan sonra kapsiilasyon islemi
uygulanmayan serbest haldeki F19 bakterisinin sayisinin sirastyla yaklasik 5.0 ve 2.4 log
kob/g azaldigi; kapsiile F19 bakterisinin sayisinin ise sirasiyla yaklasik 2.0 ve 1.8 log
kob/g azaldigr saptanmistir. Bbl2 probiyotik bakterisinin F19’a gore diisik pH
degerlerine daha direngli oldugu ve sodyum kazeinatin probiyotik bakterileri diisitk pH
degerlerine karsi korudugu tespit edilmistir (Heidebach vd. 2009)

Protein ve aljinatin kapsiil olusturabilmesi, van der Waals kuvvetleri, hidrofobik
etkilesimler, hidrojen ve iyonik baglar gibi farkli kovalent olmayan molekiiller arasi
etkilesimlerle olsa da temel etkilesim molekiiller arasindaki elektrostatik ¢ekimden
meydana gelmektedir (Goh vd. 2014). Messaoud vd. (2015)’in sodyum aljinat (NaAlg)
ve sodyum kazeinat (NaCas)’1 birlikte kullanarak tirettikleri mikrokapsiillerin farkli pH
degerlerindeki davranisini arastirdiklar1 baska calismada, % 1.5 konsantrasyondaki
NaAlg ve % 2.0 konsantrayonundaki NaCas ¢ozeltileri 1:0, 1:0.5, 1:1 ve 1:1.5 oranlarinda
karistirilmis ve igerisine kosinil kirmizi boya eklenerek, 0.99 mm nozul ¢apina sahip
siringa ile % 1.0 CaCl, ve % 90 gliserol iceren sertlestirme ¢ozeltisi igerisine
damlatilmigtir. Elde edilen mikrokapsiiller membran stabilitelerinin saglanmasi i¢in pH
degeri 2.0, 3.0, 4.8 ve 7.0’ye ayarlanmis % 0.5 CaCl; c¢ozeltisine aktarilmistir.
Mikrokapsiillerin boyutu ile membran kalinligi ve pH degeri 2.0, 3.0, 4.8 ve 7.0’ye
ayarlanmis su igerisinde kirmizi Kosinil boyanin mikrokapsiillerden salinimi 6 saat
stiresince incelenmistir. CaClz ¢ozeltisinin pH degeri diistiikk¢e olusan mikrokapsiillerin
boyutlariin kiictildiigii saptanirken, 1:0, 1:0.5, 1:1 ve 1:1.5 oranlarinda NaAlg:NaCas
karisimi ile iiretilen mikrokapsiillerin ¢aplarinin pH 2.0°de sirasiyla 3.40, 3.25, 3.18 ve
3.24 mm iken, pH 7.0’de sirasiyla 4.30, 4.44, 4.45 ve 4.51 mm oldugu belirlenmistir.
Mikrokapsiillerin membran kalinliginin CaClz ¢ozeltisinin pH degerine bagli olarak
degistigi ve pH degerinin 4.8’den 2.0’ye diismesiyle birlikte farkli oranlardaki karisimla
tiretilen tim mikrokapsiillerin membran kalinliginin azaldig: tespit edilmistir. Kosinil
kirmizi boyanin 1:0.5, 1:1 ve 1:1.5 NaAlg:NaCas karisimu ile liretilen mikrokapsiillerden
salimim diizeylerinin pH degeri 2.0’ye ayarlanmis suda 6 saat sonunda sirasiyla ortalama
% 17.6, 10.9 ve 5.2 oldugu saptanmis ve pH degeri 7.0’ye ayarlanmis su i¢inde tlim
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mikrokapsiillerin 120 dakika sonunda tamamen ¢Oziindligli belirlenmistir.
Mikrokapsiillerin yapiminda kullanilan karigimda sodyum kazeinat oraninin artmasiyla
diisik pH degerlerinde kosinil kirmizi boyanin mikrokapsiillerden saliniminin
yavasladigi degerlendirilmistir.

Istenilen &zelliklerde mikrokapsiil iiretmek igin kaplama materyallerinin dogru
secilmesinin yani sira mikrokapsiilasyon tekniginin de se¢imi dnemlidir (Estevinho ve
Rocha 2018). Ekstriizyon, emiilsiyon, puskiirterek kurutma, piiskiirterek sogutma,
dondurarak kurutma ve elektropiiskiirtme gibi teknikler mikrokapsiilasyon isleminde
yaygin olarak kullanilmaktadir (Matos-Jr vd. 2019). Ekstriizyon; diisiik maliyeti, basitligi
ve hiicre canliligini yiiksek oranda korumasindan dolayr en ¢ok kullanilan
mikrokapstilasyon teknigidir. En basit sekliyle ekstriizyon teknigi, aktif bilesen iceren
¢oOzeltinin bir siringa yardimiyla sertlestirme ¢ozeltisi igerisine damlatilmasi sonucu
mikrokapsiillerin elde edilmesi olarak tanimlanmaktadir (Heidebach vd. 2012). S6z
konusu yontemde damlatma isleminin kontrol altinda gerceklestirilmesi “prilling” olarak
adlandirilmaktadir. Kontrol, kapsiilasyon isleminin yapildig1 cihaza frekans kaynagi,
hava akisi, donen disk ve elektrik alan gibi uygulamalar eklenmesi sonucunda jet atimi
veya nozulun titresimi ile saglanmaktadir (Kailasapathy 2002; Martin vd. 2015). Nozul
titresiminin frekans kaynagi ile saglandig1 sistemlerin ¢aligma prensibi, ekstriizyona tabi
tutulan ¢dzeltinin laminar jetin iist {iste binen bir titresimle esit biiyiikliikteki damlalara
ayrilmasina dayanmaktadir (Sekil 2.5 a) (Whelehan ve Marison 2011). Lord Rayleigh 19.
yiizyilin sonlarinda laminar sivi jetinin damlalara par¢alanmasina etki eden faktorleri
incelemis ve akistaki maksimumum kararsizlik (damlalarin olusumu i¢in akis kararsizligi
gerekmektedir) igin gerekli olan frekans degerinin genel olarak jet hiziyla ve nozul
capiyla ilgili oldugunu gostermistir (Rayleigh 1897). Sekil 2.5 b’de farkli akig hizlar1 igin
titresim frekansinin bir fonksiyonu olarak kapsiil ¢aplar1 Rayleigh’in formiilleri esas
aliarak hesaplanmis ve diisiik akis hizlar ile yiiksek frekanslarda daha kiiciik kapstiller
elde edilebildigi gosterilmistir (Heinzen vd. 2004). Weber 1931 yilinda damla olusumunu
icin optimum dalga boyuna akiskanlarin viskozite 6zelliklerinin etkilerini incelemis ve
Rayleigh’in Newtonyan akiskanlar i¢in gelistirdigi formiile viskozite degerini de
eklemistir. S6z konusu formiille damla olusumu i¢in gerekli optimum frekansin nozul
cap1, akiskanin fizikokimyasal Ozellikleri ile akis hizina bagli oldugunu ortaya
konulmustur (Serp vd. 2000).

dyNozul capi (m)
~

. Mekanik titresim 4
A=Yz f frekans (Hz) 9\‘
4 0.9
" X
Siirekli laminar jet o Jet huzi (m/s) :\\ b
) 5, | 3n 03 AN \\\
Agpt = ,‘.’\"_(I_\-V\l+ P b = - .
NPy Optimum E07 NN =
dalga boyu = e ‘\;"\.\
“ 4.
dp =3/1.5d3 2, \ ] I ]
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Sekil 2.5. a, Damla olusumu; b, titresim frekansi ve akis hizinin kapsiil ¢apina etkisi (Heinzen vd.
(2004)’den uyarlanmustir.)
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Stabil bir laminar siv1 jetinin olusturulmasi i¢in nozula beslenen ¢6zeltinin akis
hiz1 ¢ozelti viskozitesi ve yiizey gerilimini yenecek kadar yliksek olmalidir. Bununla
birlikte, cok yiiksek akis hizlarinda sivi jetinin pargalanmasi engellenebilmekte veya
sprey olusumuna neden olabilmektedir. Ayrica yiiksek akis hizlarinda damlalar
sertlestirme ¢ozelti icerisine diiserken daha fazla darbe alarak deformasyona ugramakta
ve birlesik kapsiiller olusmaktadir. Elde edilecek kapsiillerin boyutu ve sekli titresim
frekansi ile degisebilmektedir. Yiiksek frekans degerlerinde damlalar bir araya gelerek
bliyiik kapsiillerin olusmasina neden olmaktayken, diisiik frekans degerlerinde ana
kapsiile bagli ve uydu adi verilen bir veya daha fazla kiiciik kapsiil olusumu
gozlenebilmektedir (Whelehan ve Marison 2011).

Gaudio vd. (2005)’te nozul titresimli kapsiilator ile yaptiklari ¢alismada sodyum
aljinat konsantrasyonunun, viskozitesinin ve akis hizinin kapsiil 6zelliklerine olan etkisini
incelemislerdir. Nozul ¢apinin 400 pum, titresim frekansimnin 250 Hz ve akis hizinin 10
mL/dakika oldugu kosullarda % 0.5-2.75 oraninda hazirlanan sodyum aljinat ¢ozeltileri
10, 15 ve 20 mlL/dakika akis hizlarinda sisteme beslenmistir. Sodyum aljinat orani %
0.85°den daha diisiik olan ¢ozeltilerle iiretilen kapsiillerin ortalama ¢aplarinin 1.0 mm’den
kiigiik oldugu, % 0.85-2.5 oraninda sodyum aljinat igeren cozeltilerle elde edilen
kapsiillerin ¢aplarinin ise yaklagik 3.0 mm oldugu belirlenmistir. Sodyum aljinat oran1 %
2.5’dan daha yiiksek olan ¢ozeltiler ile belirlenen kosullarda laminar jetin saglanamadigi
ve kapsiil iiretiminin zorlagtig1 saptanmistir. Ayni ¢alisma kosullari altinda 30 mPa’dan
daha diisiik viskozite degerlerine sahip sodyum aljinat ¢ozeltileri ile 750 pm’den daha
kiigiik ¢aplara sahip mikrokapsiiller liretilmistir. Ancak viskozite degerleri 40 ile 350 mPa
arasinda olan ¢ozeltilerle 3.0-3.5 mm ¢apa sahip mikrokapsiiller elde edilmis ve yiiksek
viskoziteli ¢ozeltilerde titresim frekansi ile laminar jetin saglanamadigi, akisin damlama
seklinde oldugu belirtilmistir. Nozul ¢apinin 400 um, titresim frekansinin 250 Hz ve akis
hizinin 15 mL/dakika’ya cikarildig1 kosularda akisin laminar jetten damlama sekline
gecmesi i¢in gereken viskozite degerinin 68 mPa oldugu saptanirken, akis hizinin 20
mL/dakika oldugu kosullarda tiim kapsiillerin laminar jetin parcalanmasiyla iiretildigi
tespit edilmistir. Akis hizinin artmasi ile aljinat ¢ozeltisinin nozula adhezyonunun
engelledigi ve laminar jet akista degisikligin olmadig1 degerlendirilmistir.

Yapilan bagka bir ¢alismada, titresimli nozul teknigine gore calisan kapsiilatorde
farkl1 akig hizlar1 (130-240 mL/saat), nozul gaplari (50- 200 pm) ve frekans (2.9-4.0 kHz)
degerleri ile farkli viskozite degerlerindeki (85 ve 200 mPa/s) sodyum aljinat ¢ozeltileri
kullanilarak fibrolast hiicrelerini igeren mikrokapsiiller iiretilmistir. Diislik viskoziteye
sahip aljinat ve 120 um ¢apa sahip nozul ile 130 mL/saat akis hizinda 2.9, 3.0, 3.5 ve 4.0
kHz’de iiretilen mikrokapsiillerin diizensiz sekilde olduklar1 belirlenmis ve c¢aplari
hesaplanamamistir. Diisiik viskoziteye sahip aljinat ile 120 um ¢apa sahip nozul
kullanilarak sadece akis hizinin 240 mL/saat’e ¢ikarilmasi ile 2.9 kHz frekansta 250 um
capa sahip mikrokapsiiller tiretilirken, frekans degerlerinin 3.0, 3.5 ve 4.0 kHz oldugu
kosullarda ortalama 300 pm ¢apa sahip diizenli mikrokapsiiller elde edilmistir. Belirtilen
calisma kosullarinda yiiksek viskoziteli aljinat kullanilarak iiretilen mikrokapsiillerin
diizensiz sekle sahip olmasindan ve c¢aplarmin diisiik viskoziteli aljinat kullanilarak
iiretilen mikrokapsiillere gore biiylik olmasindan dolay1 ¢alismada optimum kosullar
diisiik viskozite degerine sahip aljinat kullanilarak belirlenmistir. Calisma sonunda 200-
300 pm capa sahip mikrokapsiiller iiretebilmek i¢in optimum kosullarin 240 mL/saat akis
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hiz1, 2.9 kHz frekans degeri ve 120 pm ¢apa sahip nozul oldugu tespit edilmistir (Koch
vd. 2010).

2.2.1. Bakteriyofajlarin mikrokapsiilasyonu ve yapay sindirim sistemini
sivilarindaki davramslar:

Insan sindirim sistemi iizerine yapilan calismalar, insan saghgi ile sindirim
sisteminde bulunan mikrobiyota arasinda sik1 bir iligki oldugunu gostermektedir (Abeles
ve Pride 2014). Sindirim sistemi mikrobiyotasini olusturan bakteri igerigi bireye 6zgii
olmakla birlikte beslenmeye, antibiyotik kullanimina, yasa ve gecirilen hastaliklara gore
degigsmektedir. Son yillarda mikroorganizma topluluklarinin birlikte incelenmesi
amactyla yapilan metagenomik calismalar, insan sindirim sisteminde yaklasik 10%°
bakteriyofaj bulundugunu, ayrica bakteriyofajlarin insan sindirim sistemi mikrobiyotasini
kontrol ettigini ve sekillendirdigini ortaya koymustur (Dalmasso vd. 2014). Bu baglamda,
sindirim sistemi mikrobiyotasini diizenleyebilmesi ve antimikrobiyal etki gosterebilmesi
icin bakteriyofajlarin gida ile birlikte alinmasinin uygun oldugu degerlendirilmektedir
(Samtlebe vd. 2016). Gidalarda oldugu gibi hayvanlarin ve insanlarin da patojen
bakterilere karsi korunmasi igin bakteriyofajlarin kullanilmasinda (faj terapisi) bazi
engeller bulunmaktadir. Viicuda ister gida ile agiz yoluyla isterse de damar yoluyla
aliacak olsun bakteriyofajin faydali etki gdsterebilmesi i¢in Oncelikle viicuda alinma
anina kadar gegen siirede aktivitesini korumasi gerekmektedir. Bununla birlikte, viicuda
alindiktan sonra bakteriyofajin aktif olarak hedef bolgeye ulasmasi ve viicudun savunma
sistemi olan mononiikleer fagositik sistem tarafindan viicuttan uzaklastirilmamasi
gerekmetedir (Singla vd. 2016). Bakteriyofajlar, agiz yoluyla viicuda alindiktan sonra
gastrointestinal sistemden gecisleri siiresince yiiksek asitlik ile enzim ve safra salgis1 gibi
sindirim salgilarina maruz kalmakta ve aktivitelerini kaybetmektedir (Stanford vd. 2010).

Yapilan bir ¢aligmada, Escherichia coli’nin neden oldugu ishale kars1 bakteriyofaj
kullaniminin etkinligi arastirilmistir. E. coli T4-like, E. coli RB49-like ve E. coli JS98-
like bakteriyofajlarindan olusan faj karisimimi 10° pob/mL diizeyinde ve E. coli K12
bakterisini ise 101° kob/mL diizeyinde igeren su, 5 denek faresine oral yolla verilmistir.
Denek farelerinin digkisindan, kanindan ve oldiiriildiikten sonra i¢ organlarindan (mide,
kor bagirsak, kalin bagirsak, ciger ile dalak ekstrakte edilerek, ince bagirsagin kisimlari
olan duodeum, jejunum ile ileum siringa yardimiyla yikanarak) ornekler alinmis ve
bakteriyofaj titresi belirlenmistir. Farelerden alinan kan, ciger ve dalak orneklerinde
bakteriyofaj tespit edilememistir. Farelerin midelerinden alinan 6rneklerde bakteriyofaj
titresinin ortalama 10* pob/g oldugu; ince bagirsagin boliimleri incelendiginde ise bir
farenin duodeumunda ~10% pob/mL, iki farenin jejunumunda ~10? ve ~10* pob/mL
diizeylerinde bakteriyofaj bulundugu belirlenmistir. Farelerin koér ve kalin
bagirsaklarindan alman orneklerde bakteriyofaj titresinin ortalama 108 pob/g oldugu
saptanmistir. Farelerin mide pH’sinin yaklasik 3 diizeylerinde oldugu ve s6z konusu
durumun bakteriyofaj titresinin azalmasinda O6nemli bir etken oldugu belirtilmistir
(Denou vd. 2009).

Bakteriyofajlar1 gastrointestinal sistemin olumsuz etkilerine kars1 korumak igin,
bakteriyofajlarin CaCOs3 gibi anti-asit maddelerin ¢ozeltileri ile birlikte kullanimi ve
yiiksek konsantrasyonda bakteriyofaj kullanimi gibi yontemler hayvan deneylerinde
uygulanmistir (Tanji vd. 2005, Jamalludeen vd. 2009). Son yillarda yapilan in vitro
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calismalar, mikrokapsiilasyon yonteminin de bakteriyofajlari olumsuz ¢evre kosullarina
kars1 korumada kullanilabilecegini gostermistir (Ma vd. 2008, Tang vd. 2013).

Yapilan bir calismada, % 2.2°lik sodyum aljinat ¢ozeltisine 108 pob/mL diizeyinde
Felix O1 bakteriyofaji1 ilave edildikten sonra hazirlanan karigim 300 um capli nozula
sahip enkapsiilatorle 550 Hz frekansinda 50 mM CaCl; ¢ozeltisine ekstriizyon yontemiyle
damlatilip bakteriyofaj iceren mikrokapsiiller elde edilmistir. Mikrokapsiiller
sertlesmeleri i¢in 30 dakika siiresince 50 mM CaCl; ¢ozeltisinde bekletildikten sonra
filtre edilerek % 0.4 kitosan iceren ¢ozeltiye aktarilmis ve 20 dakika tutulmustur. Elde
edilen kitosan kapli aljinat mikrokapsiilleri % 10 trehaloz ¢ozeltisi ile karistirilarak
22°C’de 30 saat siiresince ¢ekerocakta laminar akistaki hava ile kurutularak
depolanmistir. Felix O1 bakteriyofajinin pH’ya karsi hassasiyetini belirleyebilmek i¢in
pH degeri 2.8, 3.2, 3.7, 4.4, 6.2 ve 7.4’e ayarlanmis % 0.2’lik NaCl ¢ozeltisi igine 108
pob/mL diizeyinde olacak sekilde bakteriyofaj eklenmis ve 37°C’de 5 dakika inkiibe
edilmistir. Felix O1 bakteriyofajinin pH’ya karsi hassas oldugu ve bakteriyofa; titresinin
pH 2.8 ile pH 3.2°de 8.0 log azaldig1 saptanmistir. Mide sivisini simiile etmek i¢in
hazirlanan 3.2 mg/mL pepsin ve % 0.2 NaCl igeren, pH degeri 2.0 ve 2.4’¢ ayarlanmis
olan 10 mL ¢ozelti, 160 mg kurutulmus mikrokapsiil eklendikten sonra 37°C’de 120
dakika siiresince inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun 60. dakikasinda pH degeri 2.4 olan
mide sivisinda bakteriyofaj titresinin 2.58 log azaldig1 belirlenirken, pH degeri 2.0 olan
mide sivisinda 30 dakika sonunda bakteriyofaj tespit edilememistir. Safra tuzunu % 1.0
ve % 2.0 oranlarinda iceren 10 mL’lik c¢ozeltiler, icerisine 160 mg kurutulmus
mikrokapsiil veya 100 pL mikrokapsiillenmemis serbest bakteriyofaj 10° pob/mL
diizeyinde olacak sekilde ilave edildikten sonra 37°C’de 3 saat siiresince inkiibe
edilmistir. Serbest bakteriyofaj titresinin, % 1.0’lik safra tuzu ¢ozeltisinde inkiibasyonun
1. ve 3. saatleri sonunda sirasiyla 0.09 ve 1.29 log azaldigi; % 2.0’lik safra tuzu
¢ozeltisinde ise inkiibasyonun 1. ve 3. saatleri sonunda sirastyla 0.58 ve 1.69 log azaldig
belirlenirken, mikrokapsiile bakteriyofajlarin ise safra tuzundan etkilenmedigi
saptanmugtir. Simiile bagirsak sivisindan (10 mg/mL pankreatin, pH 6.8) 50 mL alinarak
icine 200 mg mikrokapsiil eklenip 37°C’de 6 saat inkiibe edilmis ve inkiibasyon siiresince
bakteriyofajin mikrokapsiilden salinimi incelenmistir. Simiile bagirsak sivisi ic¢inde
mikrokapsiillerin sistigi ve yapilarinin bozularak ¢oziindiikleri gézlenmekle birlikte,
inkiibasyonun ilk 30 dakikasinda bakteriyofaj titresinin 1.5x10° pob/mL oldugu ve 5.
saatin sonunda kapsiillerin tamamen ¢oziilerek bakteriyofaj sayismin 1.6x10" pob/mL
diizeyine ulastig1 tespit edilmistir (Ma vd. 2008).

Dini vd. (2012) yaptiklari calismada, bakteriyofaj CA933P’yi farkli materyaller ile
kaplayarak tirettikleri mikrokapsiillerin diisitk pH’ya dayanimini, bakteriyofaj ytikleme
verimliligini ve pepsin enzimine karsi direncini belirlemislerdir. Mikrokapsiilasyon
islemi i¢in % 3.0’liik diisiik metoksili (LM) pektin ile % 2.0’lik sodyum aljinat kaplama
cozeltileri ve s6z konusu kaplama ¢ozeltilerine Tween 20 ile oleik asit eklenerek elde
edilen emiilsiyonlar1, 1x108 pob/mL diizeyinde olacak sekilde Bakteriyofaj CA933P ilave
edildikten sonra 0.5 M CaCl> sertlestirme ¢ozeltisi igerisine damlatilarak mikrokapsiil
olusturulmus ve mikrokapsiiller 4°C’de 12 saat siiresince sertlestirme cozeltisinde
bekletildikten sonra filtre edilerek 4°C’de depolanmistir. Ayrica, 1x10® pob/mL
diizeyinde olacak sekilde Bakteriyofaj CA933P eklenen % 3.0’liilk LM pektin ve %
2.0’lik sodyum aljinat ¢ozeltileri, % 0.2 yiliksek metoksilli (HM) pektin ve % 0.2 guar
gam iceren 0.5 M CaCl; sertlestirme ¢ozeltilerine damlatilarak mikrokapstil elde edilmis
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ve mikrokapsiiller 4°C’de 12 saat siiresince sertlestirme ¢ozeltilerinde bekletildikten
sonra filtre edilerek 4°C’de depolanmistir. Elde edilen mikrokapsiillerin yiikleme
verimliligi ile bakteriyofaji diisiikk pH’ya (pH=1.6) kars1 koruma diizeyi belirlenerek en
yiiksek yiikleme verimliligi ve koruma diizeyine sahip kaplama materyali se¢ilmis ve
secilen kaplama materyali ile iiretilen mikrokapsiillerin simiile gastrointestinal sistem
kosullarindaki davranis1 arastirilmistir. Genel olarak aljinat ile iiretilen mikrokapsiillerin
pektin igerenlere gore; aljinat ve pektin emiilsiyonlar ile iiretilen mikrokapsiillerin de
sadece aljinat ve pektin ile iiretilenlere gore daha yiiksek yiikleme verimliligine sahip
oldugu saptanmistir. Sertlestirme ¢ozeltisine HM pektin ve guar gam eklenmesinin
mikrokapstillerin yiikleme verimliligini olumsuz etkiledigi, diisiik pH’ya dayanimini ise
etkilemedigi belirlenmistir. Bakteriyofaji diisik pH’ya karst korumada, en yiiksek
koruma diizeyine sahip mikrokapsiillerin yapiminda pektin emiilsiyonu kullanilanlar
oldugu; en diisiik koruma 6zelligine sahip olanlarin ise aljinat emiilsiyonu ile {iretilen
mikrokapsiiller oldugu tespit edilmistir. Calismanin ilerleyen boliimlerindeki analizler
pektin emiilsiyonu ile iiretilen mikrokapsiillerle gerceklestirilmistir. Pepsin enziminin
mikrokapsiilasyon islemi uygulanmayan serbest bakteriyofajlar ile mikrokapsiile
bakteriyofaj lizerine etkisini incelenmek icin, pepsin enzimi igermeyen, 0.5, 1.5, 3.2 ve
4.2 mg/mL pepsin enzimi iceren pH degeri 2.5 olarak hazirlanan simiile mide sivilari,
1.52x10% pob/mL diizeyinde olacak sekilde serbest formda bakteriyofaj ile 1.56x10’
pob/mikrokapsiil bakteriyofaj iceren 10 adet mikrokapsiil ilave edilip 37°C’de 180 dakika
stiresince tutulmustur. Pepsin enzimi igermeyen simiile mide sivisinda serbest formdaki
bakteriyofaj titresinin 10 dakika sonunda 3.7 log azaldig1 belirlenirken, 0.5 mg/mL pepsin
enzimi iceren mide sivisinda ise bakteriyofaj tespit edilememistir. Mikrokapsiile
bakteriyofajlarin pepsin enzimi konsantrasyonu ve diisiik pH’dan etkilenmedigi, bununla
birlikte bakteriyofaj titresinin de 180 dakika siiresince degismedigi saptanmistir.
Calismada ayrica tripsin (2.5 mg/mL) ve kimotripsin (3.0 mg/mL) i¢eren pH degeri 7.2
olan simiile bagirsak sivis1, 1.52x10%° pob/mL diizeyinde olacak sekilde serbest formda
bakteriyofaj eklendikten sonra 37°C’de 24 saat bekletilmis ve siire sonunda bakteriyofaj
titresinde degisim olmadigi belirlenmistir. Bakteriyofajin mikrokapsiilden salinimim
incelenmek igin pH degeri 7.2 olan fosfat tamponu, icine 20 adet 1.56x10’
pob/mikrokapsiil bakteriyofaj iceren mikrokapsiillerden ilave edilip 19, 30 ve 37°C’lerde
240 dakika tutulmustur. Sicaklik yiikseldikg¢e bakteriyofaj saliniminin arttigi ve 37°C’de
240 dakika sonunda fosfat tamponu igindeki bakteriyofaj titresinin yaklasik 10 pob/mL
oldugu tespit edilmistir.

Mide sivisiin diisiik pH’sindan korumak amaciyla Phage K’ya mikrokapsiilasyon
isleminin uygulandigi bir ¢aligmada, % 2.0 sodyum aljinat ve % 2.0 sodyum aljinat ile %
1.0 kalsiyum karbonat igeren ¢ozeltilere 108 pob/mL diizeyinde olacak sekilde Phage K
ilave edilmistir. Hazirlanan bakteriyofajli karisim 500 pm ¢apli nozula sahip enkapsiilator
ile 50 mM CaCl, ¢ozeltisine ekstriizyon yontemiyle damlatilip bakteriyofaj igeren
mikrokapsiiller elde edilmistir. Olugsan mikrokapsiiller 30 dakika stiresince 50 mM CaClz
cozeltisinde bekletildikten sonra filtre edilerek farkli konsantrasyonlardaki (% 5, 10, 15
ve 20) trehaloz, sukroz, maltodekstrin ve yagsiz siit tozu cozeltileri ile karistirildiktan
sonra 22°C’de 30 saat siiresince ¢ekerocakta laminar akistaki hava ile kurutulmustur.
Phage K bakteriyofajinin diisiikk pH’ya kars1 hassasiyetini belirleyebilmek i¢in pH degeri
3.8 ve 4.4’e ayarlanmis % 0.2’lik NaCl ¢ozeltisi, igine 108 pob/mL olacak sekilde
bakteriyofaj eklenip 37°C’de 5 dakika inkiibe edilmistir. Phage K bakteriyofajinin diisiik
pH’ya kars1 hassas oldugu, pH 3.8 ve 4.4’de desimal azalma siirelerinin sirasiyla 0.42 ve
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4.9 dakika oldugu saptanmistir. Mide sivisini simiile etmek i¢in 3.2 mg/mL pepsin ile %
0.2 NaCl igeren ve pH degeri 2.5 olan 10 mL ¢ozelti, igine 190 mg kurutulmus
mikrokapsiil konulup 37°C’de 120 dakika siiresince inkiibe edilmistir. Simiile mide s1vis1
icinde 60 dakika sonunda, sadece aljinat kullanilarak mikrokapsiillenen Phage K’nin
titresinin 2.4 log azaldig1 belirlenirken, 90 dakika sonunda ortamda bakteriyofaj varlig
tespit edilememistir. Sodyum aljinat ve kalsiyum karbonat kullanilarak elde edilen Phage
K mikrokapsiillerinin diisiik pH’ya direncinin yiiksek oldugu ve simiile mide sivis1 iginde
120 dakika sonunda Phage K’nin titresinin sadece 0.17 log azaldigi saptanmustir.
Mikrokapsiilasyon islemi uygulanmayan serbest formda bakteriyofaj (107 pob/mL) ve
mikrokapsiile bakteriyofaj % 1.0 ve % 2.0 safra tuzu igeren ¢ozeltiler icinde 37°C’de 3
saat sliresince inkiibe edilmistir. Serbest formdaki bakteriyofa; titresinin % 1.0’lik safra
tuzu ¢ozeltisinden etkilenmedigi, % 2.0’lik safra tuzu ¢ozeltisinde ise 3. saatin sonunda
0.23 log azaldigi belirlenmistir. Farkli materyallerle kaplanan mikrokapsiile
bakteriyofajin titresinin her iki konsantrasyondaki safra tuzu ¢ozeltisinden etkilenmedigi
saptanmigtir. Simiile bagirsak sivisindan (10 mg/mL pankreatin, pH 6.8) 50 mL alinarak
icine 500 mg mikrokapsiil eklenmis ve 37°C’de 12 saat siiresince bakteriyofajin
mikrokapsiilden salinimi incelenmistir. Simiile bagirsak sivisi i¢inde 6 ve 10 saat
inkiibasyondan sonra sadece aljinat ile kaplanan Phage K’nin mikrokapsiillerden salinim
oranlarmin sirastyla % 79 ve 90 oldugu belirlenirken, aljinat ve kalsiyum karbonat ile
kaplanan Phage K’ nin mikrokapsiillerden salinim oraninin bagirsak sivisi icinde 12 saat
sonunda % 68 oldugu tespit edilmistir. Ayrica ¢alismada, mikrokapsiillerin kurutulmasi
sirasinda kullanilan farkli ¢ozeltiler ile konsantrasyonlarinin Phage K’nin aktivitesi
tizerine etkileri de belirlenmistir. Herhangi bir ¢ozelti kullanilmadan kurutulan kontrol
grubu mikrokapsiillerde kurutma sirasinda bakteriyofaj titresinin 8.6’dan 3.0 log pob/g’a
distiigii saptanmistir. Phage K i¢in en iyi korumayi % 20 oraninda yagsiz siit tozu i¢eren
cozelti ile karigtinldiktan sonra kurutulan mikrokapsiillerin  sagladigi, bu
mikrokapsiillerin kurutma sonunda bakteriyofaj titresinin baslangica gore degismedigi
tespit edilmistir (Ma vd. 2012).

Tang vd. (2013) yaptiklar1 ¢alismada, farkli oranlarda sodyum aljinat (NA) ve
peyniralti suyu protein tozu (WP) iceren karisimi kullanarak Felix O1 bakteriyofajin
mikrokapsiillemis ve mikrokapsiillerin simiile gastrointestinal sistem kosullarina
dayanimini incelemislerdir. A (% 0.8 NA+% 3.0 WP), B (% 1.5 NA+% 3.0 WP) ve C (%
0.8 NA+% 5.0 WP) kaplama materyali karisimlarma ~10! pob/mL diizeyinde olacak
sekilde Felix O1 bakteriyofaji eklenmis ve bakteriyofaj iceren kaplama materyali
karisimlar1 500 pm ¢apli nozula sahip enkapsiilator ile 0.1 M CaCly ¢ozeltisine
ekstriizyon yontemiyle damlatilip bakteriyofaj iceren mikrokapsiiller elde edilmistir.
Mikrokapsiiller sertlesmeleri i¢cin 30 dakika siiresince 0.1 M CaClz ¢o6zeltisinde
bekletildikten sonra filtre edilerek 4°C’de depolanmistir. Farkli konsantrasyonlardaki
kaplama materyalleri kullanilarak elde edilen mikrokapsiillerin yiikleme verimliliklerinin
% 99 oldugu ve bakteriyofaj titresinin 10.58 ile 10.81 log pob/g arasinda degistigi
belirlenmistir. Mide s1visini simiile etmek i¢in 3.2 mg/mL pepsin ve % 0.2 NaCl igeren,
pH degeri 2.0 ve 2.5’e ayarlanmis olan ¢ozeltiler kullanilmis olup, bu ¢ozeltiler igine
mikrokapsiile bakteriyofaj konularak 41.4°C’de 120 dakika stiresince inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda pH degeri 2.0’ye ayarlanmis mide sivis1 iginde A, B ve C karisimlari
kullanilarak iiretilen mikrokapsiillerde bakteriyofaj titresinin sirasiyla yaklagik 2.0, 1.0 ve
0.5 log diizeylerinde azaldig1r saptanirken, pH degeri 2.5 olan mide sivisi iginde
bakteriyofaj titresinde azalma olmadigi tespit edilmistir. Felix O1 bakteriyofajinin farkl
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konsantrasyondaki kaplama materyali karisimlart ile iiretilen mikrokapsiillerden salinimu,
10 mg/mL pankreatin i¢ceren ve pH degeri 6.8 olan simiile bagirsak sivisi i¢inde 41.4°C’de
6 saat siiresince izlenmigtir. Ayni aljinat konsantrasyonuna sahip A ve C karigimlari
kullanilarak iiretilen bakteriyofajlarin salinim oranlar1 incelendiginde, karisimlardaki WP
konsantrasyonu arttik¢a bakteriyofaj saliniminin yavasladigi belirlenmistir.

Samtlebe vd. (2016) farkli mikrokapsiil tiretim yontemleri ve kaplama materyalleri
kullanarak Lactococcus phage P0O0OS igeren mikrokapsiiller iiretmis ve mikrokapsiillerin
simiile mide ve bagirsak sivilari i¢indeki davranislarini incelemislerdir. Emiilsiyon
yontemiyle mikrokapsiil iiretmek i¢in, yagsiz siit tozu ile hazirlanan ¢ozelti, ierisine ~10°
pob/mL diizeyinde olacak sekilde Lactococcus phage P0O08 ve 60 uL rennet enzimi
eklenip 5°C’de 60 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi karisim, CaCl;
eklendikten sonra aycigegi yagi icine 0.55 mm nozula sahip siringa ile damlatilmistir.
Ekstriizyon yontemiyle mikrokapsiil liretmek i¢in, % 1.6’1ik sodyum aljinat ¢ozeltisine
ve % 1.6’lik sodyum aljinat ¢ozeltisi ile % 10’luk peyniralti suyu tozu ¢dzeltisinin birebir
oraninda karistirilmasiyla hazirlanan karisim ¢ozeltisine ~10° pob/mL  diizeyinde
bakteriyofaj ilave edilmistir. Bakteriyofaj ilavesinden sonra her iki ¢ozelti 0.55 mm
nozula sahip siringa ile 100 mM CaCl; ¢ozeltisine damlatilip 30 dakika bekletilmis ve
bakteriyofaj iceren mikrokapsiiller elde edilmistir. Mikrokapsiile bakteriyofaj ile
mikrokapsiilasyon islemi uygulanmayan serbest formdaki bakteriyofajlarin simiile mide
stvisina direncini belirleyebilmek i¢in 3.2 mg/mL pepsin, % 0.2 NaCl ve 80 mM HCI
iceren, pH degeri 2.0’ye ayarlanmis olan ¢dzelti, icine mikrokapsiile bakteriyofaj ile
serbest formda bakteriyofaj ilave edilip 37°C’de 120 dakika siiresince inkiibe edilmistir.
Lactococcus phage P0O08’in mikrokapsiillerden salinimi1 simiile bagirsak sivist (10 mg/mL
pankreatin, pH 6.8) i¢inde belirlenmistir. Serbest formdaki bakteriyofajin mide sivist
icinde 1 dakika iginde inhibe oldugu, 30 dakika sonunda sadece sodyum aljinat
kullanilarak ekstriizyon yontemi ile mikrokapsiillenen bakteriyofajlarin titresinin ise 10
pob/g’in altima diistiigli saptanmistir. Simiile mide sivisinda inkiibasyon sonunda,
emiilsiyon yontemiyle iiretilen mikrokapsiile bakteriyofajin titresinin 2.2 log azaldig:
tespit edilirken, sodyum aljinat-peyniraltt suyu tozu karigimi ile ekstriizyon yontemi
kullanilarak kaplanan mikrokapsiile bakteriyofajin titresinin baslangica gore degigsmedigi
belirlenmistir. Simiile bagirsak sivisi i¢inde 1 dakika sonunda, emiilsiyon yontemiyle ve
sodyum aljinat-peyniralti suyu tozu karigimi kullanilarak ekstriizyon yontemiyle iiretilen
mikrokapsiile bakteriyofajlarin titresinin sirasiyla 10° ve 10° pob/mL oldugu; 120 dakika
sonunda ise ayni mikrokapsiile bakteriyofajlarin titresinin sirasiyla 107 ve 108 pob/mL
oldugu tespit edilmistir. Ayrica calismada, ekstriizyon yontemi kullanilarak sodyum
aljinat-peyniralt1 suyu tozu karigimiyla iiretilen bakteriyofaj mikrokapsiilleri 120 dakika
simiile mide sivisinda tutulduktan sonra simiile bagirsak sivisi icine aktarilarak
bakteriyofajin mikrokapsiillerden salinimi incelenmistir. Bagirsak sivisinda 30. dakika ve
1. saatin sonunda mikrokapsiillerden salian bakteriyofaj titresinin sirasiyla 10% ve 10°
pob/mL diizeylerinde oldugu saptanmustir.

Yapilan bagka bir ¢alismada, sodyum aljinat (NA) ve peyniralti suyu protein tozu
(WP)’nu farkli oranlarda igeren karisim, farkli nozul ¢apma sahip enkapsiilatérden
gecirilip ekstriizyon yontemi ile Phage K igeren mikrokapsiiller iiretilmistir. Igerisine 10°
pob/mL diizeyinde olacak sekilde Phage K bakteriyofaji eklenen A (% 0.8 NA+% 3.0
WP), B (% 1.5 NA+% 3.0 WP) ve C (% 0.8 NA+% 5.0 WP) karigimlart 500 um c¢apl
nozula sahip enkapsiilator kullanilarak; D (% 1.5 NA+% 3.0 WP) ve E (% 1.5 NA+% 4.0
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WP) karigimlari ise 300 um capli nozula sahip enkapsiilator ile 100 mM CaCl; ¢ozeltisi
icerisine damlatilmis ve mikrokapsiiller iiretilmistir. A, B ve C karisimlar ile iiretilen
mikrokapsiiller % 40’lik maltodekstrin igerisinde 22°C’de 30 saat siiresince ¢ekerocakta
laminar akistaki hava ile kurutularak, kurutulmus A (Ak), kurutulmus B (Bk) ve
kurutulmus C (Ck) Ornekleri elde edilmistir. Elde edilen mikrokapsiillerin yiikleme
verimlilikleri, partikiil boyutlar1 ile simiile mide ve bagirsak sivilarindaki davranislar
incelenmistir. Uretilen mikrokapsiillerin yiikleme verimliliklerinin % 99 oldugu ve A, B,
C ile D karisimlar1 kullanilarak elde edilen mikrokapsiillerin ortalama ¢aplarinin sirasiyla
310+16, 648+13, 880+80 ve 323+14 pum oldugu tespit edilmistir. Mikrokapsiilasyonda
kullanilan kaplama materyali karigimlarinin toplam konsantrasyonu arttik¢a iiretilen
mikrokapsiilerinin ¢aplarinin arttig1; nozul capmin kiiciilmesiyle ise mikrokapsiil
caplarinin azaldig1r saptanmustir. Pepsin (3.2 mg/mL) ve NaCl (2 mg/mL) igeren, pH
degeri 1.5, 2.0 ve 2.5’e ayarlanmus simiile mide sivilar1 10° pob/mL diizeyinde olacak
sekilde mikrokapsiile Phage K eklendikten sonra 37°C’de 120 dakika siiresince inkiibe
edilmistir. D karisimi ile mikrokapsiillenen bakteriyofajin, pH degeri 2.0’ye ayarlanmis
simiile mide sivisinda 20 dakika sonunda tamamen inhibe oldugu belirlenirken, 120
dakika sonunda B karisimi ile iiretilen mikrokapsiile bakteriyofajin titresinin 2 log
azaldig1 saptanmistir. D kullanilarak iiretilen mikrokapsiiller pH 1.5’e ayarlanmis simiile
mide sivisina konulduktan 1 dakika sonra bakteriyofaj varlig1 tespit edilememisken, E
karisimiyla iiretilen mikrokapsiillerdeki bakteriyofajlarin 10 dakika siiresince
aktivitelerini koruduklar1 belirlenmistir. pH degeri 2.5 olan simiile mide sivisi icine
eklenen Ck ve Ak orneklerinde 120 dakika sonunda bakteriyofaj titresinin sirasiyla 0.5
ve 5.0 log azaldig1 saptanmistir. Mikrokapsiil ¢apininin biiyiimesi ve kaplama materyali
karisiminda kullanilan WP miktarinin artmasiyla mikrokapsiillerin mide sivisinin yiiksek
asitligine karst direncinin artti@1 belirlenmistir. Calismada simiile bagirsak sivist (10
mg/mL pankreatin, pH 6.8) i¢ine mikrokapsiiller eklenmis ve 37°C’de 12 saat siiresince
Phage K’nin mikrokapsiillerden salinimi incelenmistir. B ve E karisimlar1 kullanilarak
tiretilen mikrokapsiillerin simiile bagirsak ¢ozeltisi i¢inde sirasiyla 75 ve 120 dakikada
tamamen coziindiikleri belirlenmistir. Ak, Bk ve Ck mikrokapsiillerinin ise simiile
bagirsak ¢ozeltisi icinde sirasiyla 25, 100 ve 120 dakikada tamamen ¢6ziindiikleri tespit
edilmistir (Tang vd. 2015).

2.2.2. Bakteriyofajlarin mikrokapsiillerden saliniminin matematik modellenmesi

Mikrokapsiillenen aktif maddenin salinimimin kontroliinde matematiksel
modelleme 6nemli bir konudur. Mikrokapsiillenen aktif bir maddenin siirekli salinimi,
kapsiiliin sekil ve boyut gibi geometrik 6zellikleri ile aktif maddenin yiikleme orani gibi
degiskenlere gore farklilik gostermektedir (Lu vd. 1996). Aktif bir maddenin
mikrokapsiilden salinim profili, mikrokapstiliin 6zelliklerine etki eden degiskenlerle ilgili
en az sayida deneysel veri ile sistematik bir yaklasimin kullanildigi matematiksel
modelleme ile tahmin edilebilmektedir (Arifin vd. 2006). Organizma i¢in gerekli olan
aktif maddeyi belirlenen siire igerisinde kontrollii oranda salinimini saglayarak hedef
hiicreye, dokuya veya organa ulastiran sistemler “kontrollii salinim sistemleri” olarak
adlandirilmaktadir (Harzadin 2015). Ozellikle ilag endiistrisinde herhangi bir aktif
maddenin saliniminin matematiksel modellenmesiyle s6z konusu aktif maddenin viicutta
salimim hizi, zamani ve yeri kontrol edilerek verimliliginin arttirilmas: ve aktivitesinin
korunmasi1 amaglanmaktadir. ila¢ salmimi, kullanilan ilacin ve kaplama materyalinin
kimyasal ve fiziksel 6zelliklerine bagl olarak difiizyon kontrollii ila¢ salinimi, sisme
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kontrollii ilag salinimi ve erozyon kontrollii ila¢g salinimi olarak {i¢ temel mekanizmaya
gore gerceklesmektedir. Diflizyon kontrollii sistemlerde; ilag, kaplama materyali ile
cevrelenen bir cekirdek goriiniimiindedir. ilag salmimi kaplama materyalinden Fick
difiizyon kurallarma gore gergeklesmektedir. Sisme kontrollii sistemde ilag salinimi
kaplama materyalinin ortamdaki sivi ile sisip, bitiinliigiiniin bozulmasindan
kaynaklanmaktadir. Erozyon kontrollii ila¢ salinimi; madde taginimi, ilacin ¢dziilmesi,
kaplama materyalinin bozunmasi, ortam kosullarinin degismesi (pH, sicaklik vb),
kaplama materyalinden difiizyon veya kaplama materyalinde gozenek olusumu ile
gerceklesebilmektedir. Kontrollii ilag salinim sistemlerinde ilag salinimi, s6z konusu
mekanizmalardan sadece birine veya birkagina gore olabilmektedir (Uzun 2011, Oncel
2013). Ilag salintminin modellenmesi igin yaygin olarak kullanilan esitlikler, sifirmnci
dereceden kinetik model, birinci dereceden kinetik model, Higuchi, Baker-Lonsdale,
Hixon-Crowell ve Peppas modelleridir. Sifirinci dereceden kinetik model “F=kt” esitligi
ile ifade edilmektedir. Sifirinc1 dereceden model i¢in, F; t zaman i¢inde mikrokapsiilden
salian ilag miktarini, k; salinim sabitini belirtmektedir. Sifirinct dereceden modele gore
ila¢ salinim yiizdesi degerleri (X) ve zaman degerleri (Y) kullanilarak bir dagilim grafigi
cizildiginde dogru elde edilmektedir. S6z konusu modele uyan sistemlerde salinan ilag
miktar1 birim zamanda degismemektedir. ila¢ endiistrisinde sifirmci dereceden kinetik
model, sekli bozulmayan (zamanla yiizey alan1i degismeyen ve denge kosullar
saglanamayan) ve ilac1 yavas salan sistemler i¢in kullanilmaktadir. Birinci dereceden
kinetik model “F=100x(1-e™*)” esitligi kullanilarak ifade edilmektedir (Costa ve Lobo
2001, Dash vd. 2010). Higuchi modeli, “F=kt*?” esitligi ile ifade edilmekle birlikte
genelde suda ¢oziinebilen veya diisiik ¢oziiniirliige sahip ilaglarin diizlemsel sistemlerden
salmimmi i¢in tiiretilmis olsa da farkli geometrik yapiya sahip sistemlerde de
uygulanabilmektedir. Baker ve Lonsdale 1974 yilinda Higuchi modelini kiiresel sekile
sahip matriksten ila¢ salinimim gz oniine alarak tekrar diizenlemis ve “3/2[1-(1-F)??]-
F=kt” esitligini elde etmislerdir. Baker-Lonsdale modeli olarak adlandirilan bu model,
mikrokapsiil ve mikrokiirelerden ila¢ salinnminin  dogrusallastirilmast  i¢in
kullanilmaktadir (Lu vd. 1996, Teressa 2012). Hixon-Crowell modeli, “1-(1-F)3=kt”
esitligi ile ifade edilmekte ve ilag¢ endiistrisinde ¢oziinme hizi limitli ve salinim siiresince
seklinde biiylik bir degisim meydana gelmeyen sistemler i¢in kullanilmaktadir. So6z
konusu model tabletler gibi ¢6ziinmenin ylizeye paralel gergeklestigi ve geometrik sekli
bozulmadan tiim ylizeyin orantili bir sekilde kiiciiliip homojen bir sekilde erozyona
ugradipy sistemlerde iyi sonu¢ vermektedir (Uzun 2011). ilag¢ salinim mekanizmasinin
tam olarak bilinmedigi veya birden fazla salinim mekanizmasinin gegerli oldugu
durumlarda kullanilan Peppas modeli “F=kt" esitligi ile ifade edilmektedir. Esitlikteki k
ve n degerleri sirasiyla, diflizyon katsayisini ve ilag salinim mekanizmasini belirten
salinim tstelini gostermektedir. Kiiresel sistemler i¢in n=0.43 degeri, salinimin Fick
diflizyonuna (Durum I) uydugunu ve ilag saliniminin difiizyon kontrollii oldugunu; n
degerinin 0.85 olmasi, Durum II difiizyonunu tanimlamakta ve ila¢ saliniminin sisme
kontrollii gergeklestigini belirtmektedir. n degerinin 0.43<n<0.85 arasinda bir deger
almast Durum I ve Durum II diflizyonlarin bir karisimini ifade etmekte ve Durum I
difizyonuna uymayan (anormal gegis) olarak adlandirilmaktadir. n>0.85 ise Ozel Durum
II olarak tanimlanmaktadir (Peppas ve Sahlin 1989, Oncel 2013). A1z yoluyla viicuda
alindigi zaman midede irritasyonlara neden olan Indomethasin (IND) ilacinin zararl
etkilerini azaltmak ve kan seviyesinde goriilen dalgalanmalar1 engellemek i¢in kontrollii
salinim sisteminin gelistirilmesinin amaglandig1 bir ¢alismada, sodyum aljinat (NaAlg)
ve N-vinil pirolidon (N-VP) polimerleri kullanilarak hazirlanan kaplama materyali 1/1,
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Y2 ve Y. oranlarinda IND ile karistirildiktan sonra 80 mL/saat akis hizinda, 5 cm
yiikseklikten degisik miktarlarda gluteraldehit (% 0.25-0.75) ve HCI (% 0.5-3.0) i¢eren
capraz baglayict c¢ozelti i¢ine damlatilarak mikrokapsiil {retilmistir. Hazirlanan
mikrokapstillerde 1ila¢/polimer orani, ¢apraz baglayicinin karakteristikleri gibi
ozelliklerin IND salinimui {izerine etkileri arastirilmistir. Mikrokapsiillerden ilag salinimi
icin 50 mg mikrokapsiil, mide sivisini temsil eden pH 1.2 HCI ¢ozeltisi i¢ine konulmus
ve 37°C’de 2 saat siiresince tutulmustur. Mikrokapsiiller daha sonra pH 7.4 degerindeki
fosfat tamponu i¢inde 37°C’de 4 saat bekletilerek her 30 dakikada bir ortamdan 6rnek
alinmig, 265 nm dalga boyunda UV spektrofotometresinde mikrokapsiillerden salinan
IND miktar1 belirlenmis ve % salinim degerleri hesaplanmistir. Calismada; IND’nin
mikrokapsiillerden saliniminin sifirinct dereceden, birinci dereceden ve Peppas
esitliklerine uygunlugu da incelenmistir. Hazirlanan mikrokapsiillerden ilag¢ saliniminin
ilag/polimer oraninin ve capraz baglama c¢dzeltisi i¢indeki HCI miktarinin artmasiyla
azaldig1 belirlenmistir. Mikrokapsiillerden ilag saliniminin ortamin pH’sindan etkilendigi
ve pH degeri arttikca ilag saliniminin arttig1 saptanirken, elde edilen mikrokapsiillerin
bagirsakta salinim yapabilen sistemler oldugu tespit edilmistir. Ilag/polimer oran1 ¥4 olan
ve 0.50 gluteraldehit+ 0.50 HCI ¢apraz baglayici ¢ozeltisi i¢inde hazirlanan NaAlg-N-VP
mikrokapsiillerinden IND saliniminin 6 saat sonunda en yiiksek oldugu (% 77)
belirlenmistir. IND’nin mikrokapsiillerden salinim davraniglarinin Fick difiizyonuna
uymadigi, genellikle Durum II’ye uydugu ve n degerlerinin 0.61 ile 0.96 arasinda

P

degistigi saptanmistir (Inal 2007).

Yapilan bir ¢alismada, tiimor hiicrelerinin gelisiminin engellenmesinde kullanilan
5-flurourasil (5-FU) ilacininin insan viicudunda maruz kalabilecegi olumsuz etkilerden
korunmasi1 amaglanmistir. 5-FU ilac1 0.5, 1.0 ve 5.0 mg/mL olacak sekilde 2:1 oraninda
kitosan (0.75 mg/mL) ve tripolifosfat (0.5 mg/mL) i¢eren karisima eklenmis ve iyonik
jelasyon teknigi ile nanokapsiiller iiretilmistir. Uretilen nanokapsiillerin partikiil
boyutlari, yiikleme verimlilikleri, pH 3.0, 4.0, 5.0, 6.0 ve 7.4’te selilloz membran tiipten
37°C’de 408 saat siiresince salinim davraniglar1 ve salinimin sifirinc1 dereceden, birinci
dereceden, Higuchi, Hixon-Crowell, Peppas ve Kopcha modellerine uygunlugu
arastirilmistir. 5-FU ilacimt 0.5, 1.0 ve 5.0 mg/mL konsantrasyonlarinda iceren
nanokapstillerin partikiil boyutlarinin sirasiyla 243.1£17.9, 86.9+1.4 ve 69.1+1.0 nm
oldugu saptanirken, yiikleme verimliliklerinin sirasiyla % 69.7+0.3, 31.2+0.9 ve
29.98+0.80 oldugu belirlenmistir. Ilag saliniminim ilk 6 saatte yiiksek (% 12.7-21.2)
oldugu ve s6z konusu durumun nanokapsiillerin yilizeyine adsorbe olan 5-FU’nun daha
kolay difiize olmasindan kaynaklandig1 degerlendirilmistir. pH 3.0, 5.0 ve 7.4’te 408 saat
sonunda 5-FU’nun nanokapsiillerden salinim oranlarinin sirasiyla % 29.1, 60.8 ve 34.1
oldugu tespit edilmistir. Ortaminin pH degerinden bagimsiz olarak 5-FU saliniminin en
fazla Higuchi modeline uygunluk (R?=0.92-0.96) gosterdigi belirlenmistir. Peppas
esitligindeki n degerinin 0.28 ile 0.34 arasinda degistigi ve tiim pH degerleri i¢in 5-FU
saliiminin Fick diflizyonuna uydugu tespit edilmistir (Aydin ve Pulat 2012).

Tim bu bilgiler 1s18inda calismamiz, bakteriyofajin mikrokapsiilasyonunda
kullanilan sodyum aljinat ve sodyum kazeinat karisim oranlart ile mikrokapsiilasyon
uygulamasindaki islem degiskenlerinden olan titresim frekansinin optimize edilmesini,
optimum kosullarda iiretilen mikrokapsiile bakteriyofajlarin ¢alismanin model gidasi
olan yogurdun fretiminde kullanilmasini, yapay mide sivisinda mikrokapsiillerin
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koruyucu etkisinin belirlenmesini ve yapay bagirsak sivisinda bakteriyofajlarin
mikrokapsiillerden saliniminin matematiksel modellemesini kapsamaktadir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Calismada kullanilan bakteriyofaj Felix O1 (DSM 18524) ve DSMZ (Almanya
Mikroorganizmalar ve Hiicre Kiiltiiri Koleksiyonu)’de belirtildigi tlizere konakei
bakterisi Salmonella enterica subps. enterica (DSM 18522) DSMZ’den temin edilmistir.
Yogurt starter kiiltlirii (CH-1 Yo-Flex) Chr. Hansen’s Laboratorium Danimarka Ltd.’nin
Tiirkiye temsilcisi Peyma Sanayi ve Ticaret A.S. Istanbul’dan satin alinmistir. Yogurt
orneklerinin iiretimi Akdeniz Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida Miihendisligi
Bolimii Laboratuvarinda gergeklestirilmistir. Sodyum aljinat, sodyum kazeinat, pepsin
ve pankreatin Sigma Aldrich Co. (St. Louis, ABD) firmasindan, inek siitii ise yerel
marketten satin alinmastir.

3.2. Metot
3.2.1. Mikrobiyolojik analizler

3.2.1.1. Salmonella enterica subps. enterica DSM18522°nin gelisim egrisinin
olusturulmasi

Calismamizda kullandigimiz orjinal ampiiliindeki S. enterica subps. enterica DSM
18522, kullanim talimatina uygun olarak TS (Triptik soy) sivi besiyeri igerisine inokiile
edilip 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon bitiminde karigim, santrifiij (5200
g, 5°C, 5 dk.) edilmistir. Santrifiij sonras1 santrifiij tiiplerinde istte kalan sivi kisim
dokiildiikten sonra ¢oken kisimlarin lizerine 5 mL Nutrient s1v1 besiyeri-gliserin karisimi
(0.8 g Nutrient s1v1 besiyeri + 30 mL gliserin + 70 mL saf su) ilave edilerek mikrosantrifiij
tiiptine (2.0 mL) 1.0 mL olacak sekilde koyularak sonraki analizlerde kullanilmak tizere
-80°C’de depolanmistir. Konakg1 bakterinin gelisim egrisinin olusturulmasi igin stok S.
enterica subps. enterica, TS s1v1 besiyeri igerisine inokiile edilip 37°C’de 24 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresince birer saat araliklarla drnek alinarak S. enterica subps.
enterica sayimi yapilmistir. Ayrica S. enterica subps. enterica igeren TS s1vi1 besiyerinin
optik yogunlugunu belirlemek {izere 600 nm’de absorbans degeri Olciilmiistiir. Elde
edilen veriler ile S. enterica subps. enterica’nin gelisim egrisi olusturulmustur (Ergin
2013).

3.2.1.2. Bakteriyofaj titresinin belirlenmesi

Faj titresinin plak olusturma birimi (pob/mL) esas alinarak saptanmasinda, ¢ift
tabaka TS agar yontemi kullanilmistir. Her birinde, 0.9 mL steril ringer ¢6zeltisi bulunan
mikrosantrifiyj tliplerine (2.0 mL), aseptik kosullarda, faj siispansiyonlarindan 0.1 mL
aktarildiktan sonra bu &rneklerden 10 diizeyine kadar seyrelti dizisi hazirlanmistir. S.
enterica subps. enterica 9.0 mL TS siv1 besiyerlerine 1.0 mL olacak sekilde inokiile
edilip, 37°C’de erken ¢ogalma evresine ulasincaya kadar inkiibe edilmistir. TS sivi
besiyerinde gelistirilen bakteriden 0.3 mL alinarak, uygun diliisyondan alinan 0.1 mL
bakteriyofaj ve 0.1 mL MgSQs ile karistirilmistir. Bakteriyofajin bakteriye adsorbsiyonu
icin 10 dk beklenip, 45°C’deki su banyosunda tutulan ve igerisinde 3.0 mL TS yumusak
agar bulunan test tiiplerine (16 x 100 mm) aktarilmistir. Tiipler kisa bir siire vorteksle
karistirildiktan sonra, petri kutusunda daha 6nceden hazirlanan alt tabaka (kati agar)

27



MATERYAL VE METOT F. ERGIN

tizerine dokiiliip homojen bir sekilde yayilmistir. Yumusak agarin katilasmasi i¢in 5-10
dk beklenmistir. Petri kutular1 diiz bir zeminde yaklasik 30 dk bekletildikten sonra,
37°C’de 18 saat inkiibasyona birakilmistir. Son asamada petri kutularinda, faj uygulama
bolgelerindeki lize plaklart (berrak plaklar) incelenerek faj titreleri belirlenmistir (Sekil
3.1).

Cift tabaka TS agar besiyeri hazirlanisi: Faj titresinin belirlenmesinde, alt tabaka
agar (kat1 agar) besiyeri i¢in, TS agar hazirlanip 121°C’de 15 dk 1s1l islem uygulanarak
sterilize edilmis ve soguduktan sonra petri kutularmma dokiilerek 25°C’de 18 saat
tutulmustur. Ust tabaka besiyeri (yumusak agar), TS sivi besiyerine Agar Agar ilave
edildikten sonra 121°C’de 15 dk 1s1l islem uygulanarak sterilize edilmis, 3.5 mL olacak
sekilde analizde kullanilmak {iizere test tiiplerine (16 x 100 mm) aktarilmistir (Sambrook
vd. 2001).

Sekil 3.1. Felix O1 uygulama boélgelerindeki lize plaklar
3.2.1.3. Bakteriyofajin aktiflestirilmesi ve cogaltilmasi

Calismada kullanilan orijinal ampiilindeki Felix O1 bakteriyofaji, kullanim
talimatina uygun olarak 5 mM MgSOy igeren TS agar ve TS yumusak agar kullanilarak
aktif hale getirilmistir. Felix O1 bakteriyofajinin ¢ogaltilmasi i¢in, igerisinde 3 mL TS
yumusak agar bulunan tiiplerin igerisine 0.1 mL bakteriyofaj ¢ozeltisi ve 0.3 mL 37°C’de
erken ¢ogalma evresine ulagincaya kadar inkiibe edilmis olan Salmonella enterica subps.
enterica ilave edilmis ve tlip igerigi, petri kutusundaki TS kat1 agar {izerine dokiiliip
homojen sekilde yayilmistir. Yumusak agar katilastiktan sonra 37°C’de 18 saat siiresince
inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra kat1 agar, iizerine 5 mL SM tampon ¢dzeltisi (%
0.1 jelatin, 100 mM NaCl, 8.0 mM MgSO4, 50 mM Tris-HCI, pH 7.5) ilave edildikten
sonra 17°C’de 18 saat siiresince inkiibe edilmistir. Petri kutusundaki sivi, steril santrifiij
tiiptine aktarilip, santrifiij (13000 g, 4°C’de 5 dakika) edilmistir. Santrifiij sonrasi {istte
kalan sivi kisim, 0.22 um gdzenek c¢apina sahip filtreden gegirilip, diger analizlerde
kullanilmak tizere 4°C’de depolanmistir (Anonymous 3).
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3.2.2. Bakteriyofajlarin farkh pH degerlerine karsi direncinin tespiti

Felix O1 bakteriyofajinin farkli pH degerlerindeki aktivitesini belirlemek i¢in %
0.2 konsantrasyonda hazirlanan NaCl ¢6zeltisinin pH degeri 1 M HCI asit ile 2.0, 2.5,
3.0, 5.0 ve 7.0’ye ayarlanmustir. Onceden 37°C’ye 1sitilan farkli pH degerlerindeki NaCl
cozeltisine, 108 pob/mL olacak sekilde Felix O1 bakteriyofaji ilave edildikten sonra 60
dk siiresince 37°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun 5, 15, 30 ve 60. dakikalarinda
farkli pH degerlerindeki ¢ozeltilerden 6rnek alinarak bakteriyofaj titresi belirlenmistir
(Dini vd. 2012).

3.2.3. Bakteriyofajijn  sodyum  aljinat-sodyum kazeinat kariginm  ile
mikrokapsiilasyonu

Bakteriyofajin sodyum aljinat-sodyum kazeinat karisimi ile mikrokapsiilasyonu
Messaoud vd (2015)’in uyguladiklar1 yontem modifiye edilerek ekstriizyon yontemi ile
gerceklestirilmistir. Mikrokapsiilasyon uygulamalarinda Nisco Var B Model (Nisco Eng.
Inc. Ziirih, Isvicre) elektrostatik titresim ile ekstriizyon/emiilsiyon tipi kaplama islemi
yapabilen ve komple sterilize edilebilen mikroenkapsiilator sistemi kullanilmistir (Sekil
3.2). Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan sodyum aljinat ¢ozeltisi 121°C’de 15 dk 1s1l
islem uygulandiktan sonra 25°C’ye sogutulmustur. Sodyum kazeinatin distile su ile farkli
konsantrasyonlarda ¢ozeltileri hazirlandiktan sonra 80°C’de 30 dk 1s1l islem uygulanmis
ve 25°C’ye sogutulmugstur. Elde edilen karisim igerisine stok bakteriyofaj ¢ozeltisinden
faj titresi 107-10® pob/mL olacak sekilde ilave edildikten sonra baslangic faj titresi
belirlenmistir. Hazirlanan karisim farkli titresim frekanslarinda 100 mM’lik CaCl»
icerisine 25°C’de beslenmistir. Olusan kapsiiller 30 dakika bekletilerek jellesme
tamamlanmistir. Daha sonra kapsiiller Whatman#4 filtre kagidindan siiziilmiis ve
analizlerde kullanilmak iizere steril kaplarda 4°C’de muhafaza edilmistir. Mikrokapsiil
icindeki faj titresi, 0.1 g 1slak mikrokapsiiliin 0.9 mL agma ¢ozeltisi [S0 mM sodyum
sitrat, 200 mM sodyum hidrojen karbonat ve 50 mM tris-HCI (pH 7.5)] iginde 60
dakikada ¢oziindiiriilmesinden sonra belirlenmistir.

Sekil 3.2. Nisco Var B model mikrokapsiilatér (Nisco Eng. Inc. Ziirih, Isvicre)
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3.2.4. Mikrokapsiilasyon uygulamasinin optimizasyonu

Bakteriyofajlarin =~ sodyum  aljinat-sodyum  kazeinat  karigimlari  ile
mikrokapsiillenmesinin  optimizasyonunda Box-Behnken Cevap Yiizey Metodu
kullanilmistir. Bu yontem ile mikrokapsiilasyon uygulamasi i¢in kaplama materyallerinin
karisim oranlarmin ve mikrokapsiilasyon cihazinin titresim frekansinin degismesinin,
mikrokapsiillerin diisiik pH’ya kars1 dayanikliligina, ylikleme verimliligine ve boyutuna
olan etkileri tespit edilmistir (Sekil 3.3). Mikrokapsiilasyon uygulamasi i¢in 5’1 belirlenen
degerlerin orta noktasi olmak iizere 17 desen denenmis ve denenen desenlerin
cevaplarindan diisiik pH’ya kars1 en dayanikli, ylikleme verimliligi en yiiksek ve partikiil
boyutu en kiigiik olan 3 farkli mikrokapsiilasyon uygulamasi secilmistir (Cizelge 3.1).
Optimizasyon cevabina gore secilen islem degiskenleri ile iiretilen bakteriyofaj
mikrokapsiilleri yogurt iiretimi ¢alismalarinda kullanilmis ve ayrica steril falkon tiipii (30
X 115 mm) i¢inde 30 giin siiresince 4°C’de depolanmistir. Mikrokapsiile bakteriyofajlarin
yapay mide ve bagirsak sivilarindaki davraniglart depolamanin 1, 15 ve 30. giinlerinde
incelenmistir.

Cizelge 3.1. Bakteriyofaj mikrokapsiillasyonunda kullanilan Box-Behnken deneme
deseni

No Frekans (kHz) Sodyum aljinat (%) Sodyum kazeinat (%)
1 -1* 0** -1
2 0 0 0
3 0 -1 -1
4 1H** 0 1
5 -1 0 1
6 1 1 0
7 -1 1 0
8 0 0 0
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 1 1
12 0 1 -1
13 0 0 0
14 -1 -1 0
15 0 -1 1
16 1 -1 0
17 1 0 -1

(*: -1, uygulamada kullanilacak minumum degeri, ** 0, uygulamada kullanilacak orta degeri, *** 1,
uygulamada kullanilacak maksimum degeri gostermektedir.)
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Sekil 3.3. Mikrokapsiil liretimi ve optimizasyonu

3.24.1. Sodyum aljinat ve sodyum Kkazeinat c¢ozeltilerinin viskozite
degerlerinin belirlenmesi

Box-Behnken Cevap Yiizey Metodu ile elde edilen 17 denemede kullanilan
cozeltilerin viskozite degerleri Coghetto vd. (2016)’min kullandig1 yontem modifiye
edilerek Brookfield DV 11+ viskozimetresi (Model DV 11+Pro, Brookfield Engineering
Laboratories Inc, Middleboro, MA, ABD) ile belirlenmistir. Cozeltilerin viskozite
6l¢iimii 25°C’de, 100 rpm hizda ve RV4 nolu spindil kullanilarak gerceklestirilmistir.

3.2.4.2. Mikrokapsiillerin yiikleme verimliliklerinin belirlenmesi
Mikrokapsiillerin yiikleme verimlilikleri Tang vd. (2013)’1n kullandiklar1 formiille

hesaplanmistir. Mikrokapsiillenen bakteriyofaj titresi, kaplama materyali karigimina
baslangigta ilave edilen bakteriyofaj titresine boliiniip, 100 ile ¢arpilmistir.
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3.2.4.3. Mikrokapsiillerin pH 2.0°deki davramislarinin belirlenmesi

Mikrokapsiillerin pH 2.0’deki davranislari Dini vd. (2012)’in uyguladiklar1 yontem
modifiye edilerek incelenmistir. Farkli kaplama materyalleri ile elde edilen bakteriyofaj
mikrokapsiilleri, 100 mg olacak miktarda tartilmis ve igerisinde 900 pL % 0.2
konsantrasyonda ve 1.0 M HCI asit ile pH degeri 2.0 ayarlanan NaCl ¢6zeltisi bulunan
mikrosantrifiij tiiptine (2.0 mL) eklenmistir. Mikrokapstiller, 6nceden 37°C’ye 1sitilan pH
2.0 degerindeki NaCl ¢ozeltisi iginde 60 dk siiresince bekletilerek bakteriyofaj titresi
belirlenmistir.

3.2.4.4. Mikrokapsiillerin boyutlarinin ve morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesi

Mikrokapsiillerin boyut ve morfolojisi Samtlebe vd. (2016)’nin uyguladiklar
yonteme gore belirlenmistir. Mikrokapsiillerin morfolojisi ve boyutunun belirlenmesinde
floresan mikroskop (MCX300, MICROS Produktions und HandelsgesmbH. Veit/Glan,
Avusturya) kullanilmistir. Mikrokapsiillerin mikroskop altindaki goriintiileri dijital
fotograf makinesi (EOS 450D, Canon Inc., Tokyo, Japonya) ile elde edilmistir.
Mikrokapsiillerin ¢evre uzunluklari, Image J1 (National Institutes of Health, Maryland,
ABD) programu ile hesaplanmugtir.

3.2.5. Mikrokapsiille bakteriyofajlarin yapay mide ve bagirsak sivilarindaki
stabilitesi

Yapay mide ve bagirsak sivilari Samtlebe vd. (2016)’nin uyguladiklari yonteme
gore hazirlanmistir. Buna gore yapay mide ortami i¢in % 0.2 oraninda NaCl ve 80 mM
HCI igeren ¢ozelti igerisine 3.2 mg/mL olacak sekilde pepsin enzimi ilave edilmis ve
cozeltinin pH degeri 0.5 M NaOH ile 2.0’ye ayarlanmistir. Mikrokapsiil ve yogurt
orneklerinden 1 g tartilarak daha onceden 37°C’ye 1sitilmis 9 mL yapay mide sivisina
ilave edilmis ve 0., 60. ve 120. dakikalarda 6rneklerdeki mikrokapsiiller agma ¢ozeltisi
ile agilarak bakteriyofaj titresi belirlenmistir. Yapay bagirsak ortami i¢in 10 mg/mL
pankreatin enzimi i¢eren ve onceden 37°C’ye 1sitilmis 9 mL 0.1 mM sodyum fosfat
tampon (6.8 pH) icerisine 1 g mikrokapsiil ve yogurt 6rneklerinden tartilmig, 0. 30. 60.
90. ve 120. dakikalarda bakteriyofaj titresi tespit edilmistir.

3.2.6. Bakteriyofaj saliniminin matematiksel modellenmesi

Optimizasyon cevabma gore secilen islem degiskenleri kullanilarak iiretilen
mikrokapsiile bakteriyofajlar ve mikrokapsiile bakteriyofajlar1 igeren yogurtlar,
depolamanin 1., 15. ve 30. giinlerinde yapay bagirsak sivisi icerisinde bakteriyofaj titresi
belirlenmis ve bakteriyofaj saliniminin matematiksel modellere uygunlugu incelenmistir.
Verilerin birinci dereceden kinetik model, Higuchi, Hixon-Crowell, Peppas ve Baker-
Lonsdale modellerine uyumlulugu arastirilarak bakteriyofaj saliniminin hangi modele
daha fazla uygunluk gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 3.2). Bakteriyofaj saliniminin
modellenmesi i¢in Sigmaplot 12 (SYSTAT Software GmbH Erkrath, Almanya) programi
kullanilmistir.
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Cizelge 3.2. Bakteriyofaj salimiminin matematiksel modellenmesinde kullanilan
formiiller

Matematiksel modeller Formiiller

Birinci dereceden kinetik model F=100x(1-e™
Higuchi modeli F=kt'?

Baker ve Lonsdale modeli 3/2[1-(1-F)?"]-F=kt
Hixon-Crowell modeli 1-(1-F)Y3=kt
Korsmeyer-Peppas modeli F=kt"

t; zaman, F; t zaman i¢inde mikrokapsiilden salinan ila¢ miktarini, k; salinim sabitini, n; salinim iistelini belirtmektedir.
3.2.7. Yogurt iiretimi ve analizleri

Kurumadde miktar1 (% 15.0) standardize edilen yagsiz (% 0.01 yag) siit, 90°C’de
10 dakika 1s1l igleme tabi tutulduktan sonra 42°C’ye sogutulmustur. Sogutulan siit, yogurt
starter kiiltiirinden % 2.0 (w/v) oraninda asilanarak 42°C’de pH degeri yaklasik 4.6’ya
ulasincaya kadar inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunda yogurdun sicakligi 20°C’ye
diisiiriiliip pihtis1 parcalanmistir. Mikrokapsiile ve serbest formdaki bakteriyofaj, 108-107
pob/g olacak sekilde yogurt orneklerine eklenmistir. Ayrica bakteriyofaj eklemesi
yapilmaksizin da yogurt iiretimi gerceklestirilmistir. Uretilen yogurtlar 4°C’ye
sogutulmus ve 30 giin siiresince depolanmistir. Yogurt drnekleri depolamanin 1, 15 ve
30. giinlerinde yapay mide ve bagirsak Sivilarina tabi tutulmadan 6nce bakteriyofaj titresi
ile yogurt bakterilerinin canliliklari incelenmistir. Yogurt iretimlerinde kullanilan
stitlerin toplam kurumadde igerigi (%) gravimetrik yontem (TSE 1994) ile, yag igerigi
(%) Gerber metodu (TSE 1995) ile, kiil igerigi (%) ise gravimetrik yontem (Kurt vd.
1993) ile tespit edilmistir. Siit 6rneklerinin pH degerleri Thermo Scientific Orion 2 Star
marka pH metre (Thermo Fisher Scientific GmbH., Bremen, Almanya) kullanilarak,
protein igerigi (%) Kjeldahl metodu ile, titrasyon asitligi ise % laktik asit cinsinden
belirlenmistir (Kurt vd. 1993). Yogurt 6rneklerinin toplam kurumadde igerikleri (%)
Uluslararasi Siitciiliik Federasyonu (IDF)’nin bildirdigi referans metoda gore gravimetrik
yontem (IDF 1987) ile, protein igerigi (%) Kjeldahl metodu (IDF 1986) ile, yag icerigi
(%) Gerber metodu (Oysun 1991) ile viskozite degerleri Brookfield DV II+ viskozimetre
(Brookfield Engineering Laboratories Inc., Middleboro, ABD) ile Shihata ve Shah
(2002)’nin belirttigi yonteme gore, sertlik Ozellikleri TA-XT2 tekstiir analiz cihazi
(Stable Micro Systems Ltd., Surrey, Birlesik Krallik) kullanilarak (Haque vd. 2001)
depolamanin 1. giiniinde belirlenmistir. Tim yogurt 6rneklerinin pH degerleri Thermo
Scientific Orion 2 Star marka pH metre kullanilarak, titrasyon asitligi (%) IDF’nin
bildirdigi referans metot (IDF 1991) ile depolamanin 1., 15. ve 30. giinlerinde tespit
edilmistir.

e Yogurt bakterilerinin sayimi

Streptoccoccus thermophilus sayiminda % 1.0 laktoz ilave edilmis M17 agar
besiyeri olarak kullanilmistir. Uygun diliisyonlarin her birinden M17 agar besiyerine
dokme plak yontemi ile ekim yapilmis ve petri kutular1 37°C’de 48 saat inkiibasyona
birakilmistir (IDF 2003). Lactobacillus delbrueckii subps. bulgaricus sayimi i¢in pH
degeri 6.5’e ayarlanmig MRS agar besiyeri kullanilmistir. Uygun diliisyonlardan dokme

33



MATERYAL VE METOT F. ERGIN

plak yontemi ile ekim yapilan petri kutular1 anaerobik ortamda 37°C’de 72 saat siireyle
inkiibe edilmistir (IDF 2003).

3.2.8. istatistik analizleri

Bakteriyofajlarin mikrokapsiilasyon igin gerekli parametrelerinin optimizasyonu
DesignExpert 8.0.7.1 Analiz Programi (Trial version, State-Ease Inc. Minneapolis, ABD)
ile cevap yiizey yonteminin Box-Behnken tasarimi kullanilarak belirlenmistir. Box-
Behnken ile elde edilen denemelerde kullanilan kaplama ¢ozeltilerinin mikrokapsiillerin
cevre uzunluklari iizerine etkilerini incelemek amaciyla SPSS (Statistical Package for the
Social Science) paket programi (Version 23.0, IBM Inc., New York, ABD) kullanilarak
pearson korelasyon iliski analizi yapilmistir. Arastirma 2 tekerriirlii yapilmis olup, analizler
paralelli olarak gergeklestirilmistir. Aragtirma sonunda yogurt drneklerine ait sonuglar
varyans analizine tabi tutulmus ve farkli bulunan sonug¢lar Duncan Coklu Karsilagtirma
Testi ile karsilastirilmistir (Diizglines vd. 1987).
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4, BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Salmonella enterica subps. enterica DSM18522’nin gelisim egrisi
Salmonella enterica subps. enterica DSM18522’nin 37°C’de 24 saat siiresince

mikrobiyolojik sayim ve optik yogunluk (ODsoo) degerlerinin tespiti ile olusturulan
gelisim egrileri sirasiyla Sekil 4.1 a ve Sekil 4.1 b’de verilmistir.
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Sekil 4.1. a; S. enterica subps. enterica DSM18522’nin mikrobiyolojik sayim sonuglari
ile olusturulan gelisim egrisi, b; optik yogunluk (ODeoo) degerlerinin Slgiilmesi ile
olusturulan gelisim egrisi

Bakteriyofaj titresinin belirlenmesinde kullanilmak {izere S. enterica subps.
enterica DSM18522’in erken ¢ogalma evresinde alinmasi gerekmektedir. Erken ¢ogalma
evresi olarak S. enterica subps. enterica DSM 18522 sayisinin 8.00 log kob/mL ve ODegoo
degerinin 1.0 oldugu 2. saatin uygun oldugu degerlendirilmistir.

4.2. Bakteriyofajin farkh pH degerlerine karsi direnci

Felix O1 bakteriyofajinin farkli pH degerlerindeki ¢ozeltiler igerisindeki titreleri
Cizelge 4.1°de goriilmektedir. pH degeri 2.0’ye ayarlanan ¢o6zelti igerisinde Felix Ol
titresinin 5. dakikadan sonra 2.00 log pob/g’in altina distiigii ve Felix O1’in pH 2.0’ye
direng gosteremedigi saptanmustir. pH 2.5 ve {izerindeki degerlerin ise 60 dk siiresince
Felix O1 bakteriyofaj1 i¢in 6liimciil etki olusturmadig1 saptanmistir.

Cizelge 4.1. Farkli pH degerlerindeki ¢ozeltiler iginde Felix O1 bakteriyofajinin titreleri
(log pob/mL)

Siire (dk) pH 2.0 pH 2.5 pH 3.0 pH 5.0
5 3.52+0.03 7.24+0.01 7.24+0.03 7.37+0.04
15 T.E 7.27+0.04 7.21+0.03 7.414+0.04
30 T.E 7.29+0.01 7.23+0.01 7.41+0.03
60 T.E 7.26+0.02 7.33+0.04 7.394+0.01

T.E: Tespit edilemedi. Felix Ol titresi 2.00 log pob/g ve tizeri degerlerde tespit edilebilmektedir.

Felix O1’in farkli pH degerlerine direncinin incelendigi baska bir calismada, pH
degeri 2.0 olan ¢ozelti igerisinde 10 dk sonunda Felix Ol titresinin belirlenemedigi, pH
2.5 olan ¢ozelti igerisinde ise 6 saat sonunda Felix O1 aktivitesinin olmadigi
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belirlenmistir (Vinner ve Malik 2018). Calismamizda pH degeri 2.0 olan ¢ozelti i¢in
belirlenen Felix O1 titresinin s6z konusu ¢alisma ile uyumlu oldugu saptanmustir.

4.3. Mikrokapsiilasyon uygulamasinin optimizasyonu

Felix O1 bakteriyofajinin mikrokapsiilasyonunun optimizasyonunda kullanilan
sodyum aljinat ve sodyum kazeinat oranlart yapilan 6n denemeler ile literatiir bilgileri
dogrultusunda sirasiyla % 1.0-2.0 ve % 0-3.5 araliginda belirlenirken, frekans deger
araligi 1.5-4.5 kHz olarak saptanmistir (Cizelge 4.2). Mikrokapsiil iiretimi optimizasyonu
uygulamasinda, mikrokapsiil verimliligi, pH 2.0’de Felix O1 sayisindaki azalma oran1 ve
mikrokapsiil boyutu cevap olarak kullanilmistir.

Cizelge 4.2. Felix O1 bakteriyofajinin mikrokapsiilasyonunda kullanilan Box-Behnken
deneme deseni

No Frekans (kHz) Sodyum aljinat (%) Sodyum kazeinat (%)
1 1.50 1.50 0.00
2 3.00 1.50 1.75
3 3.00 1.00 0.00
4 4.50 1.50 3.50
5 1.50 1.50 3.50
6 4.50 2.00 1.75
7 1.50 2.00 1.75
8 3.00 1.50 1.75
9 3.00 1.50 1.75
10 3.00 1.50 1.75
11 3.00 2.00 3.50
12 3.00 2.00 0.00
13 3.00 1.50 1.75
14 1.50 1.00 1.75
15 3.00 1.00 3.50
16 450 1.00 1.75
17 4.50 1.50 0.00

Analizlerde elde edilen mikrokapsiil verimliligi, pH degeri 2.0 olan ¢dzelti igerisinde en
diisiik Felix Ol azalma oranina sahip ve mikrokapsiil boyutu sonuclar1 kullanilarak
cevaplarin her biri i¢in belirlenen en uyumlu modelin regresyon esitlikleri (a) cevap ylizey
metodu ile olusturulmustur.

MV/MAO/MCU = BotPiF+B2A+BaK+BaFA+BsFK+BeAK+BrF2+BsAZ+BoK2+h. .. (a)

Bu esitlikte;

MV: Mikrokapsiil verimliligini (%), MAO: pH degeri 2.0 olan ¢ozelti i¢erisinde en diisiik
Felix O1 azalma oranini (%), MCU: Mikrokapsiil ¢evre uzunlugunu (mm), A: Sodyum
aljinat oranin1 (%) , K:Sodyum kazeinat oranin1 (%), F: Frekans (kHz), Bo:Kesisim
degerini, B1, B2, B3, Pa, Bs, Ps, P7, Ps, Po:Bagimsiz degiskenlerin katsayr degerlerini ve h:
Hatay1 ifade etmektedir.
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Modellerin istatistiki 6nem diizeyi % 95 giiven araliginda F-degeri (p<0.05) ile
Ol¢iilmiis ve modelin degerlendirmesinde model uyumsuzlugu, saf hata, varyasyon
katsayis1 (CV), tahmini hatalarin karelerinin toplam1 (PRESS), regresyon katsayisi (R?),
diizeltilmis regresyon katsayis1 (R%qz), tahmini belirleme katsayis1 (Pred-R?) ve yeterli
kesinlik parametreleri kullanilmistir.

4.3.1.1. Mikrokapsiillerin yiikleme verimlilikleri
Farkli kosullar altinda Box-Behnken (BB) deneme plani izlenerek firetilen
mikrokapsitillerinin verimlilik degerleri Cizelge 4.3’te verilmistir. Mikrokapsiilasyon

verimliliginin % 77.47 ile 98.06 arasinda degisim gosterdigi belirlenmistir.

Cizelge 4.3. BB deneme desenine gore hazirlanan mikrokapsiillerin verimlilik degerleri

Kaplama
Sodyum Sodyum ¢ozeltisindeki  Mikrokapsiildeki

Frekans aljinat kazeinat Felix O1titresi Felix Ol titresi ~ Verimlilik
No (kHz) (%) (%) (log pob/g) (log pob/g) (%)
1 1.50 1.50 0.00 7.27+0.05 6.90+0.03 94.89+1.12
2 3.00 1.50 1.75 7.34+0.28 6.59+0.50 89.82+3.41
3 3.00 1.00 0.00 8.07+0.00 6.90+0.09 85.51+1.10
4 4.50 1.50 3.50 7.37+0.10 7.22+0.04 98.06+1.81
5 1.50 1.50 3.50 7.37+£0.10 7.08+0.02 96.12+1.50
6 4.50 2.00 1.75 7.03+0.06 6.36+0.03 90.45+0.36
7 1.50 2.00 1.75 7.03+£0.06 6.57+0.03 93.46+0.42
8 3.00 1.50 1.75 7.19+0.25 6.59+0.42 91.60+2.63
9 3.00 1.50 1.75 7.42+0.11 6.54+0.24 88.10+1.95
10 3.00 1.50 1.75 7.51+0.18 6.59+0.25 87.70+1.18
11 3.00 2.00 3.50 8.07+0.01 7.73+£0.01 95.74+0.02
12 3.00 2.00 0.00 7.97+0.06 6.87+0.01 86.20+0.53
13 3.00 1.50 1.75 7.28+0.00 6.56+0.13 90.11£1.82
14 150 1.00 1.75 7.92+0.01 6.73+0.04 84.93+0.42
15 3.00 1.00 3.50 8.254+0.01 6.39+0.01 77.47+0.01
16 450 1.00 1.75 7.27+0.04 6.82+0.01 93.79+0.67
17 450 1.50 0.00 7.53+£0.25 6.87+£0.21 91.20+0.17

Cizelge 4.4’te verilen ANOVA analizi sonuglarmma gore, mikrokapsiil
verimliliginin model ile uyumlu oldugu (p<0.05), model uyumsuzlugunun higbir
parametre iizerinde istatistiki agidan onemli olmadigi (p>0.05) gozlenmistir. Ayrica,
mikrokapsiil verimliligi iizerine sodyum aljinat orani ile sodyum aljinat ve sodyum
kazeinat orani interaksiyonunun etkisinin istatistiksel a¢idan 6nemli (p<0.05) oldugu
belirlenmistir. Model denkleminin yeterli kesinliginin gostergesi olan sinyal giiriiltii oran1
mikrokapsiilasyon verimliligi i¢in 9.21 olarak belirlenmis ve degerin 4’lin {lizerinde
olmas1 model denkleminin yeterli oldugunu gostermistir. Onerilen model denkleminin R?
ve R%g; degerleri sirastyla 0.89 ve 0.75 olarak tespit edilmistir. S6z konusu degerlerin 1’e
yakin olmasi sonug¢ denklemlerin deneysel verileri temsil etmede basarili oldugu anlamini
tasimaktadir.
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Cizelge 4.4. Mikrokapsiil verimlilik degerleri lizerine bagimsiz degiskenlerin etkisini
gosteren ANOVA tablosu ve mikrokapstilasyon verimliligi icin model uygunlugunun test
edilebilmesi i¢in kullanilan istatistiki veriler

Varyasyon SD HKT p degeri
kaynaklar1
Model (Kuadratik) 9 367.77 0.01*
F 1 2.10 0.59
A 1 7291 0.01*
K 1 11.50 0.23
FA 1 35.19 0.05
FK 1 7.91 0.31
AK 1 77.21 0.01*
F2 1 105.52 0.01*
A2 1 61.72 0.02*
K2 1 1.41 0.66
Kalint1 7 46.28
Model Uyumsuzlugu 3 36.44 0.08
Saf Hata 4 9.85
Toplam 16 414.06
Model R? R%a Pred-RZ2 CV% PRESS Yeterli kesinlik
Kuadratik 0.89 0.75 0.45 2.85 598.36 9.21

*p <0.05 seviyesinde istatistiki agidan 6nemli

F: Frekans, A: Sodyum aljinat, K: Sodyum kazeinat, SD: Serbestlik derecesi, HKT: Hata Kareler Toplami, R%q].
Diizeltilmis R?

Mikrokapsiil verimliligi icin istatistiksel agidan 6nemli varyasyon kaynaklari
kullanilarak MV=+89.48+3.02A+4.39AK+5.01F?-3.83A? ikinci dereceden polinomiyal
model esitligi elde edilmistir. Islem degiskenlerinin mikrokapsiilasyon verimliligi
degerleri lizerindeki etkilerinin gozlemlenebilmesi i¢in elde edilen modeller kullanilarak
yamt yiizey grafikleri ve es ylkselti egrileri olusturulmustur. Bu grafiklerin
olusturulabilmesi i¢in islem degiskenlerinden herhangi biri deneysel tasarimin merkez
noktasinda sabit tutulmus, diger iki degiskenin sonsuz sayidaki kombinasyonlar
cikarilmistir. Sekil 4.2°de mikroenkapstilasyon etkinligi iizerinde etkili ve etkisiz olan
faktorlere ait yanit yiizey grafikleri ve es ytikselti egrileri yer almaktadir. Mikrokapsiil
tiretimi sirasinda ¢ozeltideki sodyum aljinat ve sodyum kazeinat oraninin artmasi ile
birlikte mikrokapsiil verimliliginin arttigi tespit edilmistir (Sekil 4.2.a). Frekans degerinin
1.5 ve 4.5 kHz oldugu noktalardaki mikrokapsiilasyon verimliliginin 3.0 kHz oldugu
noktaya gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Sekil 4.2.b-c).
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Sekil 4.2 a: Sabit frekans degerinde (3.0 kHz) sodyum aljinat ve sodyum kazeinat oraninin mikrokapsiil verimliligi
tizerine etkisinin yilizey fonksiyonu, b: Sabit sodyum kazeinat oraninda (% 1.75) sodyum aljinat orani ile frekans
degerinin mikrokapsiil verimliligi tizerine etkisinin yiizey fonksiyonu, C: Sabit sodyum aljinat oraninda (% 1.50)

sodyum kazeinat orani ile frekans degerinin mikrokapsiil verimliligi {izerine etkisinin yiizey fonksiyonu
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Team 1 Staphylococcus aureus bakteriyofajinin % 1.0’lik sodyum aljinat
cozeltisiyle makro ve mikro kapsiilasyonunun yapildigr bir c¢alismada kapsiillerin
yiikleme verimlilikleri sirastyla % 99 ve 45 olarak tespit edilmis ve verimlilik degerleri
arasindaki farkin mikrokapstillerin ylizey alaninin makrokapsiillerden biiylik olmasindan
kaynaklandigi degerlendirilmistir (EI Haddad vd. 2018). Ekstriizyon yontemiyle T4
bakteriyofajinin % 2.0’lik sodyum aljinat ¢ozeltisiyle kapsiillendigi baska bir ¢alismada
ortalama 2.9 mm c¢apli makrokapsiiller elde edilmis ve kapsiilasyon verimliligi % 98.37
olarak saptanmustir (Sliwka vd. 2019). Titresim frekansinin 2.0 kHz, nozul ¢apinin 80 um
ve elektrot voltajinin 950 V oldugu kosullarda % 1.6’lik sodyum aljinat ¢ozeltisi ile
hazirlanan nisin mikrokapsiillerinin ortalama ¢aplarnin 118 pm oldugu; verimliliklerinin
ise % 71 ile 76 arasinda degistigi belirlenmistir. Calismamiz sonucunda buldugumuz
degerler genel olarak diger calismalarla uyumlu olmakla birlikte, farkliliklarin kullanilan
kaplama  c¢ozeltisinin  Ozelliklerinden ve  kapsiilasyon iiretim  tekniginden
kaynaklanabilecegi degerlendirilmistir.

4.3.1.2. Mikrokapsiile Felix O1’in pH 2.0’deki davranislari

BB deneme desenine gore iiretilmis olan 17 farklt mikrokapsiiliin icerdigi Felix
O2’in titreleri mikrokapsiiller pH 2.0’a maruz birakilmadan 6nce ve 60 dk maruz
birakildiktan sonra belirlenerek, % azalma oranlar1 hesaplanmistir. Cizelge 4.5
incelendiginde, sodyum kazeinat igermeyen kaplama ¢ozeltileri ile hazirlanan
mikrokapsiillerin pH 2.0 ¢ozeltisi icerisinde Felix O1°1 koruyamadig1 saptanmistir.

Cizelge 4.5. BB deneme desenine gore hazirlanan ve pH 2.0’ye maruz birakilan
mikrokapsiillerdeki Felix Ol titresi ve azalma orani

pH 2.0’ye maruz

- Sodyum Sodyum Mikrokapsiildeki birakilan FelixO1
rekans . - - o . . . titresindeki
No (kHz) aljinat  kazeinat  Felix O1 titresi m1qukapsul_lerd<_ek1 azalma orant
(%) (%) (log pob/g) Felix O1 titresi
(%)
(log pob/g)

1 150 1.50 0.00 6.90+0.03 T.E *>71.15
2 3.00 1.50 1.75 6.59+0.50 4.844+0.65 25.59+5.45
3 3.00 1.00 0.00 6.90+0.09 T.E >71.15

4 450 1.50 3.50 7.22+0.04 5.98+0.11 17.29+1.96
5 150 1.50 3.50 7.08+0.02 6.10+0.07 13.88+1.20
6 4.50 2.00 1.75 6.36+0.03 5.74+0.03 9.71+0.90
7 150 2.00 1.75 6.57+0.03 5.15+0.04 21.62+0.27
8 3.00 1.50 1.75 6.59+0.42 4.88+0.30 25.87£9.10
9 3.00 1.50 1.75 6.54+0.24 5.03+0.25 23.64+1.10
10 3.00 1.50 1.75 6.59+0.25 5.47+0.57 16.92+5.59
11 3.00 2.00 3.50 7.73+0.01 6.51+0.03 15.76+0.57
12 3.00 2.00 0.00 6.87+0.01 T.E >71.03
13 3.00 1.50 1.75 6.56+0.13 5.41+0.03 17.59+£2.18
14 1.50 1.00 1.75 6.73+£0.04 5.39+0.07 19.92+0.56
15 3.00 1.00 3.50 6.39+0.01 5.39+0.07 15.68+1.05
16 4.50 1.00 1.75 6.82+0.01 5.59+0.05 18.02+0.54
17 450 1.50 0.00 6.87+0.21 T.E >71.03

T.E: Tespit edilemedi. Felix Ol titresi 2.00 log pob/g ve tizeri degerlerde tespit edilebilmektedir.
* pH 2.0’ye maruz birakilan mikrokapsiillerdeki Felix O1’in azalma oran1 degerleri Felix O1’in tespit edilebilme
degerine gore hesaplanmustir.
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pH 2.0’a maruz birakilan mikrokapsiillerdeki Felix O1’in azalma orani degerleri
tizerine en etkili islem degiskeninin sodyum kazeinat orani (p<0.05) oldugu saptanmustir.
Ayrica ANOVA analizi sonuglarina gore, pH 2.0’a maruz birakilan mikrokapstillerdeki
Felix O1’in azalma orani1 degerlerinin sodyum kazein oraninin karesinden de istatistiki
acidan onemli (p<0.05) sekilde etkilendigi belirlenmistir. Model ile istatistiki ag¢idan
uyumlu oldugu belirlenen Felix O1’in azalma orani degerleri BB deneme deseninin diger
degiskenleri olan frekans ve sodyum aljinat oranindan etkilenmemistir (Cizelge 4.6).
Onerilen model denkleminin R? ve R%yz degerleri sirasiyla 0.99 ve 0.99 olarak tespit
edilmesi model denkleminin deneysel verileri temsil etmede basarili oldugunu
gostermektedir. Pred-R?, bagimsiz degisken degerleri i¢in model denkleminin bagiml
degisken degerlerini cesitlendirebilme yetenegini ifade etmekte ve RZq degeri ile
birbirlerine yakin olmasi (farkin 0.2’den az) beklenmektedir (Yogurtcu 2018). Elde
ettigimiz sonuglarla dnerilen model denklemlerinin basar1 diizeyinin oldukca iyi oldugu
ortaya konmustur.

Cizelge 4.6. pH 2.0’ye maruz birakilan mikrokapsiillerdeki Felix O1’in azalma oranlar1
lizerine bagimsiz degiskenlerin etkisini gosteren ANOVA tablosu ve mikrokapsiilasyon
verimliligi i¢in model uygunlugunun test edilebilmesi igin kullanilan istatistiki veriler

Varyasyon SD HKT p degeri
kaynaklari
Model (Kuadratik) 9 20423.12 0.00*
F 1 13.52 0.40
A 1 5.33 0.59
K 1 14229.00 0.00*
FA 1 25.05 0.26
FK 1 2.91 0.69
AK 1 0.0016 0.99
F? 1 22.96 0.28
A? 1 21.65 0.30
K2 1 6146.56 0.00*
Kalint 7 118.48
Model Uyumsuzlugu 3 42.67 0.58
Saf Hata 4 75.81
Toplam 16 20541.61
Model R? R%z Pred-R? CV% PRESS Yeterli kesinlik
Kuadratik 099 0.99 0.96 11.08  796.00 28.49

*p <0.05 seviyesinde istatistiki agidan énemli
F: Frekans, A: Sodyum aljinat, K: Sodyum kazeinat, SD: Serbestlik derecesi, HKT: Hata Kareler Toplami

Sodyum kazeinat ile % 2.0 sodyum aljinat ¢ozeltisinin 0.1 M CaClz ¢ozeltisi
icerisine aerosol teknigiyle piiskiirtiilmesiyle iiretilen kalsiyum aljinat mikrokapsiillerinin
(20-80 pum) arasindaki elektrostatik iliskiyi ortaya koyan bir ¢alismada, sodyum kazeinat
cOzeltisinin, kalsiyum aljinat mikrokapsiillerinin ve sodyum kazeinat ¢ozeltisi
icerisindeki kalsiyum aljinat mikrokapsiillerinin farkli pH degerlerindeki (3, 4, 5, 6 ve 7)
zeta potansiyel ve isoelektrik (pl) degerleri belirlenmistir. Sodyum kazeinat ¢6zeltisinin
zeta potansiyel degerinin pH 3.0 ve 7.0’de sirasiyla 31.92 ile -38.73 mV; pl degerinin 4.1
oldugu belirlenmistir. Sodyum kazeinat ¢ozeltisi igerisindeki kalsiyum aljinat
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mikrokapsiillerinin pH 3.0°deki zeta potansiyel degerinin 23.80 mV oldugu ve pI’nin
altindaki pH degerlerinde zeta potansiyelinin diismesinin protein yapisinda bulunan amin
(-NHz3") gruplariyla polisakkartilerin karboksil (-CO2") gruplarinin birlesmesine bagl
oldugu ve pI’nin altindaki pH degerlerinde stabilitenin bu yolla saglandig
degerlendirilmistir (Sekil 4.3). Konfokal lazer taramali mikroskop ile yapilan
gorlintiileme analizinde kalsiyum aljinat mikrokapsiillerinin yiizeyindeki por
biiyiikliiklerinin sodyum kazeinat ile kaplandig1 i¢in kiigiildiigli ve mikrokapsiillerin
koruma giicliniin arttig1 belirlenmistir (Ching vd. 2015).

ﬂ“:::l pli50.7.0

Sekil 4.3. Farkli pH degerlerinde sodyum kazeinat-kalsiyum aljinat mikrokapsiillerinin
yapisi (Ching vd. (2015)’ten uyarlanmustir.)

pH 2.0’ye maruz birakilan mikrokapsiillerdeki Felix O1’in azalma oran1 degerleri
icin regresyon analizi sonucunda elde edilen ikinci dereceden polinomiyal model,
istatistiki agidan 6nemsiz degiskenlerin ¢ikarilmasiyla indirgenmis degerler {izerinden
MAO=21.92-42.17K+38.21K? olarak verilmistir. Felix O1’in azalma orani degerleri
tizerine etkili ve etkisiz olan faktorlere ait yanit yiizey grafikleri ve es yiikselti egrileri
incelendiginde, kaplama ¢ozeltisi icindeki sodyum kazeinat oraninin azalmasiyla birlikte
pH 2.0’ye maruz birakilan mikrokapsiillerdeki Felix O1’in azalma oraninin artt1g1 tespit
edilmistir (Sekil 4.4).

Ma vd. (2008) % 2.2 oraninda sodyum aljinat kullanarak iirettikleri mikrokapstilleri
kitosan ve treheloz ile kaplayarak pH degeri 2.0 ve 2.4’e ayarlanmig mide ortami i¢inde
37°C’de 120 dakika siiresince inkiibe etmistir. Inkiibasyonun 60. dakikasinda pH degeri
2.4 olan mide sivisinda bakteriyofa;j titresinin 2.58 log azaldig1 belirlenirken, pH degeri
2.0 olan mide sivisinda 30 dk sonunda bakteriyofaj tespit edilememistir. Kaplama
¢oOzeltisi olarak pektin ve sodyum aljinat kullnilan diger bir ¢calismada, bakteriyofaji
diisiik pH’ya kars1 korumada, en yiiksek koruma diizeyine sahip mikrokapsiillerin
yapiminda pektin emiilsiyonu kullanilanlar oldugu; en diisiik koruma 06zelligine sahip
olanlarm ise sadece aljinat emiilsiyonu ile tiretilen mikrokapsiiller oldugu tespit edilmistir
(Dini vd. 2012). Calismamiz sonuglarmin belirtilen ¢alismalarla uyum i¢inde oldugu
goriilmektedir.

42



BULGULAR VE TARTISMA

F. ERGIN

Azalma orani (%)

K:

Azalma orani (%)

IRTRTY
SRR AT
\‘\‘\}\\“\ N \\\\§§§_

RN
=y
NN,
R AN,
~
S

Azalma orani (%)

175

0% K- Sodyum kazeinat (%)
1.00 0.00

A: Sodyum aljinat (%)

100
77.25

4.5

3175

1.50

A: Sodyum aljinat (%)

100

yir
e
m 7 ,,ﬂiq;';iifjf,;,f,;i”,’,’;;
e gl 77
it
it
S
F
y e ey
7
L

944

Sodyum kazeinat (%) F: Frekans (kHz)

Sekil 4.4. a: Sabit frekans degerinde (3.0 kHz) sodyum aljinat ve sodyum kazeinat oraninin pH 2.0’ye maruz birakilan
mikrokapsiillerdeki Felix O1’in azalma orani {izerine etkisinin yiizey fonksiyonu, b: Sabit sodyum kazeinat oraninda
(% 1.75) sodyum aljinat orani ile frekans pH 2.0’ye maruz birakilan mikrokapsiillerdeki Felix O1’in azalma orani
tizerine etkisinin yiizey fonksiyonu, c: Sabit sodyum aljinat oraninda (% 1.50) sodyum kazeinat orani ile frekans
degerinin pH 2.0’ye maruz birakilan mikrokapsiillerdeki Felix O1’in azalma oran1 lizerine etkisinin yiizey fonksiyonu
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4.3.1.3. Mikrokapsiillerin boyutlar:

BB deneme desenine gore elde edilen mikrokapsiillerin ¢evre uzunluklar: Image J
programi ile dl¢iilmiis ve sonuglar Cizelge 4.7’ de gosterilmistir. En biiylik ¢evre uzunlugu
(2.57£0.19 mm) % 2.0 oraninda sodyum aljinat ile % 3.5 oraninda sodyum kazeinat
igeren kaplama ¢ozeltisiyle hazirlanan mikrokapsiillerde (No 11) belirlenmistir.

Cizelge 4.7. BB deneme desenine gore hazirlanan mikrokapsiillerin ¢evre uzunlugu
degerleri

No Frekans ~ Sodyum aljinat  Sodyum kazeinat Mikrokapsiillerin
(kHz) (%) (%) ¢evre uzunlugu (mm)

1 1.50 1.50 0.00 0.23+0.06

2 3.00 1.50 1.75 0.244+0.09

3 3.00 1.00 0.00 0.254+0.09

4 4.50 1.50 3.50 0.26+0.07

5 1.50 1.50 3.50 0.27+0.08

6 4.50 2.00 1.75 0.22+0.08

7 1.50 2.00 1.75 0.21+0.08

8 3.00 1.50 1.75 0.2540.09

9 3.00 1.50 1.75 0.25+0.08

10 3.00 1.50 1.75 0.24+0.09

11 3.00 2.00 3.50 2.57+0.19

12 3.00 2.00 0.00 0.1540.04

13 3.00 1.50 1.75 0.32+0.12

14 1.50 1.00 1.75 0.234+0.09

15 3.00 1.00 3.50 0.30+0.17

16 4.50 1.00 1.75 0.24+0.08

17 4.50 1.50 0.00 0.20+0.06

Calismamizda optimizasyon uygulamasindaki bagimli degiskenlerden biri olan en
kiigiik boyuta sahip olan mikrokapsiiliin tiretilmesi icin ANOV A analizi ger¢eklestirilmis,
ancak mikrokapsiillerin ¢evre uzunlugu sonuclari ile model arasinda uyumsuzluk
(p>0.05) belirlenirken, model uyumsuzlugunun da mikrokapsiillerin ¢evre uzunluklari
tizerine etkisinin istatistiki agidan 6nemli (p<0.05) oldugu saptanmistir. S6z konusu
nedenden dolay1r en biiylik ¢evre uzunluguna sahip mikrokapsiil deneme deseninden
cikartilarak tekrar ANOVA analizi gergeklestirilmistir. BB deneme deseninden 11 No’lu
denemenin c¢ikartilmasi1 ile elde edilen ANOVA analiz sonuglar1 Cizelge 4.8’de
verilmistir. Cizelge incelendiginde verilen mikrokapsiillerin ¢evre uzunluklari {izerine
kaplama ¢6zeltisindeki sodyum kazeinat oraninin istatistiki agidan 6nemli (p <0.05) etkisi
oldugu tespit edilmistir.

44



BULGULAR VE TARTISMA F. ERGIN

Cizelge 4.8. Mikrokapsiillerin ¢cevre uzunlugu degerleri lizerine bagimsiz degiskenlerin
etkisini gosteren ANOVA tablosu ve mikrokapsiillerin ¢evre uzunlugu i¢in model
uygunlugunun test edilebilmesi i¢in kullanilan istatistiki veriler

Varyasyon SD HKT p degeri
kaynaklar1
Model (Lineer) 3 0.011 0.03*
F 1 0.003 0.60
A 1 0.004 0.06
K 1 0.006 0.02*
Kalint1 12 0.010
Model Uyumsuzlugu 8 0.004 0.72
Saf Hata 4 0.022
Toplam 15 20541.61
Model R? R%a Pred-R? CV% PRESS Yeterli kesinlik
Lineer 053 041 0.28 12.24  0.015 7.166

*p <0.05 seviyesinde istatistiki agidan 6nemli

F: Frekans, A: Sodyum aljinat, K: Sodyum kazeinat, SD: Serbestlik derecesi, HKT: Hata Kareler Toplami, R%i.
Diizeltilmis R?

Mikrokapsiillerin ¢evre uzunluklari i¢in lineer regresyon analizi sonucunda elde
edilen esitlik istatistiki agidan 6nemsiz degiskenlerin ¢ikarilmasiyla indirgenmis degerler
tizerinden MCU=0.24+0.029K olarak verilmistir. Cizelge 4.8’de verilen ANOVA analizi
sonuclarina gore, mikrokapsiillerin ¢evre uzunluklarinin model ile uyumlu oldugu
(p<0.05), model uyumsuzlugunun higbir parametre lizerinde istatistiki agidan 6nemli
olmadig1 (p>0.05) gozlenmistir. Bununla birlikte, modellerin deneysel verileri ne 6l¢iide
karsiladigini belirten regresyon katsayisi (R?) ve diizeltilmis regresyon katsayisi (R%qz)
degerlerinin sirasiyla 0.53 ve 0.41 oldugu belirlenmistir. Mikrokapsiillerin ¢evre
uzunluklar degerleri tizerine etkili ve etkisiz olan faktorlere ait yanit yiizey grafikleri ve
es yukselti egrileri Sekil 4.5’te sunulmustur. Kaplama ¢ozeltisindeki sodyum kazeinat
miktar1 ile mikrokapsiilasyon iglemi sirasinda uygulanan frekans degerinin artig1 ile
birlikte mikrokapsiillerin ¢evre uzunluk degerlerinin arttig1 tespit edilmistir.
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Mikrokapstil cevre uzunlugu (mm)

A: Sodyum aljinat (%) 4 088 K: Sodyum kazeinat (%)

Mikrokapsiil gcevre uzunlugu (mm)

A: Sodyum alinat (%) - F:Frekans (kHz)

0375

Mikrokapsul gevre uzunlugu (mm)

300

K: Sodyum kazeinat (%) F:Frekans (kHz)

Sekil 4.5. a: Sabit frekans degerinde (3.0 kHz) sodyum aljinat ve sodyum kazeinat oraninin mikrokapsiil boyutu tizerine
etkisinin yilizey fonksiyonu, b: Sabit sodyum kazeinat oraninda (% 1.75) sodyum aljinat orani ile frekans degerinin
mikrokapsiil boyutu tizerine etkisinin yiizey fonksiyonu, c: Sabit sodyum aljinat oraninda (% 1.50) sodyum kazeinat
orani ile frekans degerinin mikrokapsiil boyutu iizerine etkisinin yiizey fonksiyonu
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Sodyum aljinat ve peyniralti suyu protein tozunu farkli oranlarda igeren kaplama
¢ozeltilerinin farkli ¢aplara sahip nozullardan gegirilerek, ekstriizyon yontemi ile Phage
K iceren mikrokapsiiller {iretilen bir ¢alismada, 500 um ¢apli nozul kullanilarak, % 0.8
sodyum aljinat ve % 3.0’lik peyniraltt suyu protein tozununun karigimi ile iiretilen
mikrokapsiillerin ortalama ¢aplar1 310 um; % 0.8 sodyum aljinat ve % 5.0°1ik peyniralti
suyu protein tozununun karisimi ile tiretilen mikrokapsiillerin ortalama ¢aplar1 ise 800
um olarak tespit edilmistir. Ayrica 300 pm ¢apli nozul kullanilarak, % 1.5 sodyum aljinat
ve % 3.0’liik peyniralti suyu protein tozununun karigimi ile iiretilen mikrokapsiillerin
ortalama c¢aplart 323 um; % 1.5 sodyum aljinat ve % 4.0’lik peyniralt1 suyu protein
tozununun karisimu ile iiretilen mikrokapsiillerin ortalama ¢aplari ise 880 um olarak tespit
edilmistir. Caligmada, protein miktarindaki artisin mikrokapsiil boyutlarinin artmasina
neden oldugu belirtilmistir (Tang vd. 2015).

Ketoprofen ve ketoprofen lisinatin farkli konsantrasyonlardaki sodyum aljinat
cozeltileri ile 250 ve 450 Hz titresim frekansinda kapsiillendigi bir calismada, genel
olarak yiiksek frekansta liretilen mikrokapsiillerin ortalama ¢aplarinin daha biiyiik oldugu
tespit edilmis ve yliksek frekansta titresimin ana kapsiillerde uydu adi verilen istenmeyen
parcaciklara neden oldugu bildirilmistir (Gaudio vd. 2009). Calismamizda, kaplama
cozeltisindeki sodyum kazeinat miktar1 ile mikrokapsiilasyon islemi sirasinda uygulanan
frekans degerinin artis1 ile mikrokapsiillerin ¢evre uzunluk degerlerinin arttigi tespit
edilmistir.

4.3.1.4. Kaplama c¢ozeltisi viskozite degerlerinin incelenen mikrokapsiil
ozellikleri ile iliskisi

Deneme desenine gore farkli oranlarda sodyum aljinat ve sodyum kazeinat ile
hazirlanan ¢ozeltilerin viskozite degerleri Cizelge 4.9°da sunulmustur. En yiiksek
viskozite degeri 1983.41+156.78 cP ile % 2.0 sodyum aljinat ve % 3.5 sodyum kazeinat
iceren ¢ozeltide belirlenirken, en diisiik viskozite degeri 24.09+0.29 cP ile % 1.0 oraninda
sodyum aljinat iceren ¢ozeltide tespit edilmistir.

Cizelge 4.9. BB deneme desenine gore hazirlanan ¢ozeltilerin viskozite degerleri

No Sodyum aljinat (%) Sodyum kazeinat (%) Viskozite (cP)
1 1.50 0.00 198.55+12.67
2 1.50 1.75 399.84+23.55
3 1.00 0.00 24.09+0.29

4 1.50 3.50 471.00£1.55
5 1.50 3.50 466.45+41.49
6 2.00 1.75 705.34+116.00
7 2.00 1.75 1050.91+133.03
8 1.50 1.75 255.70+3.85
9 1.50 1.75 211.66+10.17
10 1.50 1.75 177.66+10.59
11 2.00 3.50 1983.41+156.78
12 2.00 0.00 348.11+21.31
13 1.50 1.75 147.16+3.49
14 1.00 1.75 48.23+1.04
15 1.00 3.50 57.18+1.15
16 1.00 1.75 49.02+0.57
17 1.50 0.00 160.36+5.94
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Sodyum aljinat ve sodyum kazeinat oranlarinin kaplama ¢ozeltilerinin viskozite
degerleri lizerine etkisi incelenmistir (Cizelge 4.10). Kaplama ¢6zeltilerine ait en yiiksek
ve en diisiik viskozite degerlerinin oraninin 10’dan daha biiyiik (82.33) olmasindan dolay1
ANOVA analizi, degerlerin e tabanindaki dogal logaritmik (y'= In (y+k)) karsiliklarina
gore gergeklestirilmistir. Kaplama ¢ozeltilerinin viskozite degerleri iizerine hem sodyum
aljinat hem de sodyum kazeinat oraninin p<0.05 diizeyinde etkili oldugu saptanmuistir.

Cizelge 4.10. BB deneme desenine gore hazirlanan kaplama ¢ozeltilerinin viskozite
degerleri lizerine sodyum aljinat ve sodyum kazeinat oranlarinin etkisi

Varyasyon SD HKT p degeri
kaynaklari
Model (Lineer) 2 20.47 0.00*
A 1 17.89 0.00*
K 1 2.57 0.00*
Kalint1 14 1.49
Model Uyumsuzlugu 6 0.80 0.28
Saf Hata 8 0.69
Toplam 16 21.96
Model R? R%z Pred-R? CV% PRESS Yeterli kesinlik
Lineer 093 0.92 0.90 6.05 2.28 30.10

*p <0.05 seviyesinde istatistiki agidan énemli

F: Frekans, A: Sodyum aljinat, K: Sodyum kazeinat, SD: Serbestlik derecesi, HKT: Hata Kareler Toplan, RZgl:
Diizeltilmis R?

Kaplama ¢ozeltilerinin viskozite degerleri i¢in lineer regresyon analizi sonucunda
elde edilen esitlik logaritmik tabanda In(V)=5.39+1.50A+0.57K olarak verilmistir. Sekil
4.6’da kaplama ¢ozeltilerin viskozite degerlerinin i¢erdikleri sodyum aljinat ve sodyum
kazeinat oraninin yiikselmesiyle arttig1 saptanmustir.

In(viskozite) (cP)

175

A: Sodyum aljinat (%) K: Sodyum kazeinat (%)

Sekil 4.6. Sodyum aljinat ve sodyum kazeinat oraninin kaplama ¢ozeltilerinin viskozite degerleri lizerine etkisinin
ylizey fonksiyonu
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BB deneme desenine gore iiretilen mikrokapsiillerin fotograflar1 Sekil 4.7°de
sunulmustur. Kaplama ¢ozeltisi igerisinde % 1.0 oraninda sodyum aljinat iceren
mikrokapsiillerin (No 3, 14, 15 ve 16) morfolojik yapilari incelendiginde kiiresel formda
olmadiklari, kuyruklu bir yapiya sahip olduklar1 goriilmektedir. S6z konusu durumdan
dolayr {retilen mikrokapsiillerin c¢aplarinin hesaplanmasinin  dogru olmayacagi
degerlendirilerek, deneme desenindeki tiim mikrokapsiillerin ¢evre uzunluklar
hesaplanmistir. Kaplama ¢o6zeltisi igerisinde % 1.0 oraninda sodyum aljinat igeren
mikrokapsiillerin kaplama c¢ozeltilerinin viskozite degerlerinin 24.09 ile 57.18 cP
arasinda degistigi belirlenmis ve diizgiin formda mikrokapsiil olugabilmesi igin viskozite
degerlerinin diisiik olmas1 gerektigi diistiniilmiistiir. Toplam sodyum aljinat ve sodyum
kazeinat oraninin % 3.75 ve iizeri oldugu kaplama ¢ozeltilerinin (No 4, 5, 6, 7 ve 11)
viskozite degerlerinin 466.45 ile 1983.41 cP arasinda degistigi tespit edilmistir. S6z
konusu deneme desenlerine ait mikrokapsiillerin yapilarinin kiiresele yakin oldugu,
kaplama ¢oOzeltisi igerisindeki sodyum aljinat oranmin artisina bagli olarak
kuyruklanmanin azaldig1 belirlenmistir (No 4 ve 6).

Sekil 4.7. BB deneme deseninde yer alan bazi mikrokapsiillerin fotograflar1 (40 kat
biiyiitiilmiis)

Kaplama ¢ozeltilerinin viskozite degerlerinin, mikrokapsiilasyon verimliligi, pH
2.0’ye maruz birakilan mikrokapsiillerdeki Felix O1’in azalma orani1 ve mikrokapsiillerin
¢evre uzunluklari {izerine etkisi Pearson korelasyon analizi ile incelenmistir. Pearson
korelasyon analizi sonuglarina gore, kaplama c¢ozeltilerinin viskozite degerleri ile
mikrokapsiilasyon verimliligi arasinda pozitif yonlii % 46 oraninda; pH 2.0’ye maruz
birakilan mikrokapsiillerdeki Felix O1’in azalma oranmi1 degerleri arasinda negatif yonlii
% 27 ve mikrokapsiillerin ¢evre uzunluklari arasinda pozitif yonli % 84 oraninda
korelasyon saglanmistir.

4.3.2.Optimizasyon sonuglarimin deneysel dogrulanmasi

Felix O1’in mikrokapsiilasyonu i¢in islem kosullari olarak segilen frekans, kaplama
cozeltisi igerisindeki sodyum aljinat ve sodyum kazeinat oranlari, mikrokapsiilasyon
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verimliligin en yiiksek, pH 2.0’ye maruz birakilan mikrokapstillerdeki Felix O1’in azalma
oraninin en diisiik ve mikrokapsiillerin ¢evre uzunluklarinin en kii¢iik olmasini saglamak
amaciyla istenebilirlik fonksiyonu yaklasimi ve es yiikselti egrilerinin kullanilmasiyla
optimize edilmistir. Ayrica optimum noktanin belirlenmesinde her bir cevap i¢in elde
edilen ikinci dereceden polinomiyal modeller kullanilmistir.

Verimlilik degerleri en yiiksek mikrokapsiillerin iiretilebilmesi i¢in istenebilirlik
fonksiyonu yaklasimi uygulandiginda optimum nokta igin birbirine yakin 30 ¢6ziim
onerilmigtir (Cizelge 4.11). Sunulan ¢éziimlerden istenebilirlik degeri en yiiksek olan
birinci ¢éziimde elde edilen faktor seviyesi segilmistir. S6z konusu noktada frekans
degerinin 1.61 kHz, kaplama c¢ozeltisindeki sodyum aljinat ve kazeinat oranlarinin
strastyla % 1.86 ve % 3.26 oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.11. En yiiksek mikrokapsiilasyon verimliligi i¢in belirlenen optimum noktalar

No Frekans Sodyum Sodyum Mikrokapsiil Istenebilirlik
(kHz) aljinat (%)  kazeinat (%) verimliligi (%)
1 1.61 1.86 3.26 98.52 1.00
2 4.47 1.61 3.32 98.25 1.00
3 4.44 1.89 3.33 98.23 1.00
4 4.44 1.61 3.41 98.32 1.00
5 1.50 1.94 2.57 98.09 1.00
6 1.76 1.94 3.47 98.43 1.00
7 4.48 1.91 3.49 98.09 1.00
8 4.49 1.53 3.50 98.34 1.00
9 4.49 1.63 3.39 98.40 1.00
10 1.53 1.83 3.46 98.20 1.00
11 1.53 1.94 2.73 98.28 1.00
12 4.39 1.78 331 98.09 1.00
13 4.49 1.66 3.41 98.30 1.00
14 4.47 1.57 3.42 98.26 1.00
15 151 1.89 2.79 98.32 1.00
16 4.40 1.85 3.33 98.16 1.00
17 4.50 1.79 3.12 98.11 1.00
18 4.49 1.98 3.46 98.47 1.00
19 4.49 1.55 3.49 98.50 1.00
20 4.46 1.58 3.39 98.22 1.00
21 4.50 2.00 3.04 96.72 0.94
22 1.50 1.81 1.27 95.57 0.88
23 1.50 1.81 0.97 95.21 0.86
24 1.50 1.61 0.06 94.92 0.85
25 1.50 1.61 0.08 94.91 0.85
26 1.50 1.64 0.31 94.91 0.85
27 4.50 1.21 0.00 94.20 0.81
28 4.50 1.33 0.87 94.12 0.81
29 4.50 1.31 0.56 94.06 0.81
30 4.50 1.38 0.00 93.82 0.79
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pH 2.0’ye maruz birakilan mikrokapsiillerdeki Felix O1’in azalma oraninin en
disik oldugu optimum nokta istenebilirlik fonksiyonu yaklasimi uygulanarak
saptanmustir (Cizelge 4.12). Onerilen 14 ¢dziim igerisinden istenebilirlik degeri en yiiksek
olan birinci ¢6ziim secilmistir. S6z konusu noktada frekans degerinin 4.50 kHz, kaplama
¢ozeltisindeki sodyum aljinat ve kazeinat oranlarinin sirastyla % 2.00 ve % 2.69 oldugu
saptanmistir.

Cizelge 4.12. pH 2.0’ye maruz birakilan mikrokapsiillerdeki Felix O1’in azalma oraninin
en diisiik oldugu optimum noktalar

No  Frekans Sodyum Sodyum Felix OL Istenebilirlik
(kHz) aljinat (%)  kazeinat (%) titresindeki
azalma oran1 (%)

1 4.50 2.00 2.69 1.54 0.99
2 4.50 2.00 2.65 1.57 0.98
3 4.49 2.00 2.73 1.62 0.98
4 4.50 1.99 2.70 1.63 0.98
5 4.50 2.00 2.87 1.92 0.98
6 4.50 2.00 3.96 2.39 0.98
7 4.27 2.00 2.74 2.75 0.97
8 1.50 1.00 2.74 481 0.95
9 1.50 1.00 2.76 4.81 0.95
10 1.50 1.00 2.68 4.84 0.95
11 1.50 1.01 2.73 4.90 0.95
12 4.50 1.00 2.70 8.15 0.92
13 1.50 2.00 2.73 8.20 0.92
14 1.98 2.00 2.73 8.39 0.92

Optimizasyon c¢aligmalarimizin diger bir cevabi olan mikrokapsiillerin ¢evre
uzunluklarimin en kii¢lik olmasini saglamak amaciyla istenebilirlik fonksiyonu yaklasimi
uygulanarak optimum nokta i¢in birbirine yakin 24 ¢6ziim iretilmistir (Cizelge 4.13).
Elde edilen ¢oziimler incelendiginde, kaplama ¢6zeltisinin sodyum kazeinat icermedigi
durumlarda en kiiciik c¢evre uzunluguna sahip mikrokapsiillerin {iretilebilecegi
belirlenmistir. Ancak igerisinde sodyum kazeinat olmayan kaplama ¢ozeltileri ile tiretilen
mikrokapsiillerin pH degeri 2.0’ye ayarlanan ¢o6zeltide Felix O1’i koruyamadigi
optimizasyon c¢aligmalar1 sirasinda tespit edilmis olup, s6z konusu cevaba uygun
optimum noktada mikrokapsiil {iiretmenin ¢alisma acisindan uygun olmadigi
degerlendirilmistir.
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Cizelge 4.13. En kiiclik ¢evre uzunluguna sahip mikrokapsiil liretimi i¢in belirlenen
optimum noktalar

No Frekans Sodyum Sodyum Mikrokapsiillerin gevre  Istenebilirlik
(kHz) aljinat (%) kazeinat (%) uzunlugu (mm)

1 1.50 2.00 0.00 0.18 0.84
2 151 2.00 0.00 0.18 0.84
3 1.50 2.00 0.01 0.18 0.84
4 1.58 2.00 0.00 0.18 0.84
5 1.50 1.99 0.00 0.18 0.84
6 1.50 2.00 0.03 0.18 0.83
7 1.50 1.99 0.00 0.18 0.83
8 1.50 1.98 0.00 0.18 0.83
9 1.50 2.00 0.07 0.18 0.83
10 1.52 1.97 0.00 0.18 0.83
11 1.50 1.95 0.00 0.18 0.82
12 2.27 2.00 0.00 0.18 0.82
13 2.35 2.00 0.00 0.18 0.82
14 2.43 2.00 0.00 0.18 0.82
15 2.69 2.00 0.00 0.19 0.81
16 1.50 1.90 0.00 0.19 0.81
17 2.77 2.00 0.00 0.19 0.81
18 2.90 2.00 0.00 0.19 0.81
19 3.31 2.00 0.00 0.19 0.80
20 3.39 2.00 0.00 0.19 0.79
21 1.50 1.83 0.00 0.19 0.79
22 3.95 2.00 0.00 0.19 0.78
23 4.32 2.00 0.00 0.19 0.77
24 441 2.00 0.00 0.19 0.77

Her ii¢ cevabin da optimum oldugu tek bir noktada mikrokapsiile Felix Ol
tiretebilmek igin istenebilirlik fonksiyonu yaklagimi uygulandiginda program tarafindan
8 ¢6ziim sunulmustur (Cizelge 4.14). S6z konusu ¢oziimler igerisinden frekans degerinin
4.5 kHz, kaplama ¢ozeltisi igerisindeki sodyum aljinat ve kazeinat oranlarinin sirasiyla %

1.53 ve 2.72 oldugu nokta optimum olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.14. Mikrokapsiilasyon verimliligi en yliksek, pH degeri 2.0 olan ¢ozelti
igerisinde en diisiik Felix O1 azalma orani en diisiik ve mikrokapsiil ¢evre uzunlugu en
kiiclik mikrokapsiil tiretimi i¢in belirlenen optimum noktalar

No Frekans Sodyum Sodyum  Mikrokapsiil Felix O1  Mikrokapsiillerin  Istenebilirlik
(kHz) aljinat  kazeinat  verimliligi  titresindeki  ¢evre uzunlugu
(%) (%) (%) azalma (mm)
orani (%)
1 4.50 1.53 2.72 97.43 8.39 0.16 0.96
2 4.50 1.52 2.73 97.43 8.39 0.16 0.96
3 4.50 1.54 2.66 97.43 8.45 0.15 0.96
4 4.50 1.53 2.74 97.48 8.41 0.25 0.96
5 4.50 1.65 2.71 98.10 8.67 2.05 0.95
6 1.50 1.62 2.38 94.76 10.27 0.16 0.91
7 1.50 1.63 2.36 94.81 10.51 0.16 0.91
8 1.50 1.65 2.28 94.93 11.38 0.16 0.91
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Felix Ol iceren mikrokapsiillerde cevaplar i¢in gerceklestirilen dogrulama
denemelerinin sonuglarinin modelden tahminlenen degerlere olduk¢a yakin ve hata
degerlerinin % 10’nun altinda oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.15).

Cizelge 4.15. Optimum noktalarda dogrulama deney sonuglar1

Felix O1 Mikrokapsiil

Sodyum  Sodyum Mikrokapsiil ., ~ .
Cevaplar Frekans aljinat  kazeinat verimliligi titresindeki gevee
(kHz) azalma uzunlugu
(%) (%) (%) 0
orani (%) (mm)
Tahmlplenen 98.52
deger
Optv 1.61 1.86 3.26 Dgzegﬁe' 92.86£0.60  8.35:0.48  0.35:0.10
Hata
%) 6.08
Tahmlplenen 154
deger
OptAO 450 2.00 2.69 ngfgﬁe' 90.78+1.79  1.57+0.79  0.30:0.08
Hata
) 1.94
Tahminlenen 97.43 8.39 0.16
deger
Opt3 4.50 153 2.72 ngegﬁe' 89.2040.26  7.98+1.55  0.16+0.04
Hata
) 9.23 5.23 0.41

OptV :En yiiksek mikrokapsiil verimliligine sahip mikrokapsiiller

OptAO: pH degeri 2.0 olan ¢ozelti igerisinde en diigiik Felix O1 azalma oranina sahip mikrokapstiller

Opt3: En yiiksek mikrokapsiil verimliligine, pH degeri 2.0 olan ¢6zelti igerisinde en diisiik Felix O1 azalma oranina ve
en kiiciik mikrokapsiil ¢evre uzunluguna sahip mikrokapsiiller

Hata (%) = (|ddeneysel - dtahminleneandeneysel) %100

4.4. Optimum noktalarda iiretilen mikrokapsiile Felix O1’in yapay mide ve
bagirsak ortamlarindaki aktivitesi

En yiiksek mikrokapsiil verimliligine, pH 2.0’ye maruz birakilan mikrokapsiillerde
en diisiik Felix Ol azalma oranina ve bunlarla birlikte en kii¢lik mikrokapsiil ¢evre
uzunluguna sahip olan Felix O1 mikrokapsiilleri 30 giin siiresince 4°C’de Falkon
tiiplerinde depolanmis ve s6z konusu mikrokapsiillerin depolanmanin 1., 15. ve 30.
giinlerinde yapay mide ve bagirsak ortamlarindaki davranislari incelenmistir.

4.4.1. Mikrokapsiile Felix O1’in yapay mide ortamindaki aktivitesi

Optimum noktalarda iiretilen Felix O1 mikrokapsiilleri 120 dakika siiresince pepsin
enzimi igeren ve pH degeri 2.0’ye ayarlanan ¢ozelti iginde bekletilmistir. Cizelge 4.16°da
sunuldugu iizere depolama siiresince optimum verimlilige sahip mikrokapsiillerdeki Felix
O1 titresinin 7.38-7.25 log pob/g; optimum azalma oranina sahip mikrokapsiillerde 7.36-
7.27 log pob/g ve optimum verimlilik, azalma orani ile ¢evre uzunluguna sahip
mikrokapsiillerde 7.32-7.19 log pob/g arasinda degistigi belirlenmistir. Depolamanin 30.
giinliinde mide sivis1 i¢inde 120 dakika bekletilen, optimum verimlilige, optimum azalma
oranina ve her {i¢ cevap i¢in optimum kosullara sahip mikrokapsiillerde baslangi¢
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degerine gore Felix O1 titresindeki azalma sirasiyla 2.16, 2.11 ve 2.88 log pob/g olarak
saptanmistir.

Cizelge 4.16. Optimum noktalarda iiretilen mikrokapsiile Felix O1’in yapay mide
ortaminda belirlenen titre sonuglart (log pob/g)

Siire (dakika) 1.gilin 15. giin 30.giin
OptVbaslangic 7.38+0.02 7.31+0.02 7.25+0.02
5 6.99+0.01 6.69+0.01 6.21+0.01
60 5.90+0.23 5.91+0.23 5.88+0.23
120 5.76+0.01 5.38+0.01 5.09+0.01
OptAOuaslangi 7.36+0.01 7.29+0.00 7.27+0.09
5 6.89+0.10 6.78+0.01 6.34+0.05
60 6.01+0.04 5.95+0.24 5.84+0.12
120 5.76+0.01 5.63+0.11 5.16+0.05
Opt3baglangic 7.32+0.03 7.26+0.05 7.19+0.01
5 6.92+0.16 6.19+0.05 5.62+0.07
60 5.79+0.08 5.05+0.05 4.75+0.06
120 5.62+0.17 4.96+0.12 4.31+0.00

OptV :En yiiksek mikrokapsiil verimliligine sahip mikrokapsiiller

OptAO: pH degeri 2.0 olan ¢ozelti igerisinde en diigiik Felix O1 azalma oranina sahip mikrokapstiller

Opt3: En yiiksek mikrokapsiil verimliligine, pH degeri 2.0 olan ¢6zelti i¢erisinde en diisiik Felix O1 azalma oranina ve
en kiiciik mikrokapsiil ¢evre uzunluguna sahip mikrokapsiiller

Depolama siiresince yapay mide ortamina maruz birakilan mikrokapsiillerdeki
Felix O1 titreleri istatistiksel olarak degerlendirilmis ve sonuglar Cizelge 4.17°de
verilmistir. Cizelge incelendiginde ana varyasyon kaynaklart mikrokapsiil g¢esidinin,
yapay mide ortaminda bekletme siiresinin ve depolama zamaninin mikrokapsiillerdeki
Felix O1 titreleri iizerine istatistiksel olarak p<0.001 6nem diizeyinde etkili oldugu
belirlenmistir.

Cizelge 4.17. Optimum noktalarda tretilen mikrokapsiile Felix O1’in yapay mide
ortaminda belirlenen titre sonuglarina ait varyans analiz sonuglari

Varyans kaynaklari SD KO F
Mikrokapsiil ¢esidi (MC) 2 1.77 29.85***
Yapay mide ortami1 (YMO) 2 6.99 117.97***
Depolama zamani (DZ) 2 2.33 39.28***
MCxYMO 4 0.05 0.90
MCxDZ 4 0.31 5.20**
YMOxDZ 4 0.11 1.92
MCxYMOxDZ 8 0.01 0.23
Hata 27 0.06

** p<0.01, *** p<0.001 diizeyinde 6nemli

Depolama siiresince yapay mide ortamina maruz birakilan mikrokapsiillerdeki
Felix O1 titrelerine ait Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglar1 Cizelge 4.18’de
verilmistir. Cizelgeye gore mikrokapsiil g¢esitleri incelendiginde en yiiksek Felix O1
titresinin pH degeri 2.0 olan ¢ozelti igerisinde en diisiik Felix Ol azalma oranina sahip
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mikrokapsiillerde, en diisiik Felix Ol titresinin ise her ii¢ cevap i¢in optimum degerlerde
iiretilen mikrokapsiillerde oldugu tespit edilmistir. Mikrokapsiile Felix O1 titresinin
yapay mide sivisinda bekletme siiresi uzadikga azaldigi ve sdz konusu azalmanin
istatistiksel agidan 6nemli oldugu (p<0.05) saptanmuistir.

Cizelge 4.18. Optimum noktalarda {iretilen mikrokapsiile Felix O1’in yapay mide
ortaminda belirlenen titre degerlerine ait Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglari

Varyans kaynaklari Felix O1 titresi (log pob/g)
Mikrokapsiil ¢esidi
OptV 5.98+0.62 a*
OptAO 6.04+£0.53 a
Opt3 5.47£0.76 b
Yapay mide ortami (dakika)
5. 6.52+0.44 a
60. 5.67+0.45 b
120. 5.30+£0.51 ¢
Depolama (giin)
1 6.18+£0.55 a
15 5.84+0.67 b
30 5.47+0.65 ¢

OptV :En yiiksek mikrokapsiil verimliligine sahip mikrokapsiiller

OptAO: pH degeri 2.0 olan ¢ozelti igerisinde en diisiik Felix O1 azalma oranina sahip mikrokapsiiller

Opt3: En yiiksek mikrokapsiil verimliligine, pH degeri 2.0 olan ¢6zelti i¢erisinde en diisiik Felix O1 azalma oranina ve
en kiiciik mikrokapsiil ¢evre uzunluguna sahip mikrokapsiiller

*Aym siitunda farkl harfle isaretlenen ortalama degerler istatistiki olarak birbirinden farklidir (p<0.05).

Izole edilen Bacillus. subtilis $19-5, Bacillus. subtilis F11-1, Bacillus subtilis 6-
1, Bacillus subtilis 6-2, Salmonella enteritidis F5-3, Salmonella enteritidis F5-4,
Salmonella enteritidis (FRC) AK-1, Salmonella enteritidis (FRC) AK2, Salmonella
enteritidis AK-3-1, Salmonella enteritidis Lake2-2, Salmonella typhimurium Lake2-2 ve
Salmonella typhimurium IC B1-1 bakteriyofajlarinin % 1.33’liikk sodyum aljinat ¢ozeltisi
ile piskiirterek kurutma yontemiyle mikrokapsiillendigi bir caligmada, {iretilen
mikrokapsiiller pH degeri 2.4 olan mide ortaminda 2 saat siiresince bekletilmistir.
Kapsiilasyon islemi uygulanmayan serbest formdaki bakteriyofajlarin mide ortaminda ilk
15 dakikada aktivitelerini kaybettikleri belirlenmistir. Mide ortaminda 2 saat bekletme
sonunda B. subtilis ve S. enteritidis bakteriyofaj titrelerindeki azalmanin sirasiyla 1.00-
200 ve 0.40-1.30 log {inite arasinda degistigi saptanirken, S. typhimurium
bakteriyofajlarinin titresinin yaklasik 0.7 log azaladigi tespit edilmistir (Soykut vd. 2019).
Kim vd. (2015) yaptiklar1 c¢alismada, Escherichia coli O157:H7 bakteriyofajini
ekstriizyon yontemini kullanarak % 2.0°lik sodyum aljinat ¢ozeltisi ile kapsiilledikten
sonra kitosan ¢dzeltisi ile kaplamislardir. Uretilen mikrokapsiilleri pH degeri 2.0 ve 2.5e
ayarlanan mide ortamlarinda iki saat siiresince bekletmislerdir. Serbest formdaki
bakteriyofajlar pH degeri 2.0 olan ¢ozelti igerisinde ilk 5 dakikada, pH degeri 2.5 olan
cozeltide ise 60. dakikadan sonra tespit edilememistir. Mikrokapsiile bakteriyofajlarin pH
degeri 2.0 ve 2.5 olan mide ortamlarinda 120 dakika sonundaki titrelerinin sirastyla
yaklagik 1.60 ve 0.90 log azaldig1 saptanmistir. Calismamizda depolamanin 1.gliniinde
farkli optimum noktalarda tiretilen mikrokapsiile Felix O1 titrelerinin mide ortami i¢inde
ortalama 1.65 log azaldigi belirlenmis olup azalma miktarinin kullanilan kaplama
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cozeltisine, bakteriyofaj tiirline ve mikrokapsiillerin iiretim ydntemine bagli olarak

degistigi degerlendirilmistir.
4.4.2. Mikrokapsiile Felix O1’in yapay bagirsak ortamindaki aktivitesi

Farkli optimum noktalarda tretilen Felix O1 mikrokapsiillerinin yapay bagirsak
ortamindaki davranmislar1 5., 30., 60., 90. ve 120. dakikalarda ortamdan alinan
orneklerdeki Felix O1 titresinin belirlenmesi ile ortaya koyulmustur. Depolamanin 1., 15.
ve 30. giinlerinde yapay bagirsak sivisinda 120 dakika sonunda belirlenen ortalama Felix
Ol titrelerinin, optimum verimlilige sahip mikrokapsiillerde sirastyla 7.07, 7.13 ve 7.15
log pob/g; pH degeri 2.0 olan ¢ozelti igerisinde en diisiik Felix O1 azalma oranina sahip
mikrokapsiillerde sirasiyla 6.78, 7.10 ve 7.11 log pob/g ve her {i¢ cevap i¢in optimum
degerlerde iiretilen mikrokapsiillerde sirasiyla 7.05, 7.07 ve 7.12 log pob/g oldugu tespit
edilmistir (Cizelge 4.19).

Cizelge 4.19. Optimum noktalarda tiretilen mikrokapsiile Felix O1’in yapay bagirsak
ortaminda belirlenen titre sonuglart (log pob/g)

Siire (dakika) 1.giin 15. giin 30.glin
OptVbastangic 7.38+0.02 7.31+0.02 7.25+0.02
5 4.71+0.05 4.68+0.06 5.01+0.08
30 5.43+0.24 5.94+0.06 5.81+0.02
60 5.72+0.17 6.26+0.08 6.30+0.13
90 5.90+0.02 6.37+0.07 6.38+0.09
120 7.07+£0.02 7.13+0.00 7.15+0.01
OptAOuaslangi 7.36+0.01 7.29+0.00 7.27+0.09
5 3.77+0.01 3.78+0.05 4.21+0.10
30 4.54+0.31 4.69+0.03 5.03+0.03
60 5.02+0.02 5.48+0.13 5.32+0.15
90 5.22+0.18 5.68+0.01 5.70+0.03
120 6.78+0.33 7.10+0.01 7.11£0.01
Opt3ba$lang1g 736Zt001 729:|:000 727Z|:009
5 5.36+£0.06 5.41£0.02 5.43+0.02
30 5.61£0.14 5.57+0.27 5.50+0.17
60 5.85+0.06 6.46+0.05 6.52+0.06
90 6.22+0.08 6.68+0.12 6.74+0.20
120 7.05+0.00 7.07+0.09 7.12+0.03

OptV :En yiiksek mikrokapsiil verimliligine sahip mikrokapsiiller

OptAO: pH degeri 2.0 olan ¢ozelti igerisinde en diisiik Felix O1 azalma oranina sahip mikrokapsiiller

Opt3: En yiiksek mikrokapsiil verimliligine, pH degeri 2.0 olan ¢dzelti igerisinde en diisiik Felix O1 azalma oranina ve
en kiiciik mikrokapsiil ¢evre uzunluguna sahip mikrokapsiiller

Farkli optimum noktalarda iiretilen mikrokapsiile Felix O1’in yapay bagirsak
ortaminda belirli zaman araliklariyla belirlenen titreleri istatistiksel —olarak
degerlendirilmis ve sonuglar Cizelge 4.20°’de sunulmustur. Varyans analiz sonuglari
incelendiginde ana varyasyon kaynaklar1 mikrokapsiil ¢esidi, yapay bagirsak ortaminda
bekletme siiresi ve depolama zamani ile mikrokapsiil ¢esidi x yapay bagirsak ortaminda
bekletme siiresi interaksiyonunun mikrokapsiile Felix O1 titresi {lizerine istatistiksel
olarak p<0.001 6nem diizeyinde etkili oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.20. Optimum noktalarda iiretilen mikrokapsiile Felix O1’in yapay bagirsak
ortaminda belirlenen titre sonuglarina ait varyans analiz sonuglari

Varyans kaynaklari SD KO F
Mikrokapsiil ¢esidi (MC) 2 6.43 230.19***
Yapay bagirsak ortami (YBO) 4 13.92 498.31*%**
Depolama zamani (DZ) 2 0.96 34.41***
MCxYBO 8 0.47 16.76***
MCxDZ 4 0.02 0.70
YBOxDZ 8 0.09 3.10**
MCxYBOxDZ 16 0.03 1.10
Hata 45 0.03

** p<0.01, *** p<0.001 diizeyinde 6nemli

Varyans kaynaklarindan mikrokapsiil c¢esidi incelendiginde yapay bagirsak
ortaminda en fazla Felix O1 salinim miktarinin her ii¢ cevap i¢in optimum degerlerde
tiretilen mikrokapsiillerde oldugu belirlenirken, en az salinim miktar1 pH degeri 2.0 olan
¢oOzelti igerisinde en diisiik Felix Ol azalma oranina sahip mikrokapsiillerde tespit
edilmistir (Cizelge 4.21). Depolama ve yapay bagirsak ortaminda bekletme siiresince
mikrokapsiillerden ortama salinan Felix O1’in arttig1 saptanmistir.

Cizelge 4.21. Optimum noktalarda iiretilen mikrokapsiile Felix O1’in yapay bagirsak
ortaminda belirlenen titre degerlerine ait Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglari

Varyans kaynaklari Felix O1 titresi (log pob/q)
Mikrokapsiil ¢esidi
OptV 5.99+0.78 b*
OptAO 5.29+1.04 c
Opt3 6.17+0.66 a
Yapay bagirsak ortami (dakika)
5. 4.71£0.63 e
30. 5.35+0.49 d
60. 5.88+0.52 ¢
90. 6.10+0.49 b
120. 7.06+£0.15 a
Depolama (giin)
1 5.62+0.91 b
15 5.89+0.96 a
30 5.95+0.87 a

OptV: En yiiksek mikrokapsiil verimliligine sahip mikrokapsiiller

OptAO: pH degeri 2.0 olan ¢bzelti igerisinde en diisiik Felix O1 azalma oranina sahip mikrokapsiiller

Opt3: En yiiksek mikrokapsiil verimliligine, pH degeri 2.0 olan ¢6zelti igerisinde en diisiik Felix O1 azalma oranina ve
en kiigiik mikrokapsiil ¢cevre uzunluguna sahip mikrokapsiiller

*Ayni stitunda farkli harfle isaretlenen ortalama degerler istatistiki olarak birbirinden farklidir (p<0.05)

Sodyum aljinat ve siit karisimi ile hazirlanan farkli konsantrasyondaki ¢ozeltilerle
(A1Sz; 1 birim aljinat+1 birim siit, A1Sp; 1 birim aljinat+2 birim siit, A1Sz; 1 birim
aljinat+3 birim siit, A1S4; 1 birim aljinat+4 birim siit, A15S4; 1.5 birim aljinat+4 birim siit,
A2Ss; 2 birim aljinat+4 birim siit) mikrokapsiilasyonu gergeklestirilen Lactobacillus
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bulgaricus’un pH degeri 6.8 olan yapay bagirsak ortamindaki salinimi incelenmistir.
Farkli konsantrasyonlardaki karisimlarla iiretilen mikrokapsiillerden L. bulgaricus’un
biiyiikk kisminin ilk 60 dakika i¢inde salindigi belirlenmis olup, kaplama ¢6zeltisinin
igerdigi aljinat miktarinin artmasina bagli olarak L. bulgaricus’un salinim oraninin
istatistiksel olarak Onemli diizeyde azaldigi saptanmistir. Yiiksek polimer
konsantrasyonun bakteriyi asidik ortama karsi korudugu ancak salinnmini yavaglattigi
bildirilmistir (Shi vd. 2013). Calismamizda en diisiik Felix O1 salinim oraninin kaplama
¢ozeltisi icinde % 2.00 oraninda sodyum aljinat bulunan pH degeri 2.0 olan ¢ozelti
icerisinde en diisiik Felix Ol azalma oranina sahip mikrokapsiillerde oldugu
belirlenirken, en yiiksek salinim oraninin ise kaplama cozeltisi iginde % 1.5 oraninda
sodyum aljinat bulunan her ii¢ cevap i¢in optimum kosullarda iiretilen mikrokapsiillerde
oldugu tespit edilmistir. Calisma sonuglarimiz bu yoniiyle s6z konusu calisma ile uyum
icindedir.

4.5. Optimum noktalarda iiretilen mikrokapsiillerin yogurt iiretiminde kullanmilmasi

4.5.1. Yogurt drneklerine ait fizikokimyasal analizler

Y ogurt rneklerinin tiretiminde kullanilan yagsiz (% 0.1) siitiin kurumadde, protein,
laktoz, kiil ve titrasyon asitligi degerlerinin sirasiyla ortalama % 12.86, 4.60, 2.80, 0.76,
0.12 oldugu tespit edilirken pH degerinin ortalama 6.65 oldugu belirlenmistir.

Ug farkli optimum noktada iiretilen Felix O1 mikrokapsiillerini ve kapsiilasyon
islemi uygulanmayan serbest formda Felix O1°i i¢eren yogurt 6rnekleri ile herhangi bir
formda Felix O1 igermeyen kontrol yogurt 6rneklerine ait kurumadde, protein, kiil, sertlik
ve viskozite degerleri Cizelge 4.22°de verilmistir. Uretilen mikrokapsiillerin kurumadde
degerlerinin yogurdun kurumadde degerinden daha diisiik olmasi, icerisinde Felix Ol
mikrokapsiilleri iceren yogurt drneklerinin kurumadde degerlerinin icermeyen orneklere
gore ylizdesel olarak daha diisiik ¢ikmasina neden oldugu degerlendirilmistir. Yogurt
orneklerinin protein degerleri incelendiginde, yapisinda sodyum aljinat ve kazeinat
bulunduran mikrokapsiilleri igeren drneklerinin protein degerlerinin igermeyen 6rneklere
gore istatistiki olarak yiiksek oldugu belirlenmistir (p<<0.05). Serbest formda Felix O1
iceren yogurt 6rnegi ve kontrol grubu yogurt 6rneginin sertlik degerleri ile mikrokapsiil
iceren Orneklerin sertlik degerleri arasindaki farkliligin istatistiksel olarak onemli
olmadig: tespit edilmistir (p>0.05). Serbest formda Felix Ol igeren yogurt Grnegi ve
kontrol grubu yogurt orneginin sertlik ve viskozite degerlerinin mikrokapsiil iceren
orneklere gore yiiksek olmasmin kurumadde degerlerinin yiiksek olmasindan
kaynaklanabilecegi degerlendirilmistir.
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Cizelge 4.22. Yogurt drneklerine ait fizikokimyasal analiz sonuglari

Yogurt

Srnekleri Kurumadde (%) Protein (%) Kiil (%) Sertlik (g) Viskozite (cP)
YoptV 14.27+0.05 b* 5.52+0.00 a 1.160.00 b 18.48+1.26 a 1016.00£16.00 b
YoptAO 14.31+0.26 b 5.50£0.01 ab  1.25+0.01a  18.33£0.20 a 1048.00+ 8.00 ab
Yopt3 14.28+0.26 b 5.48+0.01 ab 1.13£0.01 b 18.58+0.41 a 1006.00+14.00 b
Ysflx 15.07£0.15 a 5.41£0.05 ¢ 1.27+£0.05 a 19.06+£0.22 a 1079.00+21.00 ab
Kontrol 15.09+0.02 a 5.40+£0.03 ¢ 1.1740.03 b 20.1540.03 a 1129.50+45.00 a

YoptV: En yiiksek mikrokapsiil verimliligine sahip mikrokapsiilleri i¢eren yogurt drnekleri

YoptAO: pH degeri 2.0 olan ¢ozelti igerisinde en diigiik Felix O1 azalma oranina sahip mikrokapsiilleri i¢eren yogurt
ornekleri

Yopt3: En yiiksek mikrokapsiil verimliligine, pH degeri 2.0 olan ¢dzelti igerisinde en diisiik Felix O1 azalma oranina
ve en kiiciik mikrokapsiil gevre uzunluguna sahip mikrokapsiilleri iceren yogurt 6rnekleri

Ysflx: Serbest formda Felix O1’i igeren yogurt 6rnekleri

Kontrol: Herhangi bir formda Felix O1 igermeyen yogurt 6rnekleri

*Ayni siitunda farkl kiigiik harfle isaretlenen ortalama degerler istatistiki olarak birbirinden farklidir (p<0.05)

Sodyum aljinat ve direngli nisasta kullanilarak iiretilen mikrokapsiile Lactobacillus
plantarum’un yogurdun fizikokimyasal O6zellikleri {izerine etkisinin incelendigi bir
calismada, yogurt liretimi yapildiktan sonra mikrokapsiile L. plantarum ilave edilmistir.
Calismanin kontrol grubunu i¢inde L. plantarum olmayan yogurt rnekleri olusturmustur.
Depolamanin 1. glinlinde mikrokapsiil iceren yogurt drneklerinin kurumadde, protein,
kiil, titrasyon asitligi ve pH degerlerinin sirastyla % 10.83, % 2.38, % 1.0, % 0.64 ve 4.61
oldugu belirlenirken, kontrol drneginde s6z konusu degerlerin sirastyla % 11.5, % 2.89,
% 0.96, % 0.69 ve 4.43 oldugu tespit edilmistir (Shafiei, 2018). Pektin ve peyniralti suyu
proteini karisimi kullanilarak emiilsiyon yontemiyle mikrokapsiillenen Lactobacillus
acidophilus LA-5’in yogurt iiretiminde kullaniminin arastirildig1 bagka bir ¢alismada ise,
serbest ve mikrokapsiile formdaki L. acidophilus LA-5 yogurt strater kiiltiirleri ile birlikte
slite eklenerek iki farkli yogurt tretilmistir. Serbest formda L. acidophilus LA-5 igeren
yogurt 0rneginin pH, titrasyon asitligi, protein, kurumadde ve kiil degerleri sirasiyla 4.34,
% 0.80, % 3.38, % 12.71 ve % 0.89 olarak tespit edilirken, mikrokapstile L. acidophilus
LA-5 igceren yogurt orneginin so6z konusu degerleri sirasiyla 4.50, % 0.75, % 4.04, %
12.10 ve % 0.85 olarak saptanmustir. Serbest formda L. acidophilus LA-5 igeren yogurt
orneklerinin kurumadde ve kiil degerlerinin mikrokapsiile L. acidophilus LA-5 igeren
yogurt Orneklerinden yiiksek oldugu; ancak protein degerinin diigsik oldugu
belirlenmistir. Proteinin yiiksek olmasinin kapsiil ¢ozeltisinde yer alan peyniralti suyu
proteininden kaynaklanabilecegi bildirilmistir (Ribeiro vd. 2014). Calisma sonuglarimiz
ile diger ¢alisma sonuglar1 arasindaki farkin yogurtlarin iiretimlerinde kullanilan siitlerin
standardize edilen degerlerindeki farkliliklarindan kaynaklanabilecegi
degerlendirilmistir.

Cizelge 4.23’de depolama siiresince yogurt drneklerinin pH degerlerinde meydana
gelen degisim sunulmustur. Tiim yogurt drneklerinin depolama stiresince pH degerlerinin
diistiigii tespit edilmistir. En yiiksek pH degeri depolamanin 1. giiniinde 4.66 ile en yiiksek
mikrokapsiil verimliligine sahip mikrokapsiilleri igeren yogurt 6rneklerinde belirlenirken,
en diisiik pH degeri depolamanin 30. giiniinde 4.43 ile kontrol 6rneklerinde saptanmaistir.
Yogurt 6rneklerinin pH degerlerinin depolama siiresince diistiigii ve 6rneklerin 1. ile 30.
ginlerindeki pH degerleri arasindaki farkin istatistiksel olarak Onemli oldugu
belirlenmistir (p<0.05).
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Cizelge 4.23. Yogurt drneklerine ait pH degerleri

Yogurt drnekleri pH

1.glin 15.glin 30.giin
YoptV 4.66+£0.01 a* A**  4.54+0.02aB 4.48+0.02a B
YoptAO 4.65+0.00a A 4.53+£0.01a B 4.48+0.01aC
Yopt3 4.60+£0.00 b A 4.50+0.01 ab B 4.47+0.00a C
Yflx 4.55+0.00c A 4.49+0.00 ab AB 4.45+0.02a B
Kontrol 4.56+£0.00 c A 4.46+0.02b B 4.43+0.03 a B

YoptV: En yiiksek mikrokapsiil verimliligine sahip mikrokapsiilleri iceren yogurt drnekleri

YoptAO: pH degeri 2.0 olan ¢ozelti icerisinde en diisiik Felix O1 azalma oranina sahip mikrokapsiilleri igeren yogurt
ornekleri

Yopt3: En yiiksek mikrokapsiil verimliligine, pH degeri 2.0 olan ¢6zelti igerisinde en diisiik Felix O1 azalma oranina
ve en kiiciik mikrokapsiil gevre uzunluguna sahip mikrokapsiilleri igeren yogurt 6rnekleri

Ysflx: Serbest formda Felix O1’i igeren yogurt 6rnekleri

Kontrol: Herhangi bir formda Felix O1 igermeyen yogurt 6rnekleri

*Ayni stitunda farkl kiigiik harfle igsaretlenen ortalama degerler istatistiki olarak birbirinden farklidir (p<0.05)
**Ayni satirda farkli biiyiik harfle isaretlenen ortalama degerler istatistiki olarak birbirinden farklidir (p<0.05)

Yogurt orneklerine ait titrasyon asitligi degerleri incelendiginde, mikrokapsiil
icermeyen yogurt 6rneklerinin titrasyon asitligi degerlerinin depolamanin 1., 15. ve 30.
giinlerinde mikrokapsiil iceren yogurt Orneklerine gore daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir (p<0.05) (Cizelge 4.24). Mikrokapsiil tiretiminde kullanilan sodyum kazeinatin
tamponlama etkisinden dolayr mikrokapsiil igeren yogurt 6rneklerinin pH degerlerinin
yiiksek, titrasyon asitligi degerlerinin ise mikrokapsiil icermeyen yogurt 6rneklerine gore
daha diisiik oldugu degerlendirilmistir.

Cizelge 4.24. Yogurt 6rneklerine ait titrasyon asitligi degerleri

Yogurt drnekleri Titrasyon asitligi (%)

l.giin 15.giin 30.giin
YoptV 1.15+£0.01 b* B** 1.16£0.01 c B 1.23+0.00b A
YoptAO 1.15£0.00 b B 1.18+0.01 c AB 1.20+£0.01 b A
Yopt3 1.18£0.01 b A 1.20+£0.00 c A 1.23+0.02 b A
YflIx 1.27+0.01 a A 1.30+0.01 b A 1.33+0.02a A
Kontrol 1.28+0.02a B 1.37+0.01 a A 1.38+£0.01 a A

YoptV: En yiiksek mikrokapsiil verimliligine sahip mikrokapsiilleri igeren yogurt drnekleri

YoptAO: pH degeri 2.0 olan ¢6zelti igerisinde en diigiik Felix O1 azalma oranina sahip mikrokapsiilleri igeren yogurt
ornekleri

Yopt3: En yiiksek mikrokapsiil verimliligine, pH degeri 2.0 olan ¢ozelti igerisinde en diisiik Felix O1 azalma oranina
ve en kiiciik mikrokapsiil ¢evre uzunluguna sahip mikrokapsiilleri igeren yogurt drnekleri

Ysflx: Serbest formda Felix O1’i igeren yogurt drnekleri

Kontrol: Herhangi bir formda Felix O1 igermeyen yogurt 6rnekleri

*Ayni siitunda farkl kiigiik harfle igsaretlenen ortalama degerler istatistiki olarak birbirinden farklidir (p<0.05)
**Ayni satirda farkli biiyiik harfle isaretlenen ortalama degerler istatistiki olarak birbirinden farklidir (p<0.05)

4.5.2. Yogurt 6rneklerine ait mikrobiyolojik analizler

Uretilen bes farkli yogurt drneginde Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ve
Streptococcus thermophilus sayilari incelenmistir. Cizelge 4.25’te sunuldugu iizere,
depolama siiresince yogurt drneklerindeki L. delbrueckii subsp. bulgaricus sayisinin 8.07
ile 7.57 log kob/g; S. thermophilus sayisinin ise 9.28 ile 8.97 log kob/g arasinda degistigi
saptanmistir. Yogurt 6rneklerindeki L. delbrueckii subsp. bulgaricus ve S. thermophilus
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sayisidaki farkliliklarin - depolama siiresince 1.00 log kob/g’in altinda oldugu
belirlenmistir. Ayrica mikrokapsiile ve serbest formdaki Felix O1’in  yogurt
orneklerindeki L. delbrueckii subsp. bulgaricus ve S. thermophilus sayilarini1 olumsuz
etkilemedigi ortaya konulmustur.

Cizelge 4.25. Yogurt orneklerindeki Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ve
Streptococcus thermophilus sayilari

Yogurt Lactobacillus delbrueckii subsp. .
srnekleri bulgaricus (log kob/g) Streptococcus thermophilus (log kob/g)
1.glin 15.giin 30.giin 1.gilin 15.giin 30.giin

YoptV 8.07+£0.00  7.70+£0.04  7.76+0.04  9.28+0.01 9.18£0.04  9.10+0.04
YoptAO 8.07+0.01  7.99+0.01 7.80+0.00 9.18+0.04  9.12+0.04  9.08+0.03
Yopt3 7.98+0.01  7.95+0.01 7.73+0.00 9.15+0.07  9.11+£0.07  9.06+0.02
Yflx 7.91£0.03  7.87+0.09  7.65+0.038  9.14+0.02  9.06+0.02  9.00+0.01

Kontrol 8.04+0.04  7.80+£0.06  7.57£0.02  9.18£0.07  9.15+0.02 8.97+0.12

YoptV: En yiiksek mikrokapsiil verimliligine sahip mikrokapsiilleri igeren yogurt érnekleri

YoptAO: pH degeri 2.0 olan ¢ozelti icerisinde en diigiik Felix O1 azalma oranina sahip mikrokapsiilleri iceren yogurt
ornekleri

Yopt3: En yiiksek mikrokapsiil verimliligine, pH degeri 2.0 olan ¢6zelti igerisinde en diisiik Felix O1 azalma oranina
ve en kiiciik mikrokapsiil gevre uzunluguna sahip mikrokapsiilleri igeren yogurt drnekleri

Ysflx: Serbest formda Felix O1’i igeren yogurt 6rnekleri

Kontrol: Herhangi bir formda Felix O1 igermeyen yogurt 6rnekleri

Peyniralt1 suyu proteini ve inulin kullanilarak piiskiirterek kurutma yontemi ile
mikrokapsiillenen Bifidobacterium BB-12’in yogurt iiretiminde kullaniminin arastirildigi
bir ¢aligmada, yogurt 6rneklerindeki S. thermophilus ve L. bulgaricus sayilarinin sirasiyla
9.63-10.41 ve 8.90-10.47 log kob/g arasinda degistigi belirlenmistir. Uretiminde
peyniraltt suyu protieni kullanilan mikrokapsiile Bifidobacterium BB-12 ilave edilen
yogurt Orneklerindeki S. thermophilus ve L. bulgaricus sayisinin serbest formda
Bifidobacterium BB-12 igeren kontrol grubu yogurt 6rneklerine gore daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Peyniralt1 suyu proteinin yogurt bakterileri i¢in besleyici degeri oldugu
degerlendirilmistir (Pinto vd. 2017). Demir katkili yogurt {iretimi igin ferrik amonyum
siilfatin poligliserol monostearat ile mikrokapsiilendigi bir calismada, iiretilen yogurtlara
serbest ve mikrokapsiile formda ferrik amonyum siilfat ilave edilmistir. Calismanin
kontrol grubunu ferrik amonyum siilfat icermeyen yogurt 6rnekleri olusturmus ve 20 giin
stiresince orneklerdeki S. thermophilus ile L. delbrueckii subsp. bulgaricus’un canliliklar
izlenmistir. Depolama siiresince tiim 6rneklerde S. thermophilus ve L. delbrueckii subsp.
bulgaricus sayisinin sirastyla 8.00 ve 7.00 log kob/g diizeyinde oldugu belirlenmistir. S.
thermophilus ve L. delbrueckii subsp. bulgaricus sayilarinin 6rneklere gore istatistiksel
olarak degismedigi tespit edilmistir. Mikrokapsiile ve serbest formdaki ferrik amonyum
stilfatin yogurt bakterilerinin canliliklarini olumsuz etkilemedigi degerlendirilmistir (Kim
vd. 2003). Calisma sonuglarimizla diger ¢alisma sonuglar1 arasindaki farkliligin, tiretilen
yogurdun bilesen igeriginin ve sonlandirma pH’smin farkli olmasi ile kullanilan S.
thermophilus ile L. delbrueckii subsp. bulgaricus bakterilerinin suslarinin farkl
olmasindan kaynaklanabilecegi degerlendirilmistir.
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4.5.3. Yogurt icerisinde mikrokapsiile ve serbet formdaki Felix O1’in yapay mide
ortamindaki aktivitesi

Yogurt orneklerinde bulunan mikrokapsiile ve serbest formdaki Felix O1’in
depolamanin 1., 15. ve 30. giinlerindeki ve depolama siiresince yapay mide ortamindaki
titre sonuglar1 Cizelge 4.28’de verilmistir. Depolama sonunda optimum verimlilige,
optimum azalma oranina, her ii¢ cevap i¢in optimum kosullara sahip mikrokapsiilleri
iceren yogurt ornekleri ile serbest formda Felix O1 igceren yogurt 6rneginde baslangic
degerine gore Felix Ol titresindeki azalma sirastyla 0.17, 0.09, 0.35 ve 0.61 log pob/g
olarak belirlenmistir. Ayrica depolamanin 30. gliniinde yapay mide ortaminda 120 dakika
bekletilen serbest formda Felix O1 igeren yogurt Orneklerinde Felix Ol tespit
edilememistir.

Cizelge 4.26. Yogurt igerisinde mikrokapsiile ve serbet formdaki Felix O1’in yapay mide
ortamindaki titresi (log pob/g)

Siire (dakika) 1.giin 15. giin 30.glin

Y 0ptViaglangic 6.51+0.03 6.42+0.01 6.34+0.01
5 6.36+0.06 6.28+0.13 6.26+0.06
60 5.90+0.05 5.84+0.03 5.79+0.20
120 5.65+0.05 5.08+0.00 5.05+0.05
Y 0ptAObasiangss 6.42+0.08 6.40+0.08 6.33+0.03
5 6.34+0.03 6.34+0.01 6.29+0.01
60 5.86+0.01 5.80+0.04 5.70+0.11
120 5.64+0.07 5.10+0.03 5.08+0.03
Y 0pt3paslangic 6.50+0.02 6.36+0.03 6.15+0.01
5 6.43+0.03 6.21+0.06 6.07+0.01
60 5.83+0.07 5.76+0.01 5.65+0.14
120 5.60+0.09 5.01+0.00 4.924+0.01
Y sflXpaglangic 6.17+0.04 5.68+0.03 5.56+0.02
5 4.85+0.05 4.94+0.06 4.81+0.03
60 4.09+0.05 3.78+0.10 3.59+0.01
120 2.3840.09 2.37+0.09 T.E

Y 0ptVoasangi: EN yiiksek mikrokapsiil verimliligine sahip mikrokapsiilleri igeren yogurt érneklerindeki baslangi¢ Felix
O1 titresi

Y OptAOvasiangic: pH degeri 2.0 olan ¢ozelti igerisinde en diisiik Felix O1 azalma oranina sahip mikrokapsiilleri igeren
yogurt 6rneklerindeki baglangic Felix O1 titresi

Y0pt3basangie: En yliksek mikrokapsiil verimliligine, pH degeri 2.0 olan ¢ozelti icerisinde en diisiik Felix O1 azalma
oranina Ve en kii¢iik mikrokapsiil cevre uzunluguna sahip mikrokapsiilleri iceren yogurt drneklerindeki baslangic Felix
O1 titresi

Y sflXbastangi: Serbest formda Felix O1°i igeren yogurt drneklerindeki baslangig Felix Ol titresi

T.E: Tespit edilemedi. Felix Ol titresi 2.00 log pob/g ve lizeri degerlerde tespit edilebilmektedir.

Depolama siiresince yapay mide ortamindan belirli zaman araliklarinda alinan
orneklerde belirlenen Felix O1 titresinin istatistiksel analizi sonucunda, incelenen ana
varyasyon kaynaklarindan yogurt ¢esidi, yapay mide ortaminda bekletme siiresi ve
depolama zaman ile ana varyasyon kaynaklarinin birbirleriyle olan interaksiyonlarinin
Felix O1 titresi lizerine p<0.001 diizeyinde etkili oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.29).
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Cizelge 4.27. Yogurt igerisinde mikrokapsiile ve serbet formda bulunan Felix O1’in
yapay mide ortamindaki titre degerlerine ait varyans analiz sonuglari

Varyans kaynaklari SD KO F
Yogurt ¢esidi (YC) 3 26.05 991.97***
Yapay mide ortam1 (YMO) 2 15.64 595.67***
Depolama zamani (DZ) 2 1.17 44.68***
YCxYMO 6 1.95 74.07***
YCxDZ 6 0.27 10.28***
YMOxDZ 4 0.59 22.36***
YCxYMOxDZ 12 0.24 9.28***
Hata 36 0.03

*** p<0.001 diizeyinde 6nemli

Yogurt igerisinde mikrokapsiile ve serbest formdaki Felix O1’in yapay mide
ortamindaki titre degerlerine ait Duncan Coklu Karsilagtirma Testi sonuglart Cizelge
4.30°da verilmistir. Cizelge incelendiginde serbest formdaki Felix O1’i igeren yogurt
orneklerindeki Felix O1 titresinin mikrokapsiile Felix O1 igeren yogurt drneklerinden
daha diisiik oldugu saptanmistir. Mikrokapsiile Felix O1 igeren yogurt orneklerindeki
Felix Ol1 titresi arasindaki farkin istatistiki olarak 6nemli olmadigi (p>0.05) bulunmustur.
S6z konusu sonuglar, mikrokapsiilasyon isleminin Felix O1’in yogurt 6rneklerindeki
aktivitesini olumlu etkiledigini gostermektedir. Yapay mide ortaminda bekletme
stiresinin artmasi ve depolama zamaninin uzamasi ile birlikte yogurt drneklerindeki Felix
Ol1 titresinin azaldig1 tespit edilmistir (p<0.05).

Cizelge 4.28. Yogurt i¢erisinde mikrokapsiile ve serbet formdaki Felix O1’in yapay mide
ortamindaki titre degerlerine ait Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglari

Varyans kaynaklari Felix O1 titresi (log pob/q)
Yogurt ¢esidi
YoptV 5.80+0.47 a*
YoptAO 5.79+0.46 a
Yopt3 5.72+0.48 a
Y sflx 3.3741.51b
Yapay mide ortami (dakika)
5. 5.9340.62 a
60. 5.26+0.95b
120. 4.32+1.70 ¢
Depolama (giin)
1 5.37£1.18 a
15 521£1.11b
30 4.93£1.66 ¢

YoptV: En yiiksek mikrokapsiil verimliligine sahip mikrokapsiilleri igeren yogurt drnekleri

YoptAO: pH degeri 2.0 olan ¢6zelti icerisinde en diisiik Felix O1 azalma oranina sahip mikrokapsiilleri iceren yogurt
ornekleri

Yopt3: En yiiksek mikrokapsiil verimliligine, pH degeri 2.0 olan ¢6zelti igerisinde en diisiik Felix O1 azalma oranina
ve en kii¢iik mikrokapsiil ¢evre uzunluguna sahip mikrokapsiilleri igeren yogurt drnekleri

Ysflx: Serbest formda Felix O1°i igeren yogurt 6rnekleri

*Ayni stitunda farkli harfle isaretlenen ortalama degerler istatistiki olarak birbirinden farklidir (p<0.05)
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Samtlebe vd. (2018) yaptiklari ¢alismada, 11.00 log kob/mL serbest formda Phage
P008 i¢eren 300 g suyu, % 10 oraninda yagsiz siit tozu siispansiyonu (% 35 oraninda siit
tozu ve 11.00 log kob/mL serbest formda Phage PO0OS igermekte) i¢eren 300 g suyu ve %
10 oraninda 10.50 log kob/mL mikrokapsiile Phage PO08 (% 35 oraninda siit tozu igeren
stispansiyondan enzimatik-emiilsiyon yontemi ile elde edilmis) iceren 300 g suyu
dinamik gastrointestinal sisteme tabi tutmuslardir. Mide kisminda 45 dakika sonunda pH
degerinin 2.5’¢ ulastig1 ve serbest formda su ile sisteme verilen Phage P008’in aktivitesini
kaybettigi belirlenirken, 75 dakika sonunda pH degerinin 1.9’un altina inmesiyle birlikte
% 10 yagsiz siit tozu siispansiyonuyla birlikte sisteme verilen serbest formdaki Phage
P008’in de aktivitesini kaybettigi saptanmistir. Bununla birlikte, 240 dakika sonunda
mide ortamindan alinan mikrokapsiiller agilarak belirlenen Phage POO08 titresinin 8.00 log
pob/mL oldugu tespit edilmistir. Yagsiz siit tozu siispansiyonu igerisinde dinamik
gastrointestinal sisteme verilen Phage P008’in aktivitesini su iginde verilenlere gore daha
uzun siire korudugu saptanmistir. Calisma sonuglarimiza gore, depolama sonunda mide
ortamina yogurt iginde verilen mikrokapsiillerdeki Felix O1 titresindeki logaritmik
azalmanin yogurt iginde verilmeyenlere gore daha diisiik oldugu, yogurt i¢inde serbest
formda mide ortamina maruz kalan Felix O1’in ise 120 dakika sonunda titresinin tespit
edilemedigi belirlenmistir. Yogurdun yapisinda bulunan fosfat ve sitrat tuzlari ile birlikte
proteinlerin tamponlayict etkisinden dolayr yapay mide ortaminin pH degerinin
yiikseldigi ve mikrokapsiilenen aktif bilesigin korudugu bildirilmistir (Champagne vd.
2015).

4.5.4. Yogurt icerisinde mikrokapsiile ve serbest formdaki Felix O1’in yapay
bagirsak ortamindaki aktivitesi

Uretiminde mikrokapsiile ve serbest formda Felix Ol kullanilan yogurt
orneklerinde depolama ve yapay bagirsak ortaminda bekletme siiresince belirlenen Felix
O1 titrelerine ait logaritmik degerlerdeki degisim Cizelge 4.31°de goriilmektedir.
Cizelgede sunuldugu iizere mikrokapsiile ve serbest formda Felix Ol igeren yogurt
orneklerinde 30 giinliik depolama siiresince ii¢ farkli zamanda belirlenen ortalama Felix
O1 titrelerinin 6.51-5.56 log pob/g arasinda degistigi tespit edilmistir. Serbest formda
Felix O1 igeren yogurt 6rneginde depolamanin 1., 15. ve 30. glinlerinde yapay bagirsak
ortaminda bekletme sonrasinda belirlenen ortalama Felix Ol titrelerinin azalma
miktarlart sirasiyla 0.30, 0.43 ve 0.37 log pob/g olarak saptanmis ve pankreatin enzimi

iceren bagirsak sivisi igerisinde Felix O1’in aktivitesini devam ettirebildigi goriilmiistiir.
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Cizelge 4.29. Yogurt igerisinde mikrokapsiile ve serbest formdaki Felix O1’in yapay
bagirsak ortamindaki aktivitesi (log pob/g)

Siire (dakika) 1.glin 15. giin 30.giin
Yoptvbaslangu; 65 1i003 642i001 634It001
5 2.81+0.05 2.92+0.08 3.73+0.07
30 3.69+0.10 4.10+0.02 4.24+0.10
60 3.92+0.08 4.27+0.27 4.38+0.12
90 4.18+0.03 4.54+0.06 4.48+0.22
120 5.12+0.00 5.18+0.03 5.24+0.08
Y OptAObasiangi 6.42+0.08 6.40+0.08 6.33+0.03
5 2.75+0.10 2.83+0.06 3.06+0.07
30 3.43+0.09 3.64+0.05 3.68+0.00
60 3.90+0.52 3.88+0.11 4.67+0.01
90 4.36+0.19 4.36+0.03 4.98+0.00
120 4.86+0.10 4.88+0.01 5.09+0.19
Y 0opt3bastangic 6.50+0.02 6.36+0.03 6.15+0.01
5 3.11+0.04 3.50+0.16 4.18+0.07
30 4.12+0.01 4.31+0.17 4.77+0.07
60 4.20+0.17 4.42+0.01 4.87+0.17
90 4.47+0.33 4.77+0.10 5.01+0.03
120 5.16+0.09 5.30+0.06 5.29+0.19
Y sflXpaslangic 6.17+0.04 5.68+0.03 5.56+0.02
5 6.17+0.03 5.63+0.07 5.55+0.01
30 6.15+0.02 5.44+0.02 5.54+0.00
60 6.11+0.00 5.40+0.00 5.46+0.10
90 5.94+0.10 5.34+0.09 5.39+0.01
120 5.87+0.07 5.25+0.03 5.19+0.06

Y0ptVhaslangie: En yiiksek mikrokapsiil verimliligine sahip mikrokapsiilleri igeren yogurt 6rneklerindeki baslangi¢ Felix
O1 titresi

Y OptAObastangic: pH degeri 2.0 olan ¢ozelti igerisinde en diisiik Felix O1 azalma oranina sahip mikrokapsiilleri igeren
yogurt 6rneklerindeki baslangig Felix O1 titresi

Y0pt3basangic: En yliksek mikrokapsiil verimliligine, pH degeri 2.0 olan ¢ozelti icerisinde en diisiik Felix O1 azalma
oranina Ve en kii¢iik mikrokapsiil ¢evre uzunluguna sahip mikrokapsiilleri igeren yogurt 6rneklerindeki baglangi¢ Felix
O1 titresi

Y sflXbastangig: Serbest formda Felix O1’1 igeren yogurt 6rneklerindeki baslangic Felix Ol titresi

Yapay bagirsak ortaminda bekletilen mikrokapsiile Felix O1 igeren yogurt
orneklerinde belirli zaman araliklartyla belirlenen Felix O1 titreleri istatistiksel olarak
degerlendirilmis ve sonuglar Cizelge 4.32°’de sunulmustur. Varyans analiz sonuglari
incelendiginde ana varyasyon kaynaklar1 yogurt ¢esidi, yapay bagirsak ortaminda
bekletme siiresi ve depolama zamani ile yogurt ¢esidi x yapay bagirsak ortaminda
bekletme siiresi interaksiyonunun mikrokapsiile Felix O1 titresi iizerine istatistiksel
olarak p<0.001 6nem diizeyinde etkili oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.30. Yogurt icerisinde mikrokapsiile Felix O1’in yapay bagirsak ortamindaki

titre degerlerine ait varyans analiz sonuglari

Varyans kaynaklari SD KO F
Yogurt ¢esidi (YC) 2 1.73 44 52%**
Yapay bagirsak ortami (YBO) 4 9.06 233.74***
Depolama zamani (DZ) 2 1.96 50.62***
YCxYBO 8 0.15 3.91***
YCxDZ 4 0.05 1.28
YBOxDZ 8 0.09 2.41*
YCxYBOxDZ 16 0.05 1.34
Hata 45 0.04

* p<0.05, *** p<0.001 diizeyinde 6nemli

Depolama siiresince yapay bagirsak ortaminda bekletilen mikrokapsiile Felix O1
iceren yogurt Orneklerindeki Felix O1 titresine ait ortalamalarin Duncan Coklu
Karsilastirma Testi sonuglar1 Cizelge 4.33’de verilmistir. Cizelge incelendiginde en
yiiksek Felix Ol titresi her ii¢ cevap i¢inde optimum kosullarda iiretilen mikrokapsiile
Felix Ol igeren yogurt orneklerinde; en diisiik Felix O1 titresi ise optimum azalma
oranina sahip mikrokapsiile Felix O1 iceren yogurt orneklerinde belirlenmistir. Yapay
bagirsak ortaminda bekletilen mikrokapsiile Felix O1 igeren yogurt 6rneklerindeki Felix
Ol titresi bekletme siiresinin ve depolama zamaninin uzamasiyla birlikte arttigi tespit

edilmistir.

Cizelge 4.31. Yogurt icerisinde mikrokapsiile Felix O1’in yapay bagirsak ortamindaki

titre degerlerine ait Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglari

Varyans kaynaklari Felix O1 titresi (log pob/g)
Yogurt cesidi
YoptV 4.19+0.70 b*
YoptAO 4.03+0.78 ¢
Yopt3 4.50+£0.62 a
Yapay bagirsak ortami (dakika)
5. 3.21£0.47 ¢
30. 4.00+0.41d
60. 4.284+0.39 ¢
90. 4.57+0.31b
120. 5.1240.18 a
Depolama (giin)
1 4.01£0.75 ¢
15 4.19+0.72 b
30 4.51+0.63 a

YoptV: En yiiksek mikrokapsiil verimliligine sahip mikrokapsiilleri i¢eren yogurt 6rnekleri

YoptAO: pH degeri 2.0 olan ¢ozelti icerisinde en diisiik Felix O1 azalma oranina sahip mikrokapsiilleri i¢eren yogurt

Ornekleri

Yopt3: En yiiksek mikrokapsiil verimliligine, pH degeri 2.0 olan ¢6zelti igerisinde en diisiik Felix O1 azalma oranina

ve en kiiciik mikrokapsiil gevre uzunluguna sahip mikrokapsiilleri igeren yogurt rnekleri

*Aym siitunda farkl harfle isaretlenen ortalama degerler istatistiki olarak birbirinden farklidir (p<0.05).

66



BULGULAR VE TARTISMA F. ERGIN

4.6. Felix O1’in mikrokapsiillerden salilmmminin matematik modellenmesi

Optimizasyon cevabina gore sec¢ilen degiskenler kullanilarak iiretilen ii¢ farkli
mikrokapsiilden Felix O1’in salinimi yapay bagirsak ortaminda belirlenmistir. Ayrica
yogurt iiretiminde kullanilan s6z konusu mikrokapsiillerden Felix O1’in salinimi
depolama siiresince tespit edilerek, model gida olan yogurdun yapay bagirsak ortaminda
Felix O1 salinimi iizerine etkisi incelenmistir. Yapay bagirsak ortamindan 5, 30, 60, 90
ve 120. dakikalarda 6rnek alinarak Felix O1 titresi belirlenmis ve mikrokapsiillerdeki
baslangi¢ Felix Ol titresine gére % salinim oranlar1 hesaplanmstir.

4.6.1. Depolama siiresince Felix Ol’in yapay bagirsak ortaminda
mikrokapsiillerden salinimi

Felix Ol’in yapay bagirsak ortaminda farkli optimum noktalarda {iretilen
mikrokapsiillerden salinim oranlarindaki degisim 120 dakika siiresince izlenmis ve
Cizlege 4.34’te sunulmustur. Cizelge incelendiginde, mikrokapsiillerden Felix O1’in
salimim oranlarinin optimum verimlilik oranina sahip mikrokapsiiller icin % 63.82 ile
98.57; optimum azalma oranina sahip mikrokapsiiller i¢in % 51.20 ile 97.80 ve her ii¢
cevap i¢in optimum kosullarda iiretilen mikrokapsiillerde % 73.19 ile 99.02 arasinda
degistigi tespit edilmistir. Depolama siiresinin sonunda en fazla Felix O1 saliniminin her
lic cevap ic¢in optimum kosullarda iiretilen mikrokapsiillerde oldugu belirlenirken, en az
Felix Ol salinnmimnin optimum azalma oranina sahip mikrokapsiillerde oldugu
Saptanmaistir.

Cizelge 4.32. Depolama siiresince Felix O1’in  yapay bagirsak ortaminda
mikrokapsiillerden salinim oranlar (%)

Siire (dakika) 1.giin 15. giin 30.glin

0* 0 0 0
> 5 63.82+0.62 64.06:0.80 69.11£1.06
8’ 30 73.64+3.23 81.25+0.79 80.09+0.28
60 77.54+2.35 85.65+1.14 86.86+1.76
90 79.95+0.29 87.11+£0.89 87.98+1.18
120 95.80+0.32 97.61£0.00 98.57+0.08

o 0 0 0 0
< 5 51.20+0.15 51.90+0.72 57.86+1.43
g 30 61.67+4.18 64.38+0.41 69.22+0.43
60 68.23+0.28 75.16+1.72 73.11+2.07
90 70.93+2.42 77.88+0.18 78.45+0.34
120 92.15+4.43 97.36+0.12 97.80+0.11

0 0 0 0
‘Jg_ 5 73.19+0.77 74.53+0.21 75.59+0.22
(@) 30 76.52+1.85 76.72+3.66 76.49+2.36
60 79.81+0.83 89.03+0.62 90.79+0.87
90 84.86+£1.06 92.11£1.59 93.79+2.77
120 96.27+0.03 97.48+1.25 99.02+0.42

OptV: En yiiksek mikrokapsiil verimliligine sahip mikrokapsiiller

OptAO: pH degeri 2.0 olan ¢ozelti igerisinde en diisiik Felix O1 azalma oranina sahip mikrokapsiiller

Opt3: En yiiksek mikrokapsiil verimliligine, pH degeri 2.0 olan ¢6zelti i¢erisinde en diisiik Felix O1 azalma oranina ve
en kiigiik mikrokapsiil ¢cevre uzunluguna sahip mikrokapsiiller

* (. dakika mikrokapsiillerin yapay bagirsak ortamina koyuldugu an olarak alinmis ve Felix O1 salinimim 0 oldugu
varsayilmustir.
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Farkli optimum noktalarda {iretilen mikrokapsiillerden 30 giinliikk depolama
periyodunda ti¢ farkli zamanda, yapay bagirsak ortaminda bekletme siiresince belirlenen
Felix Ol1’¢ ait salinim oranlarindaki degisimin daha net gosterilebilmesi amaciyla
hazirlanan grafik Sekil 4.8’de sunulmustur. Sekil 4.8’de goriildiigii izere yapay bagirsak
ortaminda ilk 5 dakikada mikrokapsiillerden hizli bir Felix Ol saliimi meydana
gelmekteyken ilerleyen dakikalarda Felix O1’in salinim hiz1 yavaglayarak artmaktadir.
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Sire (dk)
15. giin
100 —
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Sekil 4.8. Farkli optimum noktalarda iiretilen mikrokapsiillerden 30 giinlik depolama
periyodunda ii¢ farkli zamanda, yapay bagirsak ortaminda bekletme siiresince belirlenen

Felix O1’e ait salinim oranlarindaki degisim Qpty OptAo opt3
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Yapay bagirsak ortami i¢indeki mikrokapsiillerden Felix O21’in salinimin
oranlarinin birinci dereceden kinetik model, Higuchi, Hixon-Crowell, Korsmeyer-Peppas
ve Baker-Lonsdale modellerine uyumlulugu arastirilmis ve R? degerlerine bakilarak Felix
O1 salinimimnin hangi modele daha fazla uygunluk gosterdigi belirlenmistir (Cizelge
4.35). Cizelge incelendiginde, tiim mikrokapsiil gesitleri ile depolama giinlerinde Felix
O1’in mikrokapsiillerden saliniminin Korsmeyer-Peppas modeline uygun oldugu, R?

PR

degerlerinin 0.960 ile 0.995 arasinda degistigi belirlenmistir.

Cizelge 4.33. Mikrokapsiillerdeki Felix O1 salinim oranlarimin birinci dereceden kinetik
model, Higuchi, Hixon-Crowell, Korsmeyer-Peppas ve Baker-Lonsdale modellerine ait
R? degerleri

Mikrokapsiil Depolama Birinci . . Baker-  Hixon- Korsmeyer
- zamani dereceden Higuchi
cesidi (aiin) Kinetik model Lonsdale Crowell  -Peppas
1 0.095 0.564 0.571 0.103 0.980
OptV 15 0.114 0.579 0.587 0.124 0.995
30 0.182 0.529 0.538 0.192 0.994
1 0.212 0.722 0.727 0.206 0.960
OptAO 15 0.278 0772 0.776 0.272 0.974
30 0.118 0.676 0.681 0.111 0.967
1 0.282 0.439 0.447 0.291 0.983
Opt3 15 0.240 0.482  0.491 0.251 0.990
30 0.220 0.492 0.501 0.230 0.987

OptV: En yiiksek mikrokapsiil verimliligine sahip mikrokapsiiller

OptAO: pH degeri 2.0 olan ¢ozelti igerisinde en diisiik Felix O1 azalma oranina sahip mikrokapsiiller

Opt3: En yiiksek mikrokapsiil verimliligine, pH degeri 2.0 olan ¢dzelti igerisinde en diisiik Felix O1 azalma oranina ve
en kiiciik mikrokapsiil cevre uzunluguna sahip mikrokapsiiller

Korsmeyer-Peppas modeli “F=kt" esitligi ile ifade edilmektedir. Esitlikteki k ve
n degerleri sirasiyla, diflizyon katsayisini ve aktif bilesenin salinim mekanizmasini
belirten salinim tistelini gostermektedir. Kiiresel sistemler i¢in n<0.43 oldugu degerler,
salimmin Fick difiizyon yasasmna uydugunu ve salimimin difiizyon kontrolli ile
gerceklestigini ifade etmektedir. Felix O1’in mikrokapsiillerden salinimi Korsmeyer-
Peppas modeline gore diizenlendiginde k degerlerinin 2.55 ile 4.53 arasinda; n
degerlerinin ise 0.08 ile 0.19 arasinda degistigi belirlenmistir (Cizelge 4.36). Tim
mikrokapsiil ¢esitleri i¢in Felix O1 saliniminin difiizyon ile gerceklestigi saptanmistir. En
diisiik diflizyon katsayis1 degerleri optimum azalma oranina sahip mikrokapsiillerde
belirlenirken, en yiiksek difiizyon katsayis1 degerlerinin her ii¢ cevap icin optimum
kosullarda tiretilen mikrokapsiillere ait oldugu tespit edilmistir. Optimum verime sahip
mikrokapsiiller ile optimum azalma oranina sahip mikrokapsiillere ait diflizyon katsayisi
degerleri depolamanin 30. giliniinde en yiiksek degerlerine ulagmustir.
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Cizelge 4.34. Mikrokapsiillerdeki Felix Ol salinim oranlarinin Korsmeyer-Peppas
modeli difiizyon katsayisi ve salimim {isteli degerleri

Mikrokapstil Depolama zamani Difiizyon katsayisi Salinim tisteli
cesidi (giin) (m?/s) (n)
1 3.77 0.11
OptV 15 3.86 0.12
30 4.15 0.10
1 2.62 0.17
OptAO 15 2.55 0.19
30 3.08 0.15
1 4.53 0.08
Opt3 15 4.48 0.09
30 4.45 0.09

OptV: En yiiksek mikrokapsiil verimliligine sahip mikrokapsiiller

OptAO: pH degeri 2.0 olan ¢dzelti igerisinde en diisiik Felix O1 azalma oranina sahip mikrokapsiiller

Opt3: En yiiksek mikrokapsiil verimliligine, pH degeri 2.0 olan ¢ozelti i¢erisinde en diigiik Felix O1 azalma oranina ve
en kiiciik mikrokapsiil ¢evre uzunluguna sahip mikrokapstiller

4.6.2. Depolama siiresince yogurt orneklerinde Felix O1’in yapay bagirsak
ortaminda mikrokapsiillerden salinim

Yogurt Orneklerindeki farkli mikrokapsiillerden Felix O1’in salinimi yapay
bagirsak ortaminda incelenmis ve sonuglar Cizelge 4.37’de verilmistir. Depolama
stiresince en az Felix Ol salinimin 1. giinde % 41.50 ile optimum azalma oranina sahip
mikrokapsiillerden oldugu; en fazla salinimin ise % 85.91 ile her ii¢ cevap i¢in optimum
kosullarda iiretilen mikrokapsiillerde gerceklestigi  tespit  edilmistir.  Farkl
mikrokapsiilleri igeren yogurt 6rneklerinin yapay bagirsak ortaminda bekletme siiresi ve
depolama zamaninin uzamasina bagli olarak mikrokapsiillerden salinan Felix O1 oraninin
arttig1 belirlenmistir (Cizelge 4.37).
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Cizelge

4.35. Yogurt oOrneklerinde Felix O1’in yapay bagirsak ortaminda

mikrokapstillerden salinim oranlar1 (%)

Siire (dakika) 1.glin 15. giin 30.giin

0* 0 0 0
> 5 43.19+0.51 45.57+£1.21 58.76+1.05
§ 30 56.71+1.55 63.86+0.27 66.93+1.52
60 60.25+1.19 66.50+4.14 69.12+1.92
90 64.13+0.45 70.77+0.97 70.60+3.40
120 78.54+0.00 80.67+0.45 82.69+1.24

< 0 0 0 0
o 5 41.50+1.54 44.26+0.98 48.33+1.15
S 30 51.79+1.29 56.92+0.76 58.15+0.07
> 60 58.90+7.89 60.65+1.73 73.88+0.14
90 65.88+2.80 68.24+0.50 78.78+0.00
120 73.38+1.51 76.33+0.17 80.52+3.02

0 0 0 0
2 5 48.70+0.55 55.00+2.50 67.99+1.15
S 30 64.57+0.23 67.69+2.69 77.54+1.19
60 65.91+2.63 69.38+0.12 79.1442.78
90 70.05+5.24 75.00+1.51 81.37+0.42
120 80.97+1.47 83.26+0.94 85.91+3.09

YoptV: En yiiksek mikrokapsiil verimliligine sahip mikrokapsiilleri igeren yogurt érnekleri

YoptAO: pH degeri 2.0 olan ¢ozelti igerisinde en diisiik Felix O1 azalma oranina sahip mikrokapsiilleri igeren yogurt
ornekleri

Yopt3: En yiiksek mikrokapsiil verimliligine, pH degeri 2.0 olan ¢6zelti igerisinde en diisiik Felix O1 azalma oranina
ve en kiiciik mikrokapsiil gevre uzunluguna sahip mikrokapsiilleri igeren yogurt drnekleri

* (. dakika yogurt 6rneklerinin yapay bagirsak ortamina koyuldugu an olarak alinmis ve Felix O1 salinimin 0 oldugu
varsayilmigtir.

Uretiminde farkli optimum noktalarda iiretilen mikrokapsiillerin kullanldig
yogurt Orneklerinden depolama periyodunda ii¢ farkli zamanda, yapay bagirsak
ortaminda bekletme siiresince belirlenen Felix O1’e ait salinim oranlarindaki degisimin
daha net gosterilebilmesi amaciyla hazirlanan grafik Sekil 4.9°da sunulmustur. Sekil
4.9°da gorildigi iizere, 1, 15 ve 30. giinlerde yapay bagirsak ortamina en az salinim
oraninin Uretiminde optimum azalma oranina sahip mikrokapsiillerin kullanildig: yogurt
orneklerinde oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.9. Uretiminde farkli optimum noktalarda iiretilen mikrokapsiillerin kullanildig

yogurt 6rneklerinden 30 giinliik depolama periyodunda ii¢ farkli zamanda, yapay bagirsak

ortaminda bekletme siiresince belirlenen Felix O1’e ait salinim oranlarindaki degisim
——YoptV YoptAOD —e—Yopt3

Mikrokapsiillerdeki Felix O1 salinimi iizerine model gida olan yogurdun etkisinin
incelenebilmesi i¢in mikrokapsiillerden Felix O1’in salimmin oranlarmin birinci
dereceden kinetik model, Higuchi, Hixon-Crowell, Korsmeyer-Peppas ve Baker-
Lonsdale modellerine uyumlulugu arastirilmis ve R? degerlerine bakilarak yogurt icindeki
mikrokapsiillerden Felix O1 saliniminin hangi modele daha fazla uygunluk gosterdigi
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belirlenmigtir  (Cizelge 4.38). Depolama siiresince  yogurt Orneklerindeki
mikrokapstillerden salinan Felix O1 oraninin Korsmeyer-Peppas modeline uygun oldugu,

modele uygunlugun gostergesi olan R? degerlerinin 0.979 ile 0.999 arasinda degistigi
saptanmistir.

Cizelge 4.36. Yogurt igerisindeki mikrokapsiillerden Felix O1 salinim oranlarinin birinci
dereceden kinetik model, Higuchi, Hixon-Crowell, Korsmeyer-Peppas ve Baker-
Lonsdale modellerine ait R? degerleri

Mikrokapsiil Depolama Birinci . . Baker-  Hixon- Korsmeyer-
- zamani dereceden Higuchi
cesidi (aiin) Kinetik model Lonsdale Crowell Peppas
1 0.182 0.731 0.735 0.177 0.979
YoptV 15 0.101 0.707 0.712 0.095 0.993
30 0.229 0.489 0.496 0.236 0.985
1 0.158 0.738 0.742 0.152 0.991
YoptAO 15 0.143 0.721 0.725 0.138 0.991
30 0.158 0.738 0.742 0.152 0.991
1 0.018 0.653 0.658 0.011 0.989
Yopt3 15 0.094 0.586 0.592 0.101 0.993
30 0.426 0.382 0.390 0.434 0.999

YoptV: En yiiksek mikrokapsiil verimliligine sahip mikrokapsiilleri igeren yogurt érnekleri

YoptAO: pH degeri 2.0 olan ¢ozelti icerisinde en diisiik Felix O1 azalma oranina sahip mikrokapsiilleri igeren yogurt
ornekleri

Yopt3: En yliksek mikrokapsiil verimliligine, pH degeri 2.0 olan ¢dzelti i¢erisinde en diisiik Felix O1 azalma oranina
ve en kiiciik mikrokapsiil gevre uzunluguna sahip mikrokapsiilleri igeren yogurt drnekleri

Cizelge 4.39°da yogurt igerisindeki mikrokapsiillerden Felix O1 salinim
oranlarinin Korsmeyer-Peppas modeli difiizyon katsayis1 ve salimim isteli degerleri
verilmistir. Cizelgeye gore, yogurt 6rneklerindeki mikrokapsiillerden salinan Felix O1’in
mikrokapsiillerden salinimi Korsmeyer-Peppas modeline gore diizenlendiginde k
degerlerinin 2.03 ile 3.75 arasinda; n degerlerinin ise 0.07 ile 0.18 arasinda degistigi
belirlenmistir. Modele ait salinim iisteli degerleri incelendiginde 0.43’den kiiciik
olduklar1 ve salinimin difiizyon ile gergeklestigi tespit edilmistir. Optimum verimlilige
sahip mikrokapsiiller ile her ii¢ cevap igin optimum kosullarda iiretilen mikrokapsiilleri
iceren yogurt oOrneklerinde yapay bagirsak ortamina salinan Felix O1’in diflizyon
katsayist degerlerinin depolama siiresi ile birlikte arttig1 saptanmistir. Yogurt igerisinde
bulunmayan mikrokapsiillerle yogurt igindeki mikrokapsiillerin difiizyon katsayisi
degerleri karsilagtirildiginda, yogurt icerisindeki mikrokapsiillerden Felix O1 saliniminin
daha yavas gergeklestigi goriilmektedir.
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Cizelge 4.37. Yogurt icerisindeki mikrokapsiillerden Felix Ol salinim oranlarinin
Korsmeyer-Peppas modeli difiizyon katsayisi ve salinim tisteli degerleri

Mikrokapstil Depolama zamani Difiizyon katsayisi Salinim tsteli

cesidi (giin) (m?/s) (n)
1 2.03 0.18

YoptV 15 2.25 0.17
30 3.13 0.09

1 2.19 0.18

YoptAO 15 2.07 0.17
30 2.19 0.18

1 2.44 0.15

Yopt3 15 2.83 0.12
30 3.75 0.07

YoptV: En yiiksek mikrokapsiil verimliligine sahip mikrokapsiilleri iceren yogurt drnekleri

YoptAO: pH degeri 2.0 olan ¢6zelti igerisinde en diisiik Felix O1 azalma oranina sahip mikrokapsiilleri igeren yogurt
ornekleri

Yopt3: En yliksek mikrokapsiil verimliligine, pH degeri 2.0 olan ¢ozelti i¢erisinde en diisiik Felix O1 azalma oranina
ve en kiiciik mikrokapsiil ¢evre uzunluguna sahip mikrokapsiilleri igeren yogurt drnekleri
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5. SONUCLAR

Bu ¢alismada, Felix O1’in mikrokapsiilasyonunda kullanilan sodyum aljinat ve
sodyum kazeinatin karisim oranlar1 ile mikrokapsiilasyon uygulamasindaki islem
degiskenlerinden olan titresim frekansi, en yiiksek verimlilik degerine, pH 2.0’de Felix
Ol sayisindaki en diisiik azalma oranina ve en kiiglik cevre uzunluguna sahip
mikrokapstillerin tiretimi i¢in optimize edilmistir. Ayrica ii¢ farkli optimum noktada
tiretilen Felix O1 mikrokapsiilleri yogurt tiretiminde kullanilmistir. Serbest formdaki
Felix O1 ve mikrokapsiile Felix O1’in yogurdun bazi fizikokimyasal ve mikrobiyolojik
Ozellikleri iizerine etkisi incelenmistir. Gerek depolanan Felix O1 mikrokapsiilleri
gerekse de Felix O1 mikrokapsiillerini i¢ceren yogurt 6rnekleri yapay mide ve bagirsak
ortamlarinda 120 dakika bekletilmis ve Felix O1’in aktivitesi arastirilmistir. Bununla
birlikte yapay bagirsak ortaminda Felix O1’in mikrokapsiillerden salinimlarinin
matematik modellemesi yapilmistir. Calismamiz sonunda elde ettigimiz sonuglar asagida
sunulmustur:

Salmonella enterica subps. enterica DSM18522’nin 37°C’de 24 saat siiresince
canliligt ve optik yogunlugu saptanmistir. Calisma siiresince Felix O1 titresinin
belirlenmesi i¢in erken g¢ogalma evresi olarak S. enterica subps. enterica DSM18522
sayisinin 8.00 log kob/mL ve ODgoo degerinin 1.0 oldugu 120. dakikanin uygun oldugu
degerlendirilmistir.

Felix O1, pH degerleri 2.0, 2.5, 3.0 ve 5.0 olan ¢ozeltiler igerisinde 60 dakika
stiresince tutulmus ve pH 2.0 degerinin Felix O1 i¢in 6limciil oldugu tespit edilmistir.

Felix Ol bakteriyofajinin mikrokapsiilasyonunun optimizasyonunda kullanilan
sodyum aljinat ve sodyum kazeinat oranlar1 yapilan 6n denemeler ile literatiir bilgileri
dogrultusunda sirastyla % 1.0-2.0 ve % 0-3.5 araliginda belirlenirken, frekans deger
aralig1 1.5-4.5 kHz olarak saptanmistir.

Mikrokapsiil iiretimi sirasinda ¢ozeltideki sodyum aljinat ve sodyum kazeinat
oraninin artmasi ile birlikte mikrokapsiil verimliliginin arttigi ve sodyum kazeinat
icermeyen kaplama ¢ozeltileri ile hazirlanan mikrokapsiillerin pH 2.0 ¢6zeltisi igerisinde
Felix O1’1 koruyamadig: tespit edilmistir.

En biiyiik ¢evre uzunlugu (2.57+0.19 mm) % 2.0 oraninda sodyum aljinat ile % 3.5
oraninda sodyum kazeinat igeren kaplama c¢dozeltisiyle hazirlanan mikrokapsiillerde
belirlenmis olup, s6z konusu degerlerde akis hiz1 ve titresim frekansinin laminar s1vi jetini
olusturamadig1 ortaya konulmustur.

Kaplama ¢ozeltilerinin viskozite degerlerinin igerdikleri sodyum aljinat ve sodyum
kazeinat oranmin yiikselmesiyle arttig1 saptanmistir. Pearson korelasyon analizi
sonuglarma gore, kaplama c¢ozeltilerinin viskozite degerleri ile mikrokapsiilasyon
verimliligi arasinda pozitif yonlii % 46 oraninda; pH 2.0’ye maruz birakilan
mikrokapstillerdeki Felix O1’in azalma orani degerleri arasinda negatif yonlii % 27 ve
mikrokapsiillerin ¢evre uzunluklar1 arasinda pozitif yonii % 84 oraninda korelasyon
saglanmistir. Bununla birlikte kaplama ¢ozeltilerinin  viskozite degerlerinin
mikrokapsiillerin morfolojik yapisini etkiledigi degerlendirilmistir.
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En yiiksek verimlilik degerine sahip mikrokapsiilleri tiretmek i¢in frekans degerinin
1.61 kHz, kaplama ¢ozeltisindeki sodyum aljinat ve kazeinat oranlarinin sirastyla % 1.86
ve % 3.26 oldugu; pH 2.0’ye maruz birakilan mikrokapsiillerdeki Felix O1’in azalma
oranmin en diisiik oldugu optimum nokta i¢in frekans degerinin 4.50 kHz, kaplama
¢ozeltisindeki sodyum aljinat ve kazeinat oranlarinin sirastyla % 2.00 ve % 2.69 oldugu;
en yiiksek mikrokapsiil verimliligi, pH 2.0’ye maruz birakilan mikrokapsiillerde en diistik
Felix O1 azalma orani ve en kiigiik mikrokapsiil ¢evre uzunlugu olmak iizere her ii¢ cevap
icin optimum kosullara sahip mikrokapsiilleri iiretmek i¢in frekans degerinin 4.50 kHz,
kaplama ¢ozeltisi igerisindeki sodyum aljinat ve kazeinat oranlarinin sirastyla % 1.53 ve
% 2.72 oldugu nokta optimum olarak belirlenmistir. Felix O1 i¢ceren mikrokapsiillerde
cevaplar icin gergeklestirilen dogrulama denemelerinin sonuglarinin - modelden
tahminlenen degerlere oldukca yakin oldugu tespit edilmistir.

Depolama sonunda yapay mide sivisi i¢ginde optimum verimlilie, optimum azalma
oranina ve her ii¢ cevap icin optimum kosullara sahip mikrokapsiillerde baslangig
degerine gore Felix Ol titresindeki azalma sirastyla 2.16, 2.11 ve 2.88 log pob/g olarak
saptanmistir. En iyi korumayi kaplama ¢ozeltisinde en fazla sodyum aljinat igeren,
optimum azalma oranina sahip mikrokapsiillerin sagladigi ortaya konmustur. Yapay
bagirsak ortaminda en fazla Felix Ol salinim miktarinin kaplama ¢ozeltisinde en az
sodyum aljinat igeren, her ii¢ cevap igin optimum degerlerde iiretilen mikrokapsiillerde
oldugu belirlenmistir.

Tiim yogurt 6rneklerinin depolama stiresince pH degerlerinin diistiigi, titrasyon
asitligi degerlerinin ise yiikseldigi tespit edilmistir. Mikrokapsiil liretiminde kullanilan
sodyum kazeinatin tamponlama etkisinden dolay1 mikrokapsiil igeren yogurt 6rneklerinin
pH degerlerinin yiiksek, titrasyon asitligi degerlerinin ise mikrokapsiil icermeyen yogurt
orneklerine gore daha diisiik oldugu degerlendirilmistir.

Mikrokapsiil icermeyen yogurt drneklerine gore daha yiiksek pH degeri olan
mikrokapsiil igeren yogurt Orneklerindeki L. delbrueckii subsp. bulgaricus ve S.
thermophilus sayilarinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Ayrica mikrokapsiile ve
serbest formdaki Felix O1’in yogurt 6rneklerindeki L. delbrueckii subsp. bulgaricus ve
S. thermophilus sayilari {izerinde olumsuz bir etkisinin olmadig1 ortaya konmustur.

Yapay mide ortaminda, depolama sonunda serbest formda Felix O1 igeren yogurt
orneklerinde Felix Ol aktivitesi tespit edilemezken, pankreatin enzimi igeren bagirsak
ortami igerisinde Serbest formdaki Felix O1’in aktivitesini devam ettirebildigi
saptanmuistir.

Tek basina ya da yogurt igerisinde yapay bagirsak ortaminda bekletilen
mikrokapsiillerden Felix Ol salinnminin Korsmeyer-Peppas modeline uydugu ve
salinimin diflizyon ile gergeklestigi tespit edilmistir. Yogurdun yapay bagirsak ortaminda
Felix O1’in mikrokapsiillerden salinimini yavaslattigi ve 120 dakikanin sonunda daha az
oranda Felix O1 salindig1 belirlenmistir.

Gidalarda antibakteriyel ajan olarak patojen bakterilerin kontrolii amaciyla
bakteriyofajlar kullanilabilmektedir. Bununla birlikte elde ettigimiz sonuglar neticesinde,
Felix O1’in yogurdun fonksiyonel 6zelliginin arttirilmasinda kullanilabilecegi, boylece
Felix O1’in yogurt ile viicuda tasinabilecegi ve viicut i¢erisinde etkin bir sekilde faaliyet
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gosterebilecegi ortaya konmustur. Bundan sonraki siiregte, yapay bagirsak ortamina
patojenlerden olusan mikrobiyal flora eklenmesi ve Felix O1 ile birlikte farkli
bakteriyofajlar1 da icerecek sekilde hazirlanacak faj kokteylilerinin patojenlere karsi
etkinliginin bagirsak ortaminda belirlenmesi iizerine ¢alismalarin yapilmasi gerektigi
degerlendirilmistir.
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