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Ozet

Probiyotikler yeterli sayida alindiklarinda, konake¢i sagligi tizerinde olumlu etkiler gosteren canl
mikroorganizmalar olarak tanimlanmaktadir. Probiyotik mikroorganizmalardan beklenen yararl etkinin
goriilmesi i¢in iiriinde raf 6mrii sonuna kadar belirli sayida canli mikroorganizmanin bulunmasi ve sindirim
sisteminden etkilenmeden bagirsaklara ge¢mesi gerekmektedir. Probiyotik gida iiretiminde s6z konusu
mikroorganizmalarin canliligini korumada mikroenkapsiilasyon tekniginin, yeni yontemlerden biri oldugu
bildirilmistir. Mikroenkapsiilasyon isleminde kaplama yontemi olarak ¢ogunlukla ekstriizyon ve emiilsiyon
teknikleri kullanilmaktadir. Bu derlemede, probiyotik gida iiretiminde kullanilan mikroenkapsiilasyon
tekniklerinin yani sira mikroenkapsiilasyonla ilgili gelistirilen alternatif yontemler ve konu ile ilgili yapilan

calismalar hakkinda bilgi verilmeye calisilmistir.

Anahtar kelimeler: Mikroenkapsiilasyon, probiyotik, immobilizasyon, kaplama yontemleri

MICROENCAPSULATION OF PROBIOTIC
MICROORGANISMS

Abstract

Probiotics are defined as live microorganisms that have beneficial effects on their hosts when administered in
adequate amounts. For having beneficial effects of probiotics, it is necessary that probiotic microorganisms
maintain the adequate number of viable cells during the shelf life of the product as well as during the
gastrointestinal (GI)-tract transit after consumption. It was reported that one of the new methods is
microencapsulation technique to enhance the survival of microorganisms used in production of probiotic
food. Mostly, techniques of extrusion and emulsion have been used as a microencapsulation method. In
this review, it was informed about microencapsulation techniques used in food production, new alternative
methods and some researches.
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GIRIS

Probiyotikler, yeterli sayida alindiklarinda konakgi
saglig tizerinde olumlu etkiler gosteren canli mik-
roorganizmalardir (1-4). Probiyotik mikroorganiz-
malarin beklenen faydali etkiyi saglayabilmeleri
i¢in, 106-107 kob/mL veya daha fazla sayida viicuda
alinmalari ve icinde bulunduklari gidanin iiretimi
ve raf 6mrii stiresince canli kalabilmeleri gerekmek-
tedir (5). Probiyotiklerin belirli sayida ve diizenli
olarak tiiketilmelerine ilaveten, alinan bakterilerin
sindirim sisteminde mide asitligi, safra tuzlari, ce-
sitli enzimler vb. gibi zor kosullarda da canliligin
koruyabilmesi, uygun miktarlarda bagirsaklara ula-
sarak, kolonize olmasi gerekmektedir. Probiyotik
mikroorganizmalarin canliliginin ve stabilitesinin
korunmasi, bir¢ok trtinde, gerek isleme sirasinda,
gerekse depolama ve satis asamalarinda 6nemli bir
sorun olarak ortaya ¢ikmaktadir. Probiyotik gida-
larda kullanilan mikroorganizmalarda, tiriine 6zgii
turler olma 6zelliklerinin yani sira, tirtintin raf 6mri
boyunca canliliklarini koruyabilme 6zellikleri de
aranmaktadir. Ayrica, probiyotik tiirlerin se¢imin-
de, ilgili yeni tiretim teknolojileri ve formiilasyon-
lar1 dikkate alinarak, fonksiyonel 6zellikleri olanlar
oncelikli olarak secilmektedir (6-9). Diger yandan,
probiyotik {rtnlerin, ticari olarak tretilmeden
once, pilot tretimleri gerceklestirilerek, iiretimin-
de uygulanan iglemler sirasinda ve sonrasinda canli
kalma oranlar1 belirlenmektedir (10, 11).

Tiiketici talepleri dogrultusunda, probiyotik tiriin-
lerin cesitliligi artmakta ve pazardaki pay:r biyii-
mektedir (12). Ancak probiyotik mikroorganizma
iceren fonksiyonel gidalarin gelistirilmesini ve tire-
timini kisitlayan bir takim engeller vardir (13-15).
Bunlar; gidanin islenmesinden kaynaklanan engel-
ler (yiiksek sicaklik, kurutma, dondurma, yiiksek
basing, asidik veya alkali ortam), tiiketiminden son-
ra metabolizmadan kaynaklanan engeller (sindirim
sistemi enzimleri, yiiksek asidik ortam ve safra tuz-
lar1) ve mikroorganizmanin kendisinden kaynakla-
nan engellerdir (anaerobik gelisme kosullar1 ve zen-
gin besin maddeleri gereksinimi, oksijen, sicaklik,
pH, inhibitorler ve rekabetci mikroorganizmalar-
dan kaynaklanan stres kosullari).

Probiyotik gida tiretimini kisitlayan en 6nemli et-
ken, kullanilan mikroorganizmalarin stabilitesi-
ni, yani canlilhigini koruyamamasidir. Son yillarda
yapilan bazi aragtirmalarda mikroenkapsiilasyon
(ME) tekniginin, probiyotiklerin teknolojik 6zellik-
lerinin arttirilmasinda kullanilan yeni yontemler-
den biri oldugu bildirilmistir. ME teknigi ile ilgili
yapilan daha 6nceki ¢aligmalarda, mikroenkapsiile
probiyotiklerin olumsuz kosullardaki canli kalma
siireleri incelenmistir. Caligmalarda probiyotikler
icin uygun ME teknikleri ve materyalleri avantaj ve
dezavantajlariyla arastirilmistir (10, 16-18). Bu der-
lemede, probiyotik gida iiretiminde kullanilan ME
tekniklerinin yani sira ME ilgili gelistirilen alternatif

Cizelge 1. Probiyotik mikroenkapstlasyonunun yararli etkileri (2, 16, 17)

Urtin

Yarar

Kurutulmus probiyotik kultur

-Oksijene duyarl kulttrlerin Uretimini saglama
-SantrifUje duyarl kiltUrlerin dizeltimesini
saglama

-Yiksek ekzopolisakkarit Greten kultdrlerin
iyilestiriimesini saglama

-Daha dusuk kontaminasyon tehlikesi
-Kdlttrler havada kurutulabilir

Nutrosotikler

-Gastrik ¢cozeltilerde dayanimin arttinimasi
-Safra ¢ozeltilerinde dayanimin arttirnimasi
-Kurutulmus formda depolama sirasinda
dayanikliigin arttinimasi

Kuru Sosisler

-Asidifikasyon oranini iyilestirme

Biskuviler, tozlar

-Isitmayla canliigin iyilestirimesi

Dondurma, sut bazl ortam, kizilcik suyu

-Dondurma iglemi tizerine canliigin korunmasi

Peynir

Son Urtnde bulunan miktarin korunmasi

Fermente sutler

Bakteriyofajlara ve maya bulasilarina karsi
koruma

Yogurt, mayonez, sut

Depolama sirasinda canliigin korunmasi
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yontemler hakkinda bilgi verilerek, konu ile ilgili
yapilan ¢alismalar incelenmeye ¢alisilmistir.

Mikroenkapsiilasyon

Mikroenkapsiilasyon, kati, sivi veya gaz halinde-
ki gida bilesenlerinin, enzimlerin, hiicre ve diger
maddelerin, protein veya karbonhidrat esasli min-
yatiir kapsiiller icerisinde tutulmasi olarak tanim-
lanmaktadir. Bazi kaynaklarda, immobilizasyon
ve ME terimleri birbirinin yerine gegecek sekilde
kullanilmaktadir. Ancak, immobilizasyon genel
bir terim olup, ME da dahil olmak tizere, fakli bir
cok immobilizasyon yontemini icermektedir. ME,
tutuklama yontemi ile yapilan immobilizasyon is-
lemidir (19-22).

ME yonteminde, hiicreler kapsiil veya kaplama
maddesi olarak da adlandirilan yar1 gegirgen
membran icerisinde tutuklanirlar. Bu yontemde
hiicreler 0.45 pmden daha kiigiik gozenekleri
olan 5-300 pm c¢apindaki kaplama maddesinin
icerisinde tutulur. ME islemindeki ilk basamak,
uygun kaplama maddesinin se¢ilmesidir. Kaplama
maddeleri, film olusturabilen, sekerler, gamlar,
proteinler, dogal ve modifiye polisakkaritler, yaglar
veya sentetik polimerlerdir (20, 23).

ME islemi, gida, tarim, ilag, enerji ve savunma gibi
alanlarda kullanilmaktadir (20). ME'daki temel
amag; gida bilesenlerini, kotii ¢evre kosullarindan
korumalk, stabilitesini saglamak ve kontrollii ola-
rak kullanimini gerceklestirmektir. ME'un temel
nedenleri soyle 6zetlenebilir: 1. Uyumsuz bilesik-
leri ayirmak, 2. Sivilarin kati hale getirilmesi 3.
Stabiliteyi arttirma (cevreden gelen oksidasyon ve
deaktivasyona karsi mikroenkapsiile materyali ko-
rumak) 4. Mikroenkapsiile edilen materyalin tadi-
n1 kokusunu ve aktivitesini maskelemek 5. Mevcut
cevrenin korunmasi 6. Aktif bilesiklerin, kontrollit
olarak agiga cikarilmasi 7. Mikroenkapsiile mater-
yallerin hedeflendigi sekilde salinmasidir (24).

Mikroenkapsiilasyonun probiyotik mikro-
organizmalar iizerine etkileri

Yararl bir¢ok 6zelliginden dolay: gidalarda mikro-
enkapsiile probiyotiklerin kullanimi her gecen giin
daha da ¢ok 6nem kazanmaya baslamistir. Cizelge
1’de ¢esitli probiyotik gidalarda ME isleminin sag-
ladig1 yaralar 6zetlenmistir.

Probiyotiklerin gelisimi ve canliliginin korunmasi

bakimindan uygun olmadig1 diistiniilen bir¢ok gida
maddesi, probiyotiklere koruyucu gorev yapan ME
yonteminin kullanimiyla uygun hale gelmistir.
ME islemi, organizmanin canhligini koruyarak
gastrointestinal sistemde yararli etkiler yapmasinin
yani sira, organizmanin {iriinde meydana getirdigi
biyokimyasal degisiklikler ve sentezledigi maddeler
acisindan da oldukc¢a 6nemlidir (4, 16, 18, 25).
Ancak probiyotiklerin ME'unda asilmasi gereken
bazi faktorler vardir. Bunlardan ilki boyutlar:
buiyiik olan mikrobiyel hicreleri (1-4 pm) kiigtik
kapsiillere sigdirmanin zor olmast veya biyiik
kapstillere konuldugunda da gidanin duyusal veya
tekstiirel ozelligi tizerinde negatif etki yapmasidur.
Asilmasi gereken bir diger faktor de, ozellikle
gida isleme sirasinda probiyotiklerin, yiiksek
sicakliga maruz kalmalari sirasinda, canliliklarinin
korunmasi konusunda olmustur. Ticari probiyotik
kilttirlerin yiiksek sicakliklara uygun olmadiklar:
gortilmektedir. Bu nedenle de, s6z konusu 1s1l islem
gormiis gidalarda, gelistirilmis ME uygulamalar1
gibi sistemlere gereksinim duyulmustur (13, 18,
26-30).

Mikroenkapsiilasyon yontemleri

Calismada kullanilan siitiin ortalama kurumadde
ME isleminde kapsiillerin olusturulmasi i¢in gesit-
li teknikler kullanilmaktadir. Bunlar; puskiirterek
kurutma, puskiirterek sogutma ve dondurma, eks-
triizyon kaplama, lipozom ile kaplama, koazervas-
yon, rotasyonal siispansiyonlu ayirma, emiilsiyon
polimerizasyonu, yiizeyler arasi polikondensasyon,
capraz baglama siispansiyonu, solvent evoporasyo-
nu/solvent ekstraksiyonu olarak siralanabilir. Bu
yontemlerden probiyotik gidalarda en ¢ok, piis-
kiirterek kurutma, emiilsiyon ve ekstriizyon yon-
temleri kullanilmaktadir (20, 12, 31). Cizelge 2'de
probiyotik mikroorganizmalarin ME'unda yaygin
olarak kullanilan yontemler verilmistir.

Ekstriizyon ve emiilsiyon yontemleriyle mikro-
enkapsiilasyon

Probiyotiklerin ME’unda, daha ¢ok emiilsiyon
teknolojisinin kullanildig: bildirilmistir. Kapsiiller,
yayilim ve katilasmay1 iceren iki asamadan meyda-
na gelen islemlerle olusturulmaktadir. Yayilim, ya
emiilsiyon, ya da ekstriizyon teknigi ile gercekles-
tirilir. Ekstriizyon yonteminde, bakteriyel hiicreler
ve polimer slispansiyonu, igne veya siringadan ka-
tilastirict ¢ozelti (genellikle CaCl2 ¢ozeltisi) icine,
sferik damlaciklar halinde verilir. Emiilsiyon tekni-
ginde ise, mikroorganizma, genellikle sodyum al-
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Cizelge 2. Probiyotik mikroorganizmalarin mikroenkapsulasyonunda kullanilan yéntemler

(12,13, 16, 20)
Mikroenkapstlasyon Kaplama materyali ME i-lem a :amalari
yontemleri
Plskdrtmeli Suda ¢ozinlr -Mikroorganizma igeren sollsyonun
Kurutma polimerler hazirlanmasi
-Kariimin sprey kurutucuya
yuklenmesi
-Sprey kurutma
-Kurutulan drindn ayriimasi
Puskurtmeli Mumlar, ya  asitleri, -Probiyotikleri iceren ¢ozeltinin
Dondurma suda ¢ézunur ve hazirlanmasi

¢6zUnmez
polimerler,
monomerler

-Eritiimi- kaplama materyalinin
dondurularak

katila tinimasi

-Kaplama materyalinin sorpsiyon,
ekstraksiyon ve

evaporasyon teknikleri ile ta inmasi

Aki kan yatak
kaplama/hava suspansiyonu

Suda ¢oziinmez ve
suda ¢ézunur
polimerler, lipitler,
mumlar

-Kaplama yapilacak ¢ozeltinin
hazirlanmasi

-Kaplanacak materyalin akitimasi
-Kaplanacak materyalin (6rn,
probiyotikler) kaplama

¢ozeltisi ile kaplanmasi

Ekstriizyon

Suda ¢ozUinur ve

¢6ziinmez polimerler

-Kaplama yapilacak ¢dzeltinin
hazirlanmasi

-Kaplama yapilacak materyalin
kaplama ¢ozeltisi

icinde dagilimasi

-Elde edilen karisimin kurutucu sividan

gegciriimesi
veya so utulmasi

Koazervasyon/Faz
ayinm teknikleri

Suda ¢ozunlr
polimerler

-Kaplama yapilacak madde (6rn,
probiyotik bakteri)

kaplama ¢ézeltisi icinde araci bir sivi
faz yardimiyla

dagrtilir

-Araci sivi fazdaki karisim fiziksel olarak

karistirilarak
kaplamanin tortusu birakilir

-Kaplama termal, ¢capraz ba lama veya

desolvasyon
teknikleri ile katila tirilir

Elektrostatik yontem

Zit yakla
polimerler/bilerikler

-Kaplama materyali ile kaplanacak
maddenin

kari tinimasi

-Kariimin zit ydkli ¢ozeltiler iginde
ekstrlizyonu

-Mikrokapsul/mikrosfer/boncuklar kuru

hava ile veya
dondurarak kurutulur
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jinat ¢ozeltisine ilave edildikten sonra, aljinatin jel
icerisinde kiiresel boncuk olusturmasini saglayan
kalsiyum kloriir ¢ozeltisine belli bir akis hizinda
damlatilir. Jel olusumu sirasinda sodyum iyonlari
kalsiyum iyonlari ile yer degistirir ve suda ¢oziin-
meyen ve hiicreleri tutuklayan Ca-aljinat bon-
cuklar1 olusur. Her iki yontemde de en son biitiin
islemler tamamlandiginda elde edilen kati tane-
ciklere boncuk veya kapsiil denilmektedir. Emiil-
siyon tekniginde, daha kii¢iik ¢aplarda boncuklar
elde edildigi icin, ¢ok asamali uygulamalara daha
yatkindir (21). Sekil 1'de emiilsiyon ve ekstriizyon
teknikleri ile bakterilerin ME'unun akis diyagrami
verilmistir (18, 32, 33).

Yapilan bazi calismalarda, emiilsiyon ve ekstriiz-
yon teknigi ile elde edilen mikroenkapsiile probi-
yotiklerin canliliklar1 ve tirinde meydana getirdik-
leri duyusal 6zellikleri bakimindan 6nemli bir fark
olmadig1 saptanmistir. Bu nedenle, her iki yontem-
de istege bagl olarak rahatlikla uygulanabilmekte-
dir (34, 35).

Ancak emiilsiyon ve ekstriizyon tekniklerinde,
tizerinde durulmas: ve dikkat edilmesi gereken
en onemli asama, karistirma veya bir diger ifa-

Sodyum aljinat

Mikrobiyel hiicre siispansiyonu

Ekstriizyon teknigi Emiilsiyon teknigi

¥

b Cd—Boo
o~y o
go_oto

Bitkisel yagda emiilsifikasyon

i
Wy—

LB—< Hiicre siispansiyonu

CaCly

oo
o o
o _o™bo

Emiilsiyon ve jel formunu
kirmak i¢in kalsiyum kloriir

\T/,/ Mikrobiyel hiicre

53¢
°00° —
Kalsiyum aljinat boncugu

Sekil 1. Ekstrlizyon ve emdlsiyon teknikleri ile
mikroenkapsulasyon (16, 21, 32)

Kalsiyum kloriir ¢ozeltisindeki kapsiiller

deyle de homojenizasyon islemidir. Homojenizas-
yon islemi, mikroenkapsiile edilecek bakterinin
canliligi ve kapsiil boyutu tizerinde direkt etkili
olmaktadir. Kullanilan homojenizatoriin 6zelligi-
ne gore, bakteri canliligl ve kapsiil boyutu degis-
mektedir. Bu nedenle, mikroenkapsiilasyon islemi
sirasinda amacimiza en uygun homojenizatoriin
secimi de oldukca 6nemlidir (36, 37).

Mikroenkapsiilasyonda kullanilan kaplama ma-
teryalleri

ME, daha 6nce de bahsedildigi gibi, ¢esitli madde-
lerin 5-300pm capindaki kapsiiller icerisinde tu-
tulmast ile gerceklesir. Kaplamanin yani kapstiliin
boyutu ve sekli, stabilite ve gecirgenlik 6zelliklerine
gore degisiklik gostermektedir. Tekli, cok duvarls,
diizensiz, ¢ok cekirdekli ve matriks olmak tizere
farkli sekillerde mikrokapstiller bulunmaktadir.
ME islemindeki ilk basamak, uygun kaplama ma-
teryalinin (kapsil) secilmesidir. Kaplama mater-
yalleri olarak, film olusturabilen, sekerler, gamlar,
proteinler, dogal ve modifiye polisakkaritler, yaglar
veya sentetik polimerlerdir, jelatin, pektin, nisasta,
kappa-karreganan, agar, peyniralti suyu gibi mad-
deler kullanilabilir. Ideal bir kaplama materyali;
toksik olmamali, kolay uygulanabilmeli, tam ko-
ruma saglamali ve ekonomik olmalidir (15, 20, 24,
38). Siralanan biitiin 6zellikleri tagiyan bir kaplama
materyali olmadig} icin, kaplama materyalleri pra-
tikte diger kaplama materyalleri ile ve/veya oksijen
tiiketiciler, antioksidanlar, selat ajanlari ve biyosiir-
faktanlar gibi tamamlayicilar ile birlikte kullanil-
maktadir (18, 20, 23, 31).

Simdiye kadar ME'da en yaygin olarak kullanilan
kaplama materyali biyogam aljinattir. Mikroenkap-
siile edici destek olarak aljinat kullaniminin, toksik
olmamasi, kolay temin edilebilir olmasi, mekanik
stabilitesi iyi ince jeller olusturmasi, alkali tampon
¢ozeltide siispanse oldugunda kolaylikla aciga ¢ik-
mas1 ve kalsiyum kloriir ile probiyotik bakteriler
gibi duyarli materyalleri kaplamada hafif matrisler
olusturmasi gibi avantajlar1 vardir (39). Ancak alji-
nat bazen tek basina yeterli olmamaktadir. Yapilan
bir¢ok ¢aligmada, aljinat1 bagka bir destek mater-
yaliyle daha kaplamanin probiyotikleri korumada
daha etkili bir yol oldugu bildirilmistir (40-46).

Mandal ve ark. (47), mikroenkapsiile edilmis Lac-
tobacillus casei NCDC-298 tiiriiniin canlilig tize-
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rine farkli aljinat konsantrasyonlarinin (%2, %3 ve
%4) etkisini incelemislerdir. Aljinat konsantrasyo-
nu arttikca bakterinin gastrointestinal kosullara
dayaniminin arttig1 ve canlilik tizerinde olumlu et-
kisi oldugu saptanmustir.

Chen ve ark. (48), probiyotiklerin, ME’'unda gast-
rointestinal kosullara dayanikliliklar1 agisindan,
kullanilacak olan ME materyallerinin en uygun
kombinasyonunu saptamak amaciyla bir ¢aligma
yapmuslardir. Yaptiklari calisma sonucunda en uy-
gun kombinasyonun %1 peptit ve %3 fruktooligo-
sakkarit ile karistirilmis olan %3’liik sodyum aljinat
oldugunu bulmuslardir.

Muthukumarasamy ve Holley (49), aljinat ile mik-
roenkapsiile edilen Lactobacillus reuteriyi iceren
fermente kuru sosisin duyusal ve mikrobiyolojik
kalitesini degerlendirmistir. Calisma sonucunda,
kurutma islemi ile birlikte mikrokapsiile edilmemis
L. reuteri iceren kuru fermente sosiste yani kontrol
orneginde 2.6 birimlik logaritmik azalis meydana
gelirken, mikroenkapsiile edilen kuru fermente
sosiste 0.5 birimlik logaritmik azalis meydana gel-
mistir. Ayrica duyusal 6zellikler bakimindan kont-
rol 6rnegi ile ME probiyotik katilmis sosis arasinda
onemli farkhiliklarin olmadig: bildirilmistir. Bu ¢a-
lisma saglik tizerinde olumlu 6zellikleri olan probi-
yotiklerin, fermente et tirtinlerinde de kullanilmasi
ile ilgili bir fikir vermistir.

Allan-Wojtas ve ark. (50), bakteri ytklu kapsil ile
bakteri icermeyen kapsiilii gastrik kosullara ben-
zeyen bir ortama birakmuiglar ve aljinat-kapstildeki
fiziksel asinmalari, elektron mikroskobunu kulla-
narak ayrintili bir sekilde incelemislerdir. Calisma
sonucunda bakteri yiikli kapsiilde, daha ¢ok asin-
manin meydana geldigi saptanmistir. Bu ¢aligma-
dan alinan sonuglarla, ME yapilacak organizma-
larda oncelikle en az asinma gosterecek kapsiiliin
seciminin yapilmasi gerektigi ve bunun icin de en
etkili yolun elektron mikroskobunu kullanmaktan
gectigi bildirilmistir.

SONUC

ME islemi, gida endiistrisinde kullanilan 6zellikle
de probiyotik mikroorganizmalarin canliligy, gelisi-
mi ve dayaniklilig1 gibi problemleri ¢6zmede bir al-
ternatif olarak uygulanmaya baslanmistir. Ancak,
bu yontemin kullanilmasinda dikkat edilmesi ge-

reken en 6nemli konu, uygun ME teknigini ve ME
materyalini se¢cmektir. $imdiye kadar yapilan ¢alis-
malarin bitytik bir ¢cogunlugunda, probiyotiklerin
diasik pH ve yiiksek safra konsantrasyonlarinda
canliliklarinin korunmasi tizerine yogunlasilmistir.
ME ile ilgili yeni ¢alismalarda, hem probiyotik mik-
roorganizmayi, hem de prebiyotik katkiy1 ayni kap-
siil icine koyarak, gastrointestinal bolgede, her iki-
sinin agiga ciktiktan sonra simbiyotik etki yapma-
lar1 hedeflenmektedir. Gelecekte probiyotiklerin ve
prebiyotiklerin yani sira, nutrasétiklerin de birlikte
mikroenkapsiile edilmesi ve gidaya verilmesini ice-
ren ko-enkapsiilasyon uygulamalar1 6nem kazana-
caktir. Ayrica, probiyotiklerin ME'unundan sonra,
organizmanin tiriinde meydana getirdigi biyokim-
yasal degisiklikler ve sentezledigi maddeler avantaj
ve dezavantajlariyla ayrintili sekilde incelenecektir.
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