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ÖZET 

Madalı, B. Farklı Yöntemler ile Enkapsüle Edilen Probiyotiklerin in vitro ve in 

vivo Etkinliğinin Belirlenmesi, Hacettepe Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü 

Beslenme ve Diyetetik Programı Doktora Tezi, Ankara, 2022. Bu çalışmanın 

amacı; farklı probiyotik türlerinin farklı yöntemlerle enkapsüle edilerek, in vitro 

koşullarda canlılık düzeylerinin değerlendirilmesi, kısa süreli depolama koşullarında 

stabilitelerinin belirlenmesi ve in vivo koşullarda farklı türdeki probiyotik bakterilerin, 

sağlıklı fare dokularında inflamasyon biyogöstergeleri üzerine etkilerinin 

incelenmesidir. Çalışmada ilk olarak, inflamasyonda etkili olduğu belirtilen 

Lactobacillus rhamnosus (LGG) ve Escherichia coli Nissle 1917 (EcN) probiyotik 

bakterilerinin mikroenkapsülasyon (ME) ve nanoenkapsülasyon (NE) yöntemleri ile  

enkapsülasyonu (EK) yapılmıştır. In vitro koşullarda canlılık düzeyi daha yüksek 

bulunan EK yöntemi seçilerek, bir hafta boyunca depolamadaki (+4oC) stabiliteleri 

değerlendirilmiştir. Çalışmanın in vivo aşamasında, C57BL/6J türü 35 adet sağlıklı 

erkek fare çalışmaya dahil edilmiştir. Farelere üretilen ME probiyotikler ve fosfat 

buffer saline (PBS); 6 hafta boyunca her gün oral gavaj ile verilmiştir. Müdahalenin 

sonunda karaciğer dokularından PCR ile inflamatuvar sitokinlerin (IL-4, IL-6, IL-10, 

TNF- ve IFN-) gen ekspresyon düzeyleri analiz edilmiştir. Çalışmanın sonunda; in 

vitro koşullarda serbest bakterilerin canlılığını büyük oranda kaybettiği (p<0.05), her 

iki yöntemle enkapsüle edilen bakterilerde ise canlılık oranlarının daha yüksek olduğu 

bulunmuştur (EcN için, p<0.05 ve LGG için p>0.05). Yöntemlere göre bakterilerin 

canlılığını koruma düzeylerine bakıldığında ise LGG için benzer oranlarda koruduğu 

görülürken (ME için, %41,91,24 ve NE için, %41,27,05), EcN için nanofiberle 

enkapsülasyona kıyasla, ME yönteminde canlılığın daha yüksek olduğu bulunmuştur 

(sırasıyla %71,21,65 ve %83,91,31, p<0.05). ME ve serbest formda bulunan 

bakteriler bir hafta depolandığında, depolama süresince 1, 3 ve 7. günlerdeki 

canlılığında anlamlı bir azalma olmadığı görülmüştür (p>0.05). IFN- gen ekspresyon 

düzeylerinde serbest EcN, ME EcN ve kontrol grupları arasında anlamlı bir fark 

olduğu görülmüştür (p=0.048). IL-6, TNF-, IL-4 ve IL-10’un gen ekspresyon 

düzeylerinde gruplar arasında anlamlı bir fark bulunmamıştır (p>0.05). Bu çalışmanın 

sonuçları, in vitro koşullarda probiyotiklerin serbest formlarına kıyasla enkapsüle 

formlarının canlılıklarını daha iyi koruduğunu ve stabilitelerini arttırdığı, ayrıca 

sağlıklı farelerde probiyotik kullanımının inflamasyon üzerinde herhangi bir etkisinin 

olmadığını göstermiştir. Bu çalışma sonuçlarının, farklı materyaller kullanılarak 

nanofiberle enkapsülasyon yöntemleri ve bu doğrultuda üretilen ürünlerin 

etkinliklerinin sağlıklı bireylerde de değerlendirilmesine yönelik yapılacak 

çalışmalara yol gösterici olacağı düşünülmektedir. 

 

Anahtar Kelimeler: nanoenkapsülasyon, mikroenkapsülasyon, probiyotikler, in 

vitro-in vivo, inflamasyon. 

Bu tez, Hacettepe Üniversitesi Bilimsel Araştırmalar Projeleri Koordinasyon Birimi 

tarafından 18878 ID numaralı proje kapsamında desteklenmiştir. 
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ABSTRACT 

Madalı, B. Evaluation of in vitro and in vivo Effectiveness of Encapsulated 

Probiotics Using Different Methods. Hacettepe University Graduate School 

Health Sciences Program of Dietetics, Doctor of Philosophy Thesis, Ankara, 2022. 

Probiotics have beneficial effects on several diseases although, very few studies 

evaluate their effects in healthy individuals. This study aimed to evaluate the viability 

levels of different probiotic species by encapsulation (EK) with different methods, 

compare the methods in vitro, determine their stability under short-term storage 

conditions, and examine the effects of probiotics on inflammation biomarkers in 

healthy mice in vivo. Lactobacillus Rhamnosus (LGG) and Escherichia coli Nissle 

1917 (EcN), which were known effective in inflammation, were encapsulated using 

microencapsulation (ME) and nanoencapsulation (NE) methods in the study. The 

method that preserves the higher viability of probiotics in vitro conditions was chosen, 

and their stability in storage conditions (+4oC) for one week was evaluated. In vivo 

assay was performed on the healthy C57BL/ 6J male mice (n=35). Microencapsulated 

probiotics and phosphate-buffered saline (PBS) were given to mice daily for six weeks 

by oral gavage. At the end of the probiotics intervention, inflammatory cytokine (IL-

4, IL-6, IL-10, TNF- ve IFN-) gene expression levels were analyzed from the liver 

tissues. As a result,  free bacteria lost their viability significantly in vitro conditions 

(p<0.05), while the viability of probiotics were higher in bacteria encapsulated by both 

methods (p<0.05 for EcN and p>0.05 for LGG). When the encapsulation methods 

were compared in terms of viability, it was found that viability of LGG preserved 

similarly in both methods (for microencapsulation, 41.9±1.24% and nanofiber 

encapsulation, 41.2±7.05%). In contrast, the viability of EcN was higher in the 

microencapsulation method than encapsulation with nanofiber (83.9%±1.31% and 

71.2%±1.65%, respectively, p<0.05). There was no significant decrease in their 

viability after the first, third and seventh days of storage (+4oC) (p>0.05). IFN-γ levels 

were significantly different between free EcN, ME EcN and control groups (p=0.048). 

There was no significant difference between the groups in IL-6, TNF-α, IL-4 and IL-

10 levels (p>0.05). This study results indicate that the encapsulated forms of probiotics 

preserve the viability of probiotics greater, increase their stability than the free forms, 

and have no effect on inflammation in healthy mice. The results of this study are 

thought to guide the studies related to nanofiber encapsulation using different materials 

and to evaluate the effectiveness of the encapsulated probiotics in healthy individuals. 

 

Keywords: nanoencapsulation, microencapsulation, probiotics, in vitro-in vivo, 

inflammation. 

This research was supported by Hacettepe University Scientific Research Projects 

Coordination Unit (Project no: 18878 ID). 
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1. GİRİŞ 

1.1. Kuramsal Yaklaşımlar ve Kapsam 

Probiyotikler, yeterli miktarlarda alındığında konak sağlığı üzerinde olumlu 

etkileri olan yaşayan organizmalar olarak tanımlanmaktadır (1). Hayvan ve insan 

çalışmalarından elde edilen sonuçlara göre; bağırsak mikrobiyotasındaki yararlı 

bakterilerin çeşitliliğini ve sayısını arttırdığı (2, 3), çeşitli gastrointestinal hastalıkların 

semptomlarında azalmaya neden olduğu (4, 5), kan kolesterol ve kan lipit profilini 

geliştirdiği (6, 7), kan basıncını ve hipertansiyonu azalttığı (8), kan glikoz toleransını 

ve diyabet kontrolünü geliştirdiği (9, 10) ve mental durum ile bilişsel fonksiyonları 

geliştirdiği bildirilmiştir (11).  

Özellikle son yıllarda beslenmeyle ilintili hastalıkların artması ve tüketicilerin 

bilinçlenmesiyle birlikte, probiyotiklere olan ilgi giderek artmıştır. Toplumda 

probiyotik içeren ürünler, hem göreceli olarak ucuz hem de ulaşılabilir olduğu için 

sağlığın sürdürülmesinde genel olarak tercih edilen bir sektör haline gelmiştir (12). 

Fonksiyonel besin içeren ürün sektörünün %60-70’ini probiyotik içeren ürünlerin 

oluşturduğu bildirilmiştir (13). Tüketiciler probiyotik içeren ürünlere; besin (fermente 

ya da fermente edilmeyen) ya da supleman olarak (toz, tablet ya da kapsül formda) 

ulaşabilmektedirler. Bu ürünlerin üretim süreci ve depolama süresince canlılıklarını, 

organoleptik özelliklerini korumaları ve metabolik olarak aktif durumda olmaları 

gerekmektedir. Bu nedenle enkapsülasyon yöntemleri, üretilen ürünlerin tüketiciye 

ulaşana kadar geçen tüm işleme süreci boyunca olumsuz etkilerden korunmasını 

sağlayan etkin ve güncel bir yaklaşımdır (14). Probiyotiklerin enkapsülasyon 

teknolojisinde en sık kullanılan iki yöntem; mikroenkapsülasyon ve 

nanoenkapaülasyon yöntemleridir (15).  

1.2. Amaç ve Hipotezler 

Çalışmanın amacı, mikroenkapsülasyon ve nanoenkapsülasyon olmak üzere 

iki farklı enkapsülasyon yönteminin farklı türdeki probiyotiklerin (Lactobacillus 

rhamnosus (LGG) ve Escherichia coli Nissle 1917 (EcN)) canlılığı üzerine etkilerinin 

incelenmesi, in vitro koşullarda probiyotiklerin simüle mide ve simüle bağırsak 



 

 
 

2 

çözeltilerindeki canlılıklarının belirlenmesi ve yöntem karşılaştırmasının yapılması, 

kısa süreli depolama koşullarındaki stabiliteleri ve in vivo modelde üretilen 

probiyotiklerin inflamatuvar biyogöstergeler üzerindeki etkilerinin saptanmasıdır.  

Hipotezler; 

Hipotez 1: in vitro koşullarda, farklı yöntemler ve materyaller ile enkapsüle 

edilen LGG ve EcN suşlarının; simüle gastrik ve intestinal sıvıdaki canlılık düzeyleri 

açısından aralarında fark vardır.  

Hipotez 2: in vitro koşullarda canlılığı daha yüksek bulunan yöntem ile 

enkapsüle edilen LGG ve EcN suşlarının; farklı depolama sürelerindeki stabiliteleri 

açısından aralarında fark vardır 

Hipotez 3: in vitro koşullarda enkapsüle edilen LGG ve EcN probiyotik suşları 

enkapsüle edilmeyen probiyotiklere göre, simüle gastrik sıvı ve simüle intestinal 

sıvıdaki canlılık düzeyleri daha yüksektir. 

Hipotez 4: in vitro koşullarda enkapsüle edilen LGG ve EcN probiyotik suşları 

enkapsüle edilmeyen probiyotiklere göre farklı depolama sürelerindeki stabiliteleri 

daha yüksektir. 

Hipotez 5: Enkapsüle edilen LGG ve EcN; enkapsüle edilmeyen LGG ve EcN 

in vivo koşullarda inflamatuvar göstergelerin düzeyinde daha fazla azalmaya neden 

olur. 

Hipotez 6: in vivo koşullarda, enkapsüle LGG ile enkapsüle EcN'nin, 

inflamatuvar sitokin düzeyleri üzerine etkileri arasında fark vardır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

Probiyotiklerin farklı birçok tanımının yapılmış olmasına rağmen, yeteri 

miktarda alındığında konak sağlığı üzerinde olumlu etki gösteren canlı 

mikroorganizmalar tanımı genel olarak kabul edilmektedir (16). Yapılan klinik 

çalışmalarda probiyotiklerin; gastrointestinal hastalıklar (irritabl bağırsak sendromu, 

Helicobacter pylori, inflamatuvar bağırsak hastalığı ve diyare gibi), alerjik hastalıklar 

(atopik dermatit gibi) ve obezite, insülin direnci sendromu, tip 2 diyabet ve non-alkolik 

karaciğer yağlanması gibi 21. yüzyılın en önemli sağlık sorunları üzerinde olumlu 

etkilerinin olduğu gösterilmiştir. Bağışıklık sistemini güçlendirerek 

(immünomodülasyon) farklı birçok hastalığı etkilediği belirtilmektedir. Ayrıca bazı 

raporlarda, farklı kanser türleri ve yan etkileri üzerinde probiyotiklerin proflaktik 

kullanımının yararının olabileceği bildirilmiştir. Çoğu klinik çalışmada probiyotiklerin 

yararlı etkilerinin gösterilmiş olmasına rağmen, gerekli doz ve mikroorganizma türü 

hastalığa ve bireylere göre değişiklik göstermektedir (17).  

Probiyotik bakterilerin çoğalması ve aktivite gösterebilmesi için prebiyotiklere 

gereksinimleri vardır. Prebiyotikler; gastrointestinal mikrofloranın aktivitesinde ve 

kompozisyonunda değişikliğe neden olan seçici fermente bileşenler olarak 

tanımlanmaktadır. Kolondaki yararlı bakteriler tarafından kullanılan prebiyotikler, 

mide ve ince bağırsakta sindirilemezken kolonda fermente edilirler. Fermentasyon 

sonucu açığa çıkan metabolitler bağırsak florası için enerji kaynağı olarak 

kullanılmakta ve sağlığı olumlu yönde etkilemektedir (18). Probiyotik bakterilerin 

prebiyotiklerle birlikte oluşturduğu sinerjik etki; 1995 yılında Gibson ve Roberfroid 

tarafından bildirilmiş ve “sinbiyotik” olarak adlandırılmıştır (19). Probiyotik ve 

prebiyotiklerin birlikte kullanımının, gastrointestinal yolakta probiyotik bakterilerin 

canlılığını koruyarak, probiyotiklerin etkinliğinde artışa neden olduğu belirtilmiştir. 

Yapılan çalışmalarda; probiyotik ve prebiyotiklerin uygun kombinasyonlarının, 

probiyotik ya da prebiyotiklerin tek başına verilmesine kıyasla daha etkili olduğu 

gösterilmiştir (20, 21). 

Probiyotiklerin teröpatik etki gösterebilmesi için gerekli olan düzeyin 106 -107 

kob/g olduğu ve kolona kadar istenilen düzeyde kalabilmesi için probiyotik içeren 

ürünlerin en az 108 -109 kob/g olması gerektiği bildirilmiştir (22). Türk Gıda Kodeksi 

Gıda Maddelerinin Genel Etiketleme ve Beslenme Yönünden Etiketleme Kuralları 



 

 
 

4 

Tebliğinde Değişiklik Yapılması Hakkındaki Tebliğ’e göre ise; probiyotik bakteri 

içeren gıdanın en az 1.0x106 kob/g canlı bakteri içermesi gerekmektedir (23). Bu 

yüzden probiyotik suşların, bileşiminde bulundukları ürün içinde ve sindirim sistemi 

boyunca canlılığını sürdürmesi gerekir. Ancak yapılan çalışmalarda serbest haldeki 

probiyotiklerin çevre şartlarına ciddi ölçüde duyarlı olduğu ve canlılıklarını büyük 

ölçüde kaybettikleri gözlenmiştir (24). Probiyotiklerin besinlerdeki canlılığı; 

probiyotik türü, pH, laktik asit ve asetik asit gibi metabolitlerin konsantrasyonu, 

hidrojen peroksit ve oksijen varlığı, işleme ve depolama sıcaklıkları, inokülasyonun 

oranı ve hızı, eklendiği besinlerin türü ve yapısı gibi faktörlerden etkilenmektedir (25-

27). Probiyotiklerin olumsuz faktörlerden korunması ve nütrasötikler, fonksiyonel 

ürünler veya besinlerin üretiminde kolaylıkla kullanılabilmesi için mikro- ve nano- 

boyutlarda enkapsülasyon uygun alternatif bir yöntemdir. Her iki enkapsülasyon 

yöntemiyle de probiyotiklerin fonksiyonelliği korunup, geliştirilmektedir (15).  

Enkapsülasyon, biyoaktif bileşenler ve yararlı bakteriler gibi küçük 

maddelerin; karbonhidrat polimerleri, proteinler ve yağlar gibi bir duvar materyali 

içinde mikro ya da nano boyutta yapılar oluşturularak kaplanmasıdır (28-30). 

Enkapsülasyonla besinin üretim ve raf ömrü sürecindeki çevresel koşullara, depolama 

koşullarına, sindirim sistemindeki pH değişiklikleri ve enzimlere karşı bariyer 

oluşturularak probiyotiklerin canlılıklarını koruması amaçlanmaktadır. Probiyotik 

enkapsülasyonu ile enkapsülasyon yöntemi ve materyaline bağlı olarak serbest haldeki 

suşlara göre canlılığını ciddi oranda koruduğu gözlenmiştir (31). Ayrıca 

enkapsülasyon işlemi biyoyararlılığın artırılmasını ve biyoaktif bileşenlerin kontrollü 

salınımını sağlarken; enkapsülasyon işlemi sonucu istenmeyen koku ve tat bileşenleri 

de maskelenebilir (29, 30). Probiyotiklerin enkapsülasyonu genel olarak sprey 

kurutma, dondurarak kurutma, akışkan yatak kaplama, ekstrüzyon teknolojisinin 

kullanılması ve elektrospin yöntemi ile yapılmaktadır (32). Farklı enkapsülasyon 

yöntemleri kullanılması son ürün olarak farklı yapıların ortaya çıkmasına neden 

olmaktadır. 

Mikroenkapsülasyon; probiyotik bakterilerin, ortamdaki zararlı etkenlerden 

koruyan ve belirli koşullar altında kontrollü salınımını gerçekleştiren bir matrisle 

kapsüllenmesi işlemidir. Probiyotiklerin kapsüllenmesinin amacı; sindirim sistemi 

boyunca düşük pH, safra tuzu ve diğer bileşenlerden korunmasıdır. Bir mikrokapsül, 
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birkaç mikron ile 1 mm arasında değişen çok küçük çaplı katı ve sıvı bir materyali 

çevreleyen yarı geçirgen veya geçirgen olmayan, küresel, ince ve güçlü bir zar içerir. 

Kapsülleme materyali, gıda uygulamalarında kullanılacağı için genel olarak güvenilir 

kabul edilen materyallerden olmalıdır. Genellikle aljinat, kitosan, karboksimetil 

selüloz, ksantan zamkı, nişasta, karagenan, jelatin ve pektin gibi gıda sınıfı polimerler, 

farklı mikrokapsülleme yöntemlerinde kullanılmaktadır (33). Ayrıca kazein ve whey 

proteini gibi süt proteinleri de kapsülleme materyali olarak kullanılmaktadır (34). 

Aljinat, probiyotiklerin mikroenkapsülasyonunda pH’ya dayanıklı olduğu için sıklıkla 

tercih edilen doğal bir polimerdir. Fakat yöntemin etkinliğinin arttırılması için, duvar 

materyali olarak ek bir materyalin daha kullanılması önerilmektedir (33).  

Nanoenkapsülasyon ise, nanoteknolojinin bioaktif maddelerin nano 

boyutlardaki taşıyıcı materyaller içerisine hapsedilmesini kapsayan bir yöntemdir 

(35). Polimerik nanoparçacıkların oluşması sırasında yakalanmış bir biyoaktif madde 

ve polimerin oluşturduğu matriks bir emülsifiyer ya da yüzey aktif madde ile 

çevrilerek nanoenkapsüle form oluşturulur (36). 

2. 1. Probiyotikler 

 “Probiyotik” kelimesi, “yaşam için” anlamına gelen “pro” ve “biota” 

kelimelerinin birleştirilmesiyle türetilen Yunanca kökenli bir kelimedir. Yapılan 

birçok farklı tanımlara karşın, FAO/WHO’nun 2002’deki panelinde; “yeteri miktarda 

alındığında insan sağlığı üzerinde olumlu etkileri olan canlı mikroorganizmalar” 

tanımı genel olarak kabul görmektedir (37). Bu tanım, 2020 yılında Uluslararası 

Bilimsel Probiyotikler ve Prebiyotikler Derneği (ISAPP) tarafından da kabul 

görmüştür (1). Bu tanımda, bakterilerin canlı olması ve istenen etkiyi gösterebilmesi 

için belli bir düzeyde olması gerektiği vurgulanmıştır. Teorik olarak ise probiyotikler; 

bakteri kültürleri, maya hücreleri ya da bağırsaktaki faydalı bakterilerin etkinliğini 

arttıran ve gastrointestinal çevreyi düzenleyerek sağlığı geliştirebilen 

mikroorganizmalar olarak belirtilmektedir (17). 

Probiyotik içeren ürünlerin üretiminde probiyotik bakterileri farklı formlarda 

(dondurulmuş ya da kuru formda) kullanmaktadır. Sadece besinler aracılığıyla değil, 

supleman (liyofilize, kapsül ya da tablet şeklinde) olarak da bireylerin tüketimine 

sunmaktadır (16, 38-40).  
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Çok sayıda cins ve türdeki mikroorganizma, potansiyel probiyotik olarak 

düşünülse de, ticari olarak üretilen probiyotik içeren ürünlerde genellikle 

Lactobasillus ve Bifidobakteri türleri yaygın olarak kullanılmaktadır. Bunun temel 

sebebi; bu türlerin uzun yıllardır kullanımının güvenli olduğunun bildirilmesi ve 

GRAS (Genel olarak Güvenli) listesinde yer almasıdır. Laktokbasillus ve Bifidobakteri 

türleri insan bağırsağında baskın olarak bulunur. Laktobasillus ince bağırsakta, 

Bifidobakteri türleri ise kalın bağırsakta daha baskındır. Fakat Lactococcus, 

Enterococcus, Saccharomyces ve Propionibacterium (maya) (Saccharomyces 

cerevisiae ve Saccharomyces boulardii) ve filamentous (mantar) (Aspergillus oryzae) 

türleri de sağlık üzerinde olumlu etkileri nedeniyle probiyotik bakteri olarak 

kullanılmaktadır (16, 41, 42). 

2.2. Mikroorganizmaların Probiyotik Olarak Kabul Edilmesi İçin Gerekli 

Özellikler 

Her bakteri probiyotik bakteri olarak kabul edilmez. Bir bakterinin probiyotik 

olarak kabul edilmesi için ilk olarak bakterilerin güvenilir ve fonksiyonel ve bunlarla 

birlikte teknolojik olarak kullanılabilir olması gerekmektedir (Tablo 2.1). Vücuda 

alındığında sağlığı olumsuz yönde etkilemeyen ve toksin üretmeyen özellikte olması 

yani Genel Olarak Güvenilir (Generally Recognized As Safe, GRAS) olarak kabul 

edilmesi gerekmektedir (43).  

Probiyotiklerin karakteristik özellikleri, mikroorganizmaların türleri ya da 

familyalarına göre değil, belirli bir türün daha spesifik alt türlerine göre değişiklik 

göstermektedir (44). Bakterilerin alt türlerinin güvenirliği; bakterilerin kaynağına, 

patojenik bakterilerle ilişkisine ve antibiyotiklere karşı direnç gösterebilme özelliğine 

bağlıdır. Fonksiyonel özellikleri ise; gastrointestinal yolakta canlı kalabilme yeteneği 

ve immünomodülatör etkileri dikkate alınarak değerlendirilmektedir.  

Teknolojik olarak üretilen ve probiyotik içeren ürünlerin depolama ve taşıma 

süreçleri boyunca canlılığını koruması ve özelliklerini yitirmemesi gerekmektedir 

(45). Probiyotiklerin farklı taşıyıcı ya da matriks içinde olması, türlerin canlılığını 

azaltabileceğinden, ürünlerin özelliklerinin değişmesine neden olur. Probiyotiklerin 

piyasaya sunulan ürünlerdeki karakteristik özellikleriyle uyumlu olarak sağlığı 

koruyucu etkilerinin olduğu da gösterilmelidir (46).  
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Tablo 2.1. Probiyotik olarak kabul edilmesi için gereken kriterler (37, 47). 

Kriterler  Gerekli özellikler 

Güvenirlik  • İnsan ya da hayvan kaynaklı olması 

• Sağlıklı bireylerin gastrointestinal sistemlerinden izole 

edilmesi 

• Uzun süredir, kullanımının herhangi bir risk yaratmaması 

• Kesin tanımlama (fenotip ve genotip özelliklerinin) 

• Enfeksiyon hastalıklarıyla herhangi bir ilişkisinin olduğuna 

dair verilerin olmaması 

• Yan etkilerinin olmaması 

Fonksiyonellik  • Bağırsak mikrobiyotasına karşı göstermiş olduğu rekabet 

gücü 

• Hedef bölgelerde büyüme ve gelişme, metabolik aktiviteyi 

sürdürebilme ve hayatta kalabilme yeteneği 

• Safra tuzu ve enzimlere karşı direnç 

• Düşük mide pH’sına karşı gösterdiği direnç 

• Bağırsakta yaşayan mikrobiyal türlere karşı göstermiş olduğu 

rekabet gücü 

• Patojen bakterilere karşı antagonist aktivite (örneğin, H. 

Pylori, Salmonella sp., Listeria monocytogenez, Clostridyum 

difficile) 

• Endojenik intestinal mikrobiyota tarafından üretilen asit ve 

bakteriyosinlere direnç 

• Tutunabilme, konakta belirli bölgelerde kolonize olabilme 

yeteneği ve gastrointestinal sistemde yeteri düzeylerde canlı 

kalabilme yeteneği 

Teknolojik 

kullanılabilirlik 
• Fazla miktarlarda ve yüksek verimle kültürlerin kolay 

üretilmesi 

• Probiyotik içeren ürünlerin fiksasyon (dondurma, 

dondurarak-kurutma gibi), hazırlama ve dağıtım süreçleri 

boyunca istenen özelliklerin korunması ve canlılığın 

sürdürülmesi 

• Son üründe (aerobik ve mikro-aerofilik durumlarda) yüksek 

depolama sağkalım oranı 

• Son ürünün tadında istenmeyen değişikliklerin olmaması 

(besin endüstrisi açısından) 

•  Genetik stabilite 

• Bakteriyofajlara direnç 

2.3. Probiyotik Olarak Kabul Edilen Mikroorganizmalar 

Probiyotik olarak kabul edilmesi için gerekli özelliklere sahip olan birçok 

mikroorganizma tanımlanmıştır (Tablo 2.2). Özellikle ticari olarak üretilen ürünlerde 

de yaygın kullanılan Laktobasilllus ve Bifidobakteri türleri, araştırmacıların da 

üzerinde yoğun olarak çalıştığı ve en çok bilinen probiyotik türleridir (16). Bu 
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bakterilerden probiyotik olduğu onaylanan ve yetişkin bireyler, kadın sağlığı ve 

çocuklar için üretilen probiyotik ürünlerin sağlık üzerine etkileri ve dozla olan 

ilişkileri; Kanada’da 2021 yılında güncellenen rehberde belirtilmiştir ve bu rehberler 

güncel veriler doğrultusunda her yıl yenilenmektedir (48).  

Tablo 2.2. Yaygın olarak kullanılan ve insanların tüketimine sunulan probiyotik 

mikroorganizmalar (49). 

Laktobasillus 

türleri 

Bifidobakteri 

türleri 

Diğer laktik asit 

bakterileri 

Diğer 

mikroorganizmalar 

L. acidophilus 

(a),*  

L. amylovorus 

(b),*  

L. casei (a),(b),*  

L. gasseri (a),*  
L. helveticus (a),*  

L. johnsonii (b),*  

L. pentosus (b),*  

L. plantarum (b),*  

L. reuteri (a),*  
L. rhamnosus 

(a),(b),* 

B. adolescentis 

(a)  

B. animalis (a),*  

B. bifidum (a)  

B. breve (b)  

B. infantis (a)  

B. longum (a),* 

Enterococcus 

faecium (a)  

Laktokokus laktis 

(b), * 

Streptekokus 

termofilus (a), * 

Bacillus clausii (a),* 

Escherichia coli 

Nissle 1917 (a)  

Saccharomyces 

cerevisiae (boulardi) 

(a),*  

 

(a) Daha çok farmasötik ürün olarak (b) daha çok gıda katkı maddesi olarak, *QPS (Nitelikli Güvenirlik 

Varsayımı) mikroorganizmalar 

Laktobasiller en çok bulunan probiyotik mikroorganizmalardan biridir. Gram 

pozitif, spor oluşturmayan, katalaz ve oksidaz negatif, sitokrom bulundurmayan, 

normalde aerobik olmayan fakat bazı durumlarda oksijeni tolere edebilen ve güçlü 

fermentatif özelliklere sahiptir. Şeker fermentasyonunun son ürünü laktik asittir. 

Sindirimi kolaylaştırdığı, immün stimülasyonunu sağladığı ve patojen inhibisyonuna 

neden olduğu için bağırsak sağlığını olumlu yönde etkiler. Laktobasil türleri 

gastrointestinal yolakta baskın bir tür değildir fakat kolaylıkla burada üreyebilir ve 

çeşitli besin uygulamalarında uzun süre güvenli olarak kullanılabilir. İnsan 

bağırsağında en yaygın bulunan türler; Lactobacillus acidophilus kompleksi, 

Lactobacillus salivarius ve Lactobacillus casei kompleksidir. Lactobacillus 

acidophilus kompleksi, 6 benzer fenotipe sahip bakteriden oluşmaktadır. Fakat L. 

asidefilus; asit ve safraya dirençli, antimikrobiyal aktivitesi ve gastrointestinal yolak 

boyunca canlılığını koruyabilmesinden dolayı en yaygın kullanılan türüdür. L. 

salivarius ise; safra ve aside dirençli, gastrik epitel hücrelere güçlü bağlanma 
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yeteneğine sahip ve intestinal yolaktan kolaylıkla geçebildiğinden en yararlı tür olarak 

kabul edilmektedir. L. casei kompleksi ise Lactobacillus casei/paracasei, 

Lactobacillus rhamnosus GG ve Lactobacillus casei shirota alt türlerini içerir.  

Lactobacillus rhamnosus GG (LGG), insan vücudunda kommensal 

mikrobiyotada bulunan ve bağırsakta bakteriyel dengeyi sağlayarak ve lokal ve 

sistemik bağışıklığı düzenleyerek sağlığı olumlu yönde etkileyen bir bakteridir. 

Olumsuz sindirim sistemi koşullarında canlılığını sürdürebilme ve insan ve hayvan 

bağırsağında kolonize olma yeteneğine sahiptirler (50). Yapılan çalışmalar, LGG’nin 

hücre duvarı bileşenleri aracılığıyla IL-6, IL-10 ve TNF-𝛼 salınımını uyardığını ve 

böylece bağışıklık sistemini aktive ettiğini belirtmiştir (51, 52). Ayrıca LGG 

tarafından eksprese edilen p40 proteini aracılığıyla da bağırsak bağışıklığı üzerinde 

olumlu etkilerinin olabileceği bildirilmiştir (53).  

E. coli Nissle 1917 (EcN), patojenik olmayan fekal bir bakteridir ve probiyotik  

olarak kabul edilir. EcN gram negatif bir bakteridir (54). Özellikle bu bakterinin 

immün modülatör etkilerinin olduğu, bununla birlikte intestinal bariyer fonksiyonunu 

geliştirdiği gösterilmiştir. Patojenik bakterilerin ürettiği toksinleri azaltan ve patojenik 

bakterilerin gelişimini baskılayan bakteriyosidal bileşikleri üretebilme özelliğine 

sahiptir. EcN’nin etkinliği ve güvenirliği üzerine yapılan çalışmalara bakıldığında, 

özellikle ülseratif kolit, kronik konstipasyon, Crohn’s hastalığı ve irrtiabl bağırsak 

sendromu gibi gastrointestinal hastalıkların tedavisinde ve önlenmesinde etkilerinin 

olduğu gösterilmiştir (55-57).  

2.4. Probiyotiklerin Etki Mekanizması 

Her bir probiyotik bakterinin, türüne ve birlikte/tek başına alım durumuna göre 

etki düzeyleri farklılık göstermektedir ve bununla ilgili çalışmalar son yıllarda hız 

kazanmıştır (17). 

Moleküler ve genetik çalışmalar probiyotiklerin yararlı etkilerini dört temel 

mekanizma ile açıklamaktadır; 

- Anti mikrobiyal maddelerin üretimi (58) 

- Bağırsak epitelindeki resptörlere bağlanmak için ve besin için patojen 

bakterilerle yarışma (59) 
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- Konak için immünomodülasyonu sağlama (60) 

- Bakteriyel toksin üretiminin inhibisyonunu sağlama (61) 

İlk iki maddede yer alan mekanizmalar probiyotiklerin, doğrudan diğer 

mikroorganizmalar üzerindeki etkileriyle ilişkilidir. Probiyotikler diğer bakterilerle 

ilişkileri aracılığıyla, vücudun normal fonksiyon gösterebilmesi için gerekli olan ve 

bağırsakta yaşayan yararlı bakteriler ile bağırsakta bulunan patojen bakteriler 

arasındaki dengeyi sağlarlar. Bunun sonucunda da  sağlıklı bir mikrobiyota oluşumunu 

desteklerler (62, 63). Sağlıklı bir mikrobiyota özellikle enfeksiyonla ilişkili 

hastalıkların tedavi ve önlenmesinde önemli bir etkendir. Probiyotiklerin kümeleşme 

özelliği, epitelde patojenik bakterilerin kolonizasyonunu engelleyerek koruyucu 

bariyer oluşturmasına sağlar (62). Probiyotik bakteriler ayrıca epitel hücre 

reseptörlerine bağlanıp patojen bakterilerin bağlanmasını engellerler. Bağırsak 

üzerindeki bu etkileri sayesinde konak sağlığı korunur.  

Yapılan in vitro çalışmalarda, probiyotikler tarafından üretilen düşük molekül 

ağırlıklı bileşiklerin (hidroperoksit ve kısa zincirli yağ asitleri gibi), patojenlerin 

çoğalmasını inhibe ettiği gösterilmiştir (63, 64). Örneğin Lactobasil türleri; 

bakteriyosin, düşük molekül ağırlıklı bileşikler (antibakteriyel peptidler), yüksek 

molekül ağırlıklı bileşikler ve bazı antibiyotikleri üretebilir. Probiyotik bakteriler, 

konak tarafından üretilen safra tuzundan daha güçlü antibakteriyel etkisi olan ve safra 

asidinin bir türü olan dekonjüge safra asidini üretebilir (63, 64). Fakat laktobasil 

türlerinin ürettiği bu antibakteriyel bileşiğe karşı kendilerinin nasıl direnç 

gösterdiğinin anlaşılması için daha fazla çalışma yapılması gerekmektedir.  

Kontamine besin ya da çevre bulaşı sonrası patojenik bağırsak 

mikrobiyotasının aktivitesine karşı koruyucu etkileri vardır. Probiyotikler; 

Clostridium perfringens, Campylobacter jejuni, Salmonella Enteritidis, Escherichia 

coli, Shigella, Staphylococcus ve Yersinia türleri gibi patojenik bakterilerin gelişimini 

etkili bir şekilde inhibe ederek besin zehirlenmeleri prevelansında  azalmaya neden 

olabilir (17).  

Probiyotikler, mikrobiyota üzerindeki etkileri aracılığıyla immün sistemi 

etkilemektedir. Bağırsak mikrobiyotası, immünomodülatör etkisini; 

1. Çevresel antijenlere (besinle ve solunum yoluyla alınan) karşı immünolojik 

toleransın başlatılması ve sürdürülmesi 



 

 
 

11 

2. Bakteriyel ve viral kaynaklı patojenlere karşı immünolojik reaksiyonların 

başlatılması ve kontrolü 

3. Oto-agresif ve alerjik reaksiyonların inhibisyonu 

ile sağlamaktadır (60). 

Probiyotiklerin epitel hücrelere bağlanma özelliği ile sinyal yolağı uyarılır ve 

immünolojik modülasyon indüklenir. Bu etkilerini, bazı çözünür bileşenlerin 

salınması ve epitel hücreler üzerinden immüniteden sorumlu bazı hücrelerin direkt ya 

da indirekt olarak aktivasyonunu aracılığıyla da gerçekleştirir. Bunun sonucunda 

immün sistemle ilişkilendirilen bazı hastalıklarda ve kanser hücrelerinin 

eliminasyonunda etkili olabileceği bildirilmiştir (63, 65). 

Probiyotikler tarafından indüklenen bağışıklık sistemi; ayrıca 

immünoglobülinlerin üretiminin artması, makrofajların ve lenfositlerin aktivitesinin 

arttırılması ve interferon- üretiminin indüklenmesi ile uyarılmaktadır. Probiyotikler; 

konakta bulunan özelleşmiş hücreler tarafından tanınan (örneğin reseptörlerini içeren) 

metabolitler, hücre duvarı bileşenleri ve DNA aracılığıyla konjenital ve edinilmiş 

bağışıklık sistemini etkileyebilir (63). Konakta bulunan bu  özelleşmiş hücreler immün 

cevap için önemli olan intestinal epitel hücreler ve intestinal immün hücrelerdir. 

Laktik asit bakterilerinin hücre duvarı bileşenleri, makrofaj aktivitesini uyarır. 

Makrofajlar, serbest oksijen radikallerinin ve lizozomal enzimlerin üretimini arttırarak 

zararlı mikroorganizmaların ortadan kaldırılmasını sağlar. Probiyotik bakteriler, 

gastrointestinal yolaktaki immünokompetan hücreler tarafından sitokin üretimini 

stimüle ederler (66). Diğer taraftan, mayaların immünolojik aktiviteleri hücre 

duvarlarında bulunan glukanlarla ilişkilendirilmektedir. Bu bileşikler, 

retikuloendotelyal sistem cevabını stimüle etmektedir (67).  

 Probiyotiklerin bakteriyel toksin üretimini inhibe etmesinin yanı sıra, 

detoksifikasyonda da adsorpsiyon ile etkili olabileceği belirtilmiştir. Bazı türler, hücre 

duvarlarına toksinleri bağlayarak ya da bağırsakta toksinlerin emilimlerini azaltarak 

toksinleri detoksifiye edebilirler. Aflatoksin gibi mikotoksinlerin metabolizmaları 

aracılığıyla da detoksifikasyona neden olabilirler (68, 69). Fakat her probiyotik bakteri 

detoksifiye edici etki göstermez. Probiyotiklerin diyareye karşı olumlu etkisi, 

toksinlere karşı konak sağlığını koruma yeteneğine bağlanmaktadır. Toksin üretimine 

neden olan metabolik reaksiyonların azalması; enzimlerin, vitamin ve antimikrobiyal 
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bileşiklerin üretimine neden olan yolakların stimüle edilmesiyle de 

ilişkilendirilmektedir (63).  

Bu temel mekanizmaların haricinde, probiyotiklerin ayrıca sindirim sistemi 

üzerinde de etkileri vardır. Bazı vitamin ve minerallerin emiliminin arttırılması ve 

organik asit ve aminoasit üretiminin uyarılmasında da görev almaktadırlar (46). 

Esteraz, lipaz ve koenzim A, Q, NAD ve NADP gibi bazı kritik moleküllerin 

üretiminde de rol oynayabilirler. Probiyotiklerin metabolizması sonucu oluşan bazı 

ürünler; antibiyotik (asidofilin, basitrasin, laktasin), antikanserojenik ve 

immünosupresif özellik gösterebilirler (70-72). 

Probiyotiklerin etkileri; türüne ve alt türlerine bağlı olarak değişir. Çünkü 

probiyotik bakterilerin türlerine göre; hücresel yapı, hücre yüzeyi, boyutu, metabolik 

özellikleri ve mikroorganizmaların sekresyonları farklılık göstermektedir. Tablo 2.3’te 

probiyotiklerin etkileri ve mekanizmaları özetlenmektedir (17).  

Tablo 2.3. Probiyotik ve prebiyotiklerin etkileri ve etki mekanizmaları. 

 

 

Probiyotikler 

Bağırsak mikrobiyota üzerindeki 

etkileri 

▪ Kolonizasyon direnci 

- Patojen baskılama 

▪ Sindirim sürecini destekleme 

▪ Performansı arttırma 

Metabolik etkileri ▪ Bağırsaktaki toksin düzeyini azaltma 

- Bağırsak Mikroflorası üzerine olumlu etki 

- Diyare üzerine olumlu etki 

▪ Laktoz emilimini arttırma 

▪ Safra tuzunun sekresyonu ve dekonjügasyonu 

- Serum kolesterol düzeyinde azalma 

▪ Besin ögesi sentezi 

İmmünomodülatör etkileri ▪ İmmün cevabı geliştirme 

▪ Solunum yolu hastalıklarına karşı koruma 

Prebiyotikler 

İntestinal mikrobiyotayı etkileme ▪ Yararlı bağırsak bakterilerinin gelişimini olumlu 

etkileyerek konak sağlığını koruma 

Karsinojen inhibisyonu ▪ Kolorektal ve diğer tümör gelişim riskini azaltma 

İmmünomodülasyon ▪ İmmün sistemi destekleme 

Patojen inhibisyonu ▪ Enfeksiyonlara karşı koruma 

Bağırsak mikrobiyota üzerindeki 

etkileri 

▪ Obezite ve metabolik sendrom riskinde azalma 
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2.5. Probiyotiklerin İnsan Sağlığı Üzerindeki Etkileri 

Salgın hastalıkların artması ve yaşam süresinin uzaması, gastrointestinal 

mikrobiyota dengesi ve probiyotik bakterilerin yararlı etkileriyle ilgili araştırmalara 

olan ihtiyacın artmasına neden olmuştur. Değişen yaşam koşulları sonucunda bozulan 

intestinal mikroorganizma dengesinin yeniden sağlanması ve bu dengenin 

sağlanmasında probiyotik bakterilerin istenen etkiyi büyük oranda gösterebildiği 

belirtilmektedir (17). Bağırsak mikrobiyotası üzerinden probiyotikler; konakta 

gerçekleşen metabolik süreçlerde (kolesterol emilimi, kan basıncı ve glikoz 

metabolizmasının regülasyonu gibi), hastalıkların gelişiminde ve önlenmesinde rol 

oynamaktadır (73-75). 

Probiyotik bakterilerin, makrofaj fonksiyonunu ve immünoglobulin sekresyon 

hücrelerinin sayısını etkileyerek sistemik immün cevabı uyardığı bilinmektedir (76). 

Fakat immün fonksiyonun değerlendirilmesi oldukça karmaşıktır. Diyet 

müdahalelerinin potansiyel etkisini tam olarak değerlendirmek için  çoklu göstergelere 

gereksinim vardır. Probiyotik bakteriler, türlerine ve alt türlerine göre inflamasyon 

üzerinde farklı etki gösterebilirler. Bazı türler proinflamatuvar sitokinler üzerinde etki 

gösterirken bazıları da anti-inflamatuvar etki göstermektedirler (77). 

Çoğu çalışmada farklı probiyotik türlerinin inflamatuvar biyogöstergelerini 

olumlu etkilediği belirtilmesine rağmen, türe ve hastalığa bağlı olarak olumsuz 

etkilerinin de olabileceği ya da etkilerinin olmayabileceği gösterilmiştir (78-82). 

Literatürde konuyla ilgili olarak; inflamasyonla ilişkili hastalıklarda bile 

probiyotiklerin etkilerine yönelik tam bir fikir birliğinin sağlanmadığı görülmüştür 

(79, 80, 82). Buna karşın son yıllarda COVID-19 salgınının da ortaya çıkmasıyla 

birlikte, bağışıklığı desteklemek amacıyla bireylerin besin destekleri ve probiyotik 

kullanımına yönelik eğilimleri de artmaktadır ve bu bireylerin çoğu sağlıklı 

bireylerden oluşmaktadır (83).  

Sağlıklı bireyler üzerinde yapılan çalışmalara bakıldığında probiyotiklerin 

inflamasyon biyogöstergelerini olumlu yönde etkilediği özellikle anti-inflamatuvar 

sitokin düzeylerinde artışa neden olduğunun belirtilmesine rağmen (84-86), 

inflamasyon göstergelerinde istenen etkiyi yaratmadığı hatta olumsuz yönde 

etkileyebileceği de bildirilmiştir (76, 87-92).  
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Son yıllarda konuyla ilgili yapılan bir sistematik derlemede (93); toplamda 18 

çalışmanın olduğu ve probiyotiklerin inflamasyon üzerindeki etkisinin sınırlı olduğu 

bildirilmiştir. Bu çalışmaların yalnızca sekizinde probiyotiklerin önemli etkilerinin 

olabileceği belirtilmiş fakat çalışmaların heterojen olması ve farklı metodolojilerinden 

dolayı genel öneri verilirken dikkatli olunması gerektiği vurgulanmıştır. Konuyla ilgili 

uzmanlardan alınan fikirler doğrultusunda yayınlanan bir makalede (94); hastalığa 

bağlı semptomatik bir durum olmadığında; probiyotik kullanımının biyolojik 

etkilerinin ne olacağına dair tahminde bulunmanın oldukça zor olduğu belirtilmiştir. 

Bu sebeple yapılan çalışmada sağlıklı hayvan modelinde probiyotiklerin inflamasyon 

parametrelerine etkisi gösterilerek literatüre katkı sağlanması amaçlanmıştır.  

Probiyotik bakterilerin önceki bölümde belirtilen etki mekanizmaları 

aracılığıyla birçok hastalığın tedavisinde ve önlenmesinde etkili olduğu çalışmalarda 

gösterilmiştir. Konuyla ilgili yapılan çalışmalar Tablo 2.4’te özetlenmiştir.
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Tablo 2.4. Probiyotiklerin insan sağlığı üzerindeki etkilerini araştıran bazı klinik çalışmalar.  

Referans Katılımcılar Mikroorganizma Uygulama süresi Temel sonuçlar 

Obezite 

(95) 50 obez adölesan L. salivarius Ls-33 12 hafta Bacteroides, Prevotellae ve Porphyromonas düzeylerinde 

artış 

(96) 50 obez adölesan L. salivarius Ls-33 12 hafta Etki görülmedi 

(97) Yüksek BKİ’ye sahip 87 birey L. gasseri SBT2055 12 hafta BKİ, bel çevresi, abdominal yağ dokusunda ve kalça 

çevresinde azalma 

(98) Visseral yağ dokusu fazla olan 

210 birey 

L. gasseri SBT2055 12 hafta BKİ ve arteriyal kan basıncında azalma 

(99) Obez 40 birey L. plantarum 3 hafta BKİ ve arteriyal kan basıncında azalma 

(100) Yüksek BKİ’ye sahip 75 birey L. acidophilus La5, B. lactis 

Bb12, L. casei DN001 

8 hafta PBMC’nin gen ekspresyonunda, BKİ, yağ yüzdesi ve leptin 

düzeylerinde azalma 

(101) Hafif kilolu ve obez 70 birey E. faecium and 2, S. thermophilus 

strains 

8 hafta Vücut ağırlığında, sistolik kan basıncında azalma ve fibrinojen 

düzeylerinde artma 

(102) 60 hafif kilolu birey Bifidobacterium, Lactobacillus, S. 

thermophilus 

6 hafta Lipit profili, insülin duyarlılığında iyileşme ve CRP 

düzeylerinde azalma 

(103) 58 post menopozal obez kadın L. paracasei N19 6 hafta Etki görülmedi 

(104) 156 hafif kilolu yetişkin birey L. acidophilus La5, 

B. animalis subsp. lactis Bb12 

6 hafta Açlık glikoz konsantrasyonunda azalma ve HOMA-IR 

düzeylerinde artış 
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Tablo 2.4. (Devam) Probiyotiklerin insan sağlığı üzerindeki etkilerini araştıran bazı klinik çalışmalar. 

İnsülin direnci (İD) sendromu 

(105) İD olan 28 hasta L. casei Shirota 12 hafta Etki görülmedi. 

(106) İD olan 30 hasta L. casei Shirota 12 hafta VCAM-1 düzeylerinde belirgin azalma 

(107) İD olan 24 post menopozal 

kadın birey 

L. plantarum 12 hafta Glikoz ve homosistein düzeylerinde belirgin azalma 

Tip 2 diyabet (T2D) 

(108) T2D olan 40 hasta L. planatarum A7 8 hafta Metilasyon süreçlerinde, SOD ve 8-OHDG’de azalma,  

(109) T2D olan 45 hasta L. acidophilus La-5, 

B. animalis subsp. lactis BB-12 

6 hafta HbA1c, TC ve LDL kolesterol düzeyleri arasında gruplar 

arasında anlamlı farklılık 

(110) T2D olan 44 hasta L. acidophilus La-5, B. animalis 

subsp. lactis BB-12 

8 hafta HDL kolesterol düzeylerinde artış ve LDL/HDL oranlarında 

azalma 

(111) T2D olan 64 hasta L. acidophilus La5, B. lactis Bb12 6 hafta Açlık kan glikoz ve antioksidan düzeylerinde azalma 

(112) T2D olan 60 hasta L. acidophilus La5, B. lactis Bb12 6 hafta TC ve LDL kolesterol düzeylerinde azalma 

(113) T2D olan 45 erkek hasta L. acidophilus 

NCFM 

4 hafta Etki görülmedi 
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Tablo 2.4. (Devam) Probiyotiklerin insan sağlığı üzerindeki etkilerini araştıran bazı klinik çalışmalar. 

Non-alkolik yağlı karaciğer hastalığı (NAFLD) 

(114) NAFLD olan obez 20 çocuk L. rhamnosus GG 8 hafta ALT ve PG-PS IgA antijenlerinde azalma 

(115) NAFLD olan 28 birey L. bulgaris, S. thermophilus 12 hafta ALT ve gama-GTP düzeylerinde azalma 

(116) NAFLD olan 72 hasta  L.acidophilus La5, B. breve 

subsp. lactis Bb12 

8 hafta  Serum ALT, ASP, TC ve LDL kolesterol düzeylerinde azalma 

(117) NAFLD olan 44 obez çocuk Bifidobacterium, ALctobasillu, 

S. termofilus 

16 hafta Yağlı karaciğer şiddetinde gelişme, BKİ’nde azama ve 

GLP1/aGLP1’de artış 

İrritable bağırsak sendromu (IBS), gastronintestinal hastalıklar, Helicobakter eliminasyonu, İnflamatuvar bağırsak hastalığı (IBD), diyare 

(118) H. pylori’si olan 59 yetişkin 

birey 

L. acidophilus La5, B. lactis 

Bb12 

6 hafta Helicobacter pylori’ye karşı inhibitör etki 

(119) H. pylori’si olan 16 birey L. casei Shirota 6 hafta Helicobacter pylori gelişimine karşı inhibitör etki (probiyotik 

verilen grupta yaklaşık %64, kontrol grubunda ise yaklaşık %33 

oranında) 

(120) Orta kulak iltihabı ya da 

solunum yolu enfeksiyonu olan 

269 çocuk 

S. cerevisiae (boulardii) Bilgi yok Diyare görülme sıklığı, probiyotik verilen grupta (%7.5) plasebo 

gruba (%23) kıyasla daha az bulundu. Herhnagi bir yan etki 

gözlenmedi.  

(121) Ülseratif kolit olan 77 hasta Probiotic VSL#3 12 hafta Probiyotik verilen grubun %42.9’unda, plasebo grupta ise 

%15.7 oranında remisyon  

(122) İntestinal koliti olan anne sütü 

almış 90 yeni doğan 

L. reuteri ATCC 55730 6 ay Bir haftalık kullanımdan sonra intestinal kolitle ilişkili 

semptomlarda ve ağrıda azalma 
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Tablo 2.4. (Devam) Probiyotiklerin insan sağlığı üzerindeki etkilerini araştıran bazı klinik çalışmalar. 

Atopik dermatit (AD) 

(123) 512 gebe kadın ve katılımcıların 

474 yenidoğan bebeği 

L. rhamnosus 

HN001 

Kadınlar- 35 haftalık gebelik 

döneminden altı aylık emzirme 

dönemine kadar; bebekler- 

doğumdan 2 yaşına kadar 

Bebeklerde egzamanın kümülatif 

prevelansında belirgin bir azalma 

(124) Orta şiddette atopik dermatiti olan 

53 çocuk 

L. fermentum VRI 033 PCC
TM

 8 hafta SCORAD’da azalma 

(125) 156 tane yüksek risk altında olan 

(ailesinde alerjik hastalığı olan) 

çocuklar ve anneleri 

B. bifidum, B. lactis, L. lactis Anneler- gebeliğin son 6 haftası; 

bebekler- 12 ay 

Probiyotiğin, bebeğe doğumdan 

sonraki 3 ay içinde verildiğinde, en az 

2 yıl boyunca egzama için yüksek 

riskte anlamlı azalma  

(126) Atopik dermatiti olan 50 çocuk B. animalis subsp lactis 8 hafta IFN-gama ve IL-10 düzeylerinin 

iyileşmesi sonucu AD şiddetinde 

anlamlı azalma 

Laktoz intoleransında azalma 

(127) Laktoz sindirim bozukluğu olan 

15 sağlıklı yetişkin birey 

S. lactis, L. plantarum, S. 

cremoris, L. casei, S. diacetylactis, 

S. florentinus, L. cremoris 

1 gün Laktoz sindiriminde ve toleransında 

iyileşme 

(128) 44 hasta B. animalis subsp. animalis IM386 

(DSM 26137), L. plantarum 

MP2026 (DSM 26329) 

6 hafta Diyare ve mide gazında anlamlı azalma 
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Tablo 2.4. (Devam) Probiyotiklerin insan sağlığı üzerindeki etkilerini araştıran bazı klinik çalışmalar. 

Farklı kanser türleri ve kanserle ilişkili yan etkiler 

(129) 100 kolerektal karsinomu olan 

hasta 

L. plantarum 

CGMMCC No 1258, L. acidophilus LA-

11, B. longum BL-88 

16 gün Gut mukozal bariyer sağlamlığında 

artış ve enfeksiyon 

komplikasyonlarında azalma 

(130) Servikal kanseri olan hastaların 

radyoterapi süresinde diyaresi 

olan 63 hasta 

L. acidophilus, B. bifidum 7 hafta Diyare insidansında azalma ve gaita 

kıvamında iyileşme 

(131) Kolerektal kanseri 150 hasta L. rhamnosus 573 24 hafta Diyare şiddetinde, abdominal 

rahatsızlıkta ve hastane bakımına 

ihtiyaç duymada azalma, bağırsak 

toksisitesine bağlı olarak kemoterapi 

dozunda azalma 
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2.6. Probiyotiklerin Canlılığını Etkileyen Faktörler 

Probiyotik bakterilerin yapılan çalışmalarda belirtilen farklı birçok olumlu 

etkiyi gösterebilmesi ve hastalıkların önlenmesinde ve tedavisinde rol oynayabilmesi 

için canlılığını bağırsağa ulaşana kadar belli bir düzeyde koruması gerekmektedir 

(132). Bu yüzden uygun probiyotik bakteri seçiminde canlılığını koruyabilme yeteneği 

ve metabolik aktivite özellikleri en önemli kriterlerdir (133). Probiyotik içeren 

ürünlerin üretiminden tüketiciye ulaşana kadar geçen her aşamada probiyotiklerin 

canlılığını etkileyecek birçok faktör vardır. Besine bağlı etmenler (pH, moleküler 

oksijen, su aktivitesi, tuz varlığı, şeker ve hidrojen peroksit, bakteriyosin, yapay 

tatlandırıcılar ve renklendirici maddeler gibi kimyasallar), işleme süreçlerindeki 

parametreler (ısıl işlemler, inkübasyon sıcaklığı, ürünlerin soğutma dereceleri, 

ambalaj materyalleri ve depolama yöntemleri ve ürün çeşitleri) ve mikrobiyolojik 

parametreler (probiyotiklerin türü, inokülasyon hızı ve oranı) etkileyen temel etkenler 

arasındadır (Şekil 2.1) (16, 25, 134, 135).  

 

Şekil 2.1. Probiyotiklerin canlılığını etkileyen etmenler. 

2.6.1. Besin İşleme 

Besin işleme, besin güvenliğini sağlamak için zararlı mikroorganizmaların yok 

edilmesi ve patojenik kontaminasyonların önüne geçilmesi için uygulanan işlemlerdir. 
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Fakat probiyotik bakterilerin çevre koşullarına oldukça duyarlı olduğu 

düşünüldüğünde, canlılıkları bu işlemlerden oldukça fazla etkilenmektedir. Örneğin, 

besinlerin raf ömrünü uzatmak için kullanılan en yaygın yöntemler; ısıl işlem ve 

kurutma yöntemleridir. Fakat bu iki yöntem de probiyotiklerin canlılığını büyük 

oranda olumsuz etkilemektedir. Diğer bir problem, probiyotikler bir besine 

eklendiğinde çoğalmalarının sınırlandırılmasıdır. Probiyotik bakterilerin yerine bazı 

bakterilerin gelişmesi, ürünlerin bozulmasına neden olabilir (135).  

Özellikle fermente süt ürünlerinde probiyotik bakterilerin gelişimini etkileyen; 

asidite, pH, hidrojen peroksit, depolama sıcaklığı, diğer tür ve suşların varlığı, laktik 

ve asetik asit konsantrasyonu ve whey proteininin konsantrasyonu, diğer olumsuz 

etkenler arasında gösterilmektedir (136-139). 

2.6.2. Mide Asidi 

Mide pH’sı 2’nin altında olduğu için probiyotiklerin asiditeye karşı 

gösterdikleri tolerans, canlılık düzeylerini önemli oranda etkiler. L. asidefilus, pH 

2.0’ye karşı dirençlidir ve nötre yakın pH’ya sahip sitoplazmada canlılıklarını 

sürdürebilirler (140). İnsan gastrointestinal sistemden izole edilen Laktobasillus GG 

türlerinin farklı pH değerlerine sahip gastrik sıvıdaki canlılıklarının incelendiği bir 

çalışmada, pH 1’de canlılığını hızlıca kaybettiği fakat pH 3 ile 7 arasında 4 saatlik 

müdehale sonunda canlılıklarında ciddi bir azalma olmadığı gözlenmiştir (141). 

Bakterilerin asiditeye karşı toleransı; çevresel strese karşı korunmasından sorumlu 

genlerin up-regülasyonunun sağlanması veya asidik çevreye karşı adaptasyonun 

sağlanması gibi farklı yöntemler kullanılarak geliştirilebilir. Bifidobakterilerin asit ve 

safraya karşı tolerasyonu farklı türlere göre değişiklik göstermektedir. B. longum, B. 

pseudolongum ve B. animalis türleri yüksek asiditeye karşı dirençlidir (137, 140). EcN 

probiyotik bakterilerinin aside karşı dayanıklılığının değerlendirildiği bir çalışmada 

da; EcN’nin pH 1,5’a duyarlı olduğu faat pH 2’de canlılığını koruduğu gösterilmiştir 

(142). 

2.6.3. Safra Tuzu 

Probiyotik bakterilerin önemli özelliklerinden biri; ince bağırsağa kadar canlı 

olarak ulaşıp, burada safra tuzuna karşı direnç gösterebilme yetenekleridir (143). 
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Haller ve arkadaşları (144) bağırsaktan elde edilen lactobasil türlerinin, fermente 

besinlerden elde edilen lactobasil türlerine göre safraya direncinin daha yüksek 

olduğunu bildirmiştir. Fermente besinlerle oral olarak alınan L. asidefilus’un intestinal 

geçişi boyunca sadece %1.5’inin canlılığını koruduğu belirtilmiştir. Bazı lactobasil 

türlerinin safra stresine karşı dirençli olduğunu bu yüzden probiyotik bakteri olarak iyi 

bir seçim olabileceği bildirilmiştir. Bu türlerin safra tuzu hidrolaz enzimini kullanarak 

safra asidini dekonjüge edebilme yeteneği vardır (140, 145). Farklı laktobasil 

türlerinin safra tuzuna karşı dirençlerinin değerlendirildiği bir çalışmada; LGG’nin 

%0.5, %1 ve %2 oranlarında safra tuzu çözeltilerindeki canlılıklarını üçer saat 

aralıklarla değerlendirmişlerdir. Üç saatin sonunda %0.5 ve %1’lik çözeltideki 

bakterilerin canlılık düzeyleri 8 log (kob/mL)’un altında, %2’lik çözeltideki canlılık 

düzeyleri ise 7 log (kob/mL)’un altında bulunmuştur. Çalışmanın sonunda LGG 

bakterilerinin %2’lik safra tuzuna daha duyarlı olduğu belirtilmiştir. Bunun yanı sıra 

çalışmada, 6 ve 12. saatlerde bakterilerin ortama adaptasyon sağladığı için canlılığının 

daha yüksek olduğu gösterilmştir (146). Bifidobakterilerin farklı alt türlerine göre 

safra tuzuna karşı duyarlılığı faklıdır. B. longum’un %4.0’lük safra konsantrasyonunda 

bile canlılığını devam ettirebildiği gösterilmiştir (137). EcN probiyotik bakterilerinin; 

%0.1, %0.3 ve %0.5 safra tuzu içeren PBS çözeltisi içerisinde canlılığının 

etkilenmediği belirtilmiştir (142). 

2.6.4. Oksijen İntoleransı 

Oksijen içeriği ve redoks potansiyeli, probiyotik bakterilerin canlılığını önemli 

ölçüde etkilemektedir. Anaerobik bakteriler; hem intestinal mikrobiyal ekosisteminde 

hem de egzojenik oksidatif stres durumlarında oksijeninin varlığından doğrudan 

etkilenir (140). Yapılan bir çalışmada, yoğurtta bulunan L. asidefilus canlılığının, 

ambalajın oksijen geçirgenliğiyle yakından ilişkili olduğu gösterilmiştir (138). Anti-

oksidatif tür olan L. fermentum’un, oksidatif olmayan türlere göre oksijen varlığında 

canlılığını daha fazla koruduğu belirtilmiştir (147). Bifidobakteri türleri ise 

anaerobiktir (140). Yapılan bir çalışmada; B. longum’un oksijen varlığında, 

gelişiminin sınırlandığı ve sellüler yağ asidi profili değiştiği için hücre morfolojisinin 

de değiştiği gösterilmiştir (148).  
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2.6.5. Diğer Faktörler 

Besinlerin doğal yapıları, gastrointestinal sistemden geçişleri sırasında 

probiyotiklerin canlılığını etkilemektedir. Örneğin meyvelerde bulunan selüloz, 

probiyotiklerin bağırsak geçişi sırasında koruyucu etki gösterir. Peynirlerin de 

probiyotik bakterilerin taşınmasında etkili bir alternatif olacağı belirtilmektedir. 

Çünkü yüksek pH ve yağ içeriğine, katı bir yapıya ve yüksek tamponlama yeteneğine 

sahiptir. Tüm bu özellikler bakterilerin korunmasında etkilidir (149).  

Probiyotik içeren ürünlerin nem içeriği ve su aktivitesi raf ömrü boyunca 

bakterilerin canlılığını etkiler. Kurutma işleminden sonra besinde kalan su miktarı 

bakterilerin depolama boyunca canlılığını daha hızlı kaybetmesine neden olur. Bunun 

yanı sıra probiyotik içeren ürünlerin bulunduğu ortamın nemi de, su mobilitesini ve 

canlılığı kaybetme hızını arttırır. Ambalajın probiyotiklerin canlılığı üzerindeki etkisi, 

ambalajın oksijen ve diğer gazları geçirgenliğine bağlıdır (16). 

Besinlerin işleme ve üretim aşamalarında ya da sindirim boyunca olumsuz 

birçok durumla karşılaşıldığı için, probiyotiklerin bu çevre koşullarına karşı direnç 

geliştirmesi gerekmektedir. Bunun için; asit ve safraya karşı dirençli olan türlerin 

seçilmesi, oksijen geçişini engelleyen ambalajların kullanılması, iki basamaklı 

fermentasyon, çeşitli stres durumlarına karşı pre-adaptasyon, aminoasit ve peptid 

formunda mikro besin ögelerinin eklenmesi ya da mikro ya da 

nanoenkapsülasyonunun yapılması gibi alternatif çözümler sunulmaktadır. Bunlar 

arasında en etkili korumanın, probiyotiklerin enkapsülasyonu ile sağlanacağı 

belirtilmektedir (135, 139).  

2.7. Enkapsülasyon İşlemleri 

Enkapsülasyon; besinlerde bulunan aktif bileşenlerin kimyasal ve çevresel 

faktörler (sıcaklık, pH, enzimler ve oksijen) gibi olumsuz koşullardan korunması ve 

kontrollü salınımının gerçekleştirilebilmesi için bariyer oluşturulması sürecidir (150, 

151). Gıda endüstrisinde biyoaktif bileşenlerin ve probiyotiklerin korunması için 

birçok farklı enkapsülasyon yöntemi geliştirilmiştir. Uygun yöntem seçiminde; 

enkapsülasyonda kullanılacak olan materyalin türü ve enkapsüle bileşenin eklendiği 

son ürünün özellikleri kritik önem taşımaktadır. Kapsül duvar materyalinin seçimi de; 
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enkapsüle edilmiş bileşenin özelliklerini ve enkapsülasyonun etkinliğini etkilediği için 

dikkatli şekilde yapılmalıdır (152).  

İnsan tüketimine sunulacak olan enkapsülasyon materyallerinin GRAS olarak 

kabul edilmesi gerekmektedir (153). Enkapsülasyon için en sık kullanılan materyaller; 

protein ve karbonhidrat polimerleridir. Son ürünün özelliklerinin belirlenmesinde bu 

materyaller etkin rol oynar. Kapsül partiküllerinin boyutu, şekli ve yapısını, üretim, 

depolama ve tüketimi süresince stabilitesini ve istenildiği durumlarda kontrollü 

salınımının gerçekleşmesini etkiler (154, 155). Biyoaktif bileşenlerin 

enkapsülasyonun birçok avantajı vardır; ürünlerin istenen şekilde tüketiciye 

ulaşmasını, biyoyararlılığının arttırılması ya da canlılığının korunmasını, zamanla 

üründe oluşabilecek kimyasal değişimler sonucu istenmeyen veya zararlı bileşiklerin 

oluşumunun önlenmesini ve bazı istenmeyen tat ve kokuların maskelenmesini sağlar. 

Genellikle karşılaşılan dezavantajları ise; kapsüllerin polimer matrikslerinin stabilitesi 

ve mikro boyuttaki materyalin çoklu üretimindeki zorluklardır (156, 157). 

Enkapsülasyon teknolojisinin iki temel yöntemi vardır; mikroenkapsülasyon ve 

nanoenkapsülasyon. Her ikisi de üretilecek olan ürünün fonksiyonelliğini farklı 

şekillerde etkilemektedir (15). 

2.7.1. Mikroenkapsülasyon  

Mikroenkapsülasyon, kontollü salınım gerektiren ve bazı olumsuz koşullarda 

çok küçük bir kapsülün içerisinde, katı, sıvı ve gaz bileşenlerinin kaplanması 

teknolojisidir. Mikrokapsüller, katı veya sıvı çekirdeği birkaç mikron ile 1 mm 

arasında değişen bir çapta çevreleyen, ince, küresel, sert ve yarı geçirgen bir zardır. 

Kapsüler kaplama; pH, oksijen ve asidite gibi çevresel strese karşı çekirdekte bulunan 

aktif bileşenleri korur ve sindirim sisteminden geçişi kolaylaştırır. Enkapsülasyon 

işlemiyle; bakterilerin canlılığının koruması, dozun kontrol edilmesi ve hücrelerin 

manipülasyonu sağlanır (158). 

Mikroenkapsüle edilen materyal çekirdek (core), iç faz ya da dolgu olarak 

adlandırılırken; dış kısımda bulunan kısım duvar ya da membran olarak 

adlandırılmaktadır (159) (Şekil 2.2). 
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Şekil 2.2. Mikroenkapsülasyon 

Probiyotiklerin mikroenkapsülasyonu için genellikle uygulanan teknikler; 

emülsiyon, ekstrüzyon, püskürterek kurutma ve püskürterek dondurma teknikleridir 

(158, 160, 161). Emülsiyon yöntemiyle daha küçük boyutta kapsüller 

üretilebildiğinden probiyotik bakterilerin mikroenkapsülasyonunda genel olarak bu 

yöntem kullanılmaktadır (162). Probiyotiklerin enkapsülasyonunda farklı birçok 

materyal, birlikte ya da tek başına kullanılmaktadır. kapsülasyon materyali olarak 

çalışmalarda genellikle; aljinat ve türevleri, karregenan ve karışımları, ksantan-jelan 

karışımları, kitosan, jelatin, dirençli nişasta, whey proteinleri, polimerize whey 

proteinleri, kazein tercih edilmektedir (150, 163-165). Kullanılacak olan materyalin 

etkinliği; kapsülü kaplama yeteneğine ve canlılığı geliştirmesine yanı sıra 

ulaşılabilirliğine, maliyetinin düşük olmasına ve biyo uyumluluğuna bağlıdır (166).  

Ekstrüzyon Yöntemi  

Ekstrüzyon yöntemi, hidrokolloitlerin kaplama materyali olarak kullanıldığı en 

yaygın ve en eski yöntemdir (167). Kalsiyum, potasyum gibi minerallerin varlığında 

jel forma dönüşen aljinat, karregenan ve pektin gibi bazı polimerler, ekstrüzyon 

yöntemiyle probiyotiklerin başarılı bir şekilde enkapsüle edilmesinde 

kullanılmaktadır. Jel formu oluşturan materyallerin kullanılmasındaki temel sebep; 

jelleşmiş olan iyonlar tarafından, çoklu serbest karboksilik radikallerin 

bağlanabilmesidir. Böylece jel formda bağlanmış yapılar elde edilerek başarılı bir 

mikroenkapsülasyon gerçekleştirilir (168). Bu yöntem, uçucu ve stabil olmayan aroma 

maddelerinin ve yağların kapsüllenmesi için uygun bir yöntemdir. Kapsüllemeyle 

oksijen geçişi tamamen engellendiği için ürünlerin raf ömrü etkili bir şekilde uzatılır 

(169).  

 Enkaspsülasyon materyali 
 Aktif bileşen 
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Ekstrüzyon yönteminin en büyük avantajı; duvar-çekirdek özellikleridir. 

Enkapsüle edilen materyal duvar materyali ile tamamen kaplanmıştır ve yüzey 

çekirdek materyali dehidre edici bir sıvıyla (genellikle isopropil alkol) uzaklaştırılır. 

Yüzey çekirdek materyali, üründe istenmeyen duyusal özelliklerin ortaya çıktığı 

durumlarda önemlidir. Karbonhidrat kullanılarak kaplama, oksijene karşı çok iyi bir 

bariyer oluşturur ve bu durum da ürünlerin raf ömrünün uzamasına neden olur (170).  

Ekstrüzyon yönteminin dezavantajı ise, kapasitesinin düşük olmasıdır. Yüksek 

kapasite çekirdeğin duvar materyaline oranının yüksek olması anlamına gelir ve 

ekonomik olmasının yanı sıra duyusal özellikleri açısından da önemlidir. Kapasiteyi 

arttırmak için yapılan uygulamalar mikrokapsüllerin stabilitesini olumsuz etkiler ve 

çekirdek materyalinde kayba neden olur. Diğer dezavantajları ise; karbonhidratların 

hasara ve yapısal bozulmalara duyarlı olması, daha büyük partikül dağılımının olması 

ve duvar materyal alternatifinin sınırlı olmasıdır (169, 170). 

 Emülsiyon Yöntemi 

Bu yöntem, kalıcı ya da geçici emülsiyon oluşturmak için sürekli fazdan ya da 

dağılma fazından oluşan bir yöntemdir. Bu fazların ardından ayrışma fazı gelir, fazlar 

birbirinden ayrılır ve dağılma fazı çekirdek materyal olarak probiyotik bakterileri 

enkapsüle eder (171). Sodyum aljinat, çalışmalarda en sık kullanılan materyaldir. Bir 

iğne yardımıyla püskürtme ya da damlatma yerine, dağılma fazı olarak sodyum aljinat, 

herhangi bir bitkisel yağ içerisinde emülsüfiye edilir. Sonrasında kalsiyum klorür 

çözeltisi yavaşça eklenerek sertleşmesi sağlanır. Sonunda oluşan kapsüller filtrasyonla 

toplanır ya da orta şiddette santrifüj edilir (172). Bu işlemle birlikte, ekstrüzyon 

yöntemine kıyasla daha küçük kapsüller elde edilir. Endüstriyel açıdan bakıldığında 

da daha büyük ölçekli üretimlerde kullanımı daha kolaydır. Partiküllerin boyutları; 

çalkalama hızına ve homojenizasyon parametrelerine bağlı olarak belirlenebilir (135). 

Konuyla ilgili yapılan bir çalışmada; mısır özü yağında sodyum aljinatın emülsyionu, 

mikrogözenekli cam membrandan geçirilerek yapılmış ve L. casei YIT 9018 

hücrelerinin enkapsülasyonunda kullanılmıştır. Çalışmanın sonunda küçük partikül 

boyutuna sahip ve stabilitesi yüksek ürünler elde edilmiştir. Çalışmada ayrıca 

enkapsüle edilen ürünlerin, enkapsüle edilmeyen ürünlere kıyasla; in vitro gastrik 

koşullarda, safra tuzuna karşı ve farklı sıcaklıkta depolama koşullarında etkinliklerinin 
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daha yüksek olduğu gösterilmiştir (173). Emülsiyon yönteminde aljinattan farklı 

yaygın olarak kullanılan diğer materyaller; k- karregenan ve keçiboynuzu gum 

karışımı, kitosan, jelatin ve selüloz asetat fitalattır (135).  

Literatürde aljinattan farklı materyaller kullanılarak başarılı 

mikroenkapsülasyonlar yapılmıştır (174, 175). Adhikari ve arkadaşlarının yaptığı bir 

çalışmada (175), %2 k- karegenan ve %0.9 NaCl karışımı, bitkisel yağ içerisinde 

dağıtılmış ve emülsifikasyon için Tween 80 kullanılmıştır. Ardından karışım, 

potasyum klorid ile sertleştirilmiştir. Serbest halde ve enkapsüle edilmiş B. longum 

hafif asidik ortam olan yoğurda eklenmiş ve 30 gün boyunca buzdolabı koşullarında 

depolanmıştır. Yapılan canlılık analizlerine göre; enkapsüle bakterilerin canlılık 

düzeylerinin, serbest haldeki bakterilere kıyasla %70.5 daha fazla olduğu 

bulunmuştur. Emülsiyon yönteminin materyaller açısından birçok alternatif sunması 

nedeniyle araştırmacılar tarafından kazein gibi diğer hidrokolloidlerin 

mikroenkapsülasyonda kullanılmasına yönelik yaplan çalışmalar artmıştır (135).   

Püskürterek Kurutma 

Sprey kurutma kullanılarak mikroenkapsülasyon 1950 yılından beri; aromatik 

yağlar, vitaminler, mineraller, balık yağı ve probiyotik bakteri gibi farklı birçok besin 

bileşeni için kullanılmaktadır (170, 176). Probiyotik bakterilerin püskürterek kurutma 

yöntemiyle mikroenkapsüle edilmesi; mikroenkapsüllerin fiziksel hasarına, bakteri 

hücrelerinin ortaya çıkmasına ve kurutma işlemi boyunca ısıya maruz kaldığı için 

bakterilerin canlılığını büyük oranda etkiler (177). Bakteri hücre ölümlerini azaltmak 

için; dondurarak kurutma süresinde uygun kriyoprotektan karışımların kullanılması, 

püskürterek kurutma işlemi için başlangıç ve sondaki sıcaklıkları optimize edilmesi ve 

ani ısı değişimlerinin minimize edilmesi gibi bazı önlemler alınmaktadır (168). Fakat 

püskürterek kurutma yönteminde asıl sorun, duvar materyalinin seçimidir. Duvar 

materyalinin püskürterek kurutmanın yapılabilmesi için suda çözünür olması gerekir 

fakat bu durum çekirdek materyalin sulu ortamlarda açığa çıkmasına neden olarak 

kontrollü salınımın gerçekleşmesine olanak tanımaz (135).  

Oktil-benzeri nişasta (octyle-substituted starches) gibi bazı hidrofobik 

polisakkaritler püskürterek kurutma yönteminde başarılı bir şekilde duvar materyali 

olarak kullanılmaktadır (170). Kakule yağı için bir çeşit gum (Mesquite gum) (178) ve 
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Enterococcus faecium için ise dekstran ve polivinil pirolidon karışımının (179) 

püskürterek kurutma ile mikroenkapsülasyonda etkili bir duvar materyali olduğu 

gösterilmiştir. Kakule yağının gum ile %83.5’inden daha fazla oranda enkapsüle 

edildiği ve tadının da istenildiği şekilde maskelendiği belirtilmiştir. Her iki çalışmada 

da duvar materyalinin sulu ortamlarda çözündüğü ve kontrollü salınımın 

gerçekleşmediği bildirilmiştir.  

Püskürterek Dondurma 

Bu yöntem probiyotik bakterilerin mikroenkapsülasyonundan ziyade daha çok 

diğer besin ögeleri için kullanılmaktadır (168). Bu yöntem; katı çekirdek materyal 

üzerine lipit bazlı kaplama materyalinin püskürtülmesini içerir. Bu şekilde karışma ve 

kaplama işlemi gerçekleşir. Kaplama materyalinin sıcaklığı, lipitlerin erime 

sıcaklığının üstünde tutulur fakat çekirdek materyalindeki hızlı sıcaklık artışının 

önlenmesi gerekir. 10oC ile 50oC arasındaki soğutucu hava, kaplamanın sertleşmesi ve 

lipitlerin katılaşması için kullanılır. Bu süreç partiküllerin çift kaplama yapılması için 

de uygundur. İlk tabaka olarak lipitler, ikinci tabaka olarak da protein ya da gumlar 

kullanılmaktadır (180). Bu protein ve gumlar, ürünün stabilizasyonunu ve 

yoğunluğunun ayarlanmasını sağlar. Püskürterek soğutma işlemi; vitaminlerin, 

minerallerin, asitlik düzenleyicilerin, diğer dondurulmuş sıvıların ve ısıya duyarlı 

materyallerin enkapsüle edilmesinde başarılı olarak uygulanmaktadır (135, 181).  

2.7.2. Nanoenkapsülasyon 

Nanoenkapsülasyon; nanokompozit, nanoemülsifikasyon ve 

nanoesterifikasyon gibi teknikler kullanılarak daha küçük yapılar oluşturulup istenen 

maddelerin kaplanmasını sağlayan ve çekirdek materyalin kontrollü salınımı da dahil 

son ürünün fonksiyonelliğinin arttırıldığı bir teknoloji olarak tanımlanmaktadır (182). 

Bu teknoloji son yıllarda; vitamin, antioksidan, protein, lipitler ve karbonhidratlar gibi 

biyoaktif bileşenlerin olumsuz koşullardan korunmuş, fonksiyonelliği arttırılmış ve 

stabilitesi geliştirilmiş ürünlerin üretilmesi için yaygın olarak kullanılmaktadır (183). 

Sağlık üzerine olumlu etki gösterebilmesi için belirli düzeylerde alınması gereken 

biyoaktif bileşenlerin, kullanılacak miktarlarının nanoteknoloji ile azaltılması sonucu 

bu teknolojinin gıda sektöründeki önemi giderek artmaktadır (182).  
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Yapılan çalışmalarda, nanokapsüllerin üretilmesi için farklı yöntemler 

geliştirilmekte ve farklı materyaller kullanılmaktadır (182, 183). Nanokapsüllerin 

istenen koşullarda kırılması sağlanarak aktif bileşenlerin ortaya çıkması ve diğer 

besinler gibi emilim ve sindiriminin gerçekleşmesi sağlanır (182). Lipit bazlı 

nanoenkapsülasyon sistemleri; çözünürlüğü ve biyoyararlılığı arttırarak, in vivo ve in 

vitro stabiliteyi sağlayarak ve diğer besin bileşenleriyle istenmeyen tepkimelerin 

oluşmasını engelleyerek antioksidan aktivitenin artmasını sağlayabilir. Besinlerin ve 

nutrasötiklerin taşınması ve korunması için kullanılan lipit bazlı nanoenkapsülasyon 

sistemleri; nanolipozomlar, nanokoklearlar ve arkeozomlardır. Nanolipozom 

teknolojisi; duyarlı bileşenlerin enkapsülasyonu, kontrollü salınımı, biyoyararlılığı, 

stabilitesi ve raf ömrünün geliştirilmesinde kullanılmaktadır. Ayrıca besin ögelerinin, 

nutrasötiklerin, enzimlerin, gıda katkı maddelerinin ve besin antimikrobiyallerinin 

taşınmasında da araç olarak kullanıldığı rapor edilmiştir (184).  

Probiyotikler gıda sektöründe genellikle; yoğurt, yoğurttan elde edilen ürünler, 

süt, peynir, meyve içerikli ürünler ve süt içeren ürünlere ilave edilmektedir. Bu 

ürünlerdeki bileşenlerin enkapsüle edilmesi, ürünlerin raf ömrünün arttırılmasını 

sağlayabilir. Nanoenkapsülasyon, probiyotik bakterilerin gastrointestinal sistemde 

istenen bölgelerde salınımının sağlanması için spesifik reseptörlerle etkileşime 

geçmesine olanak sağlar (185).  

Gıda uygulamalarında nano boyutta enkapsülasyon materyali üretimi için 

karbonhidrat, protein ve lipit bazlı materyaller en uygun olanlarıdır (186). Polisakkarit 

bazlı materyaller; canlı organizmalarla ve yaşayan sistemlerle uyumlu, biyoçözünür 

edilebilir ve gerekli özelliklerin kazandırılması için kolay modifiye edilebilir olduğu 

için gıda endüstrisinde yaygın olarak tercih edilmektedir. Lipit bazlı materyallerin 

aksine, karbonhidrat bazlı olanlar yapılarındaki fonksiyonel gruplar nedeniyle birçok 

biyoaktif bileşikle etkileşime girebilir ve bu durum da hidrofilik ve hidrofobik 

biyoaktif bileşenlere bağlanmasını kolaylaştırabilir. Lipit ve protein bazlı materyaller 

yüksek sıcaklıkta kolay denatüre olabilir ya da eriyebilirler. Bu nedenle karbonhidrat 

bazlı materyaller, yüksek sıcaklık uygulaması gereken süreçlerde daha uygun bir 

kaplama materyalidir (35).  

Farklı materyaller kullanılarak biyoaktif bileşenlerin enkapsülasyonu için 

farklı birçok yöntem geliştirilmiştir (187).  
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Koaservasyon Yöntemi 

Koaservasyon yöntemiyle nanoenkapsülasyon, karbonhidrat kaynaklı 

materyallerin kullanılabildiği en kolay yöntemlerden biridir. Bu yöntemde genellikle 

iki zıt yüklü molekül arasındaki elektriksel etkileşimden yararlanılır. Yüklü biyoaktif 

bileşen ile zıt yüklü karbonhidrat arasındaki çekim ile bileşenler uyarılır (basit 

koaservasyon). Alternatif olarak, bir biyoktif bileşen, pozitif yüklü (çitosan gibi) ya da 

negatif yüklü (pektin veya aljinat gibi) biyopolimerlerin elektrostatik 

kompleksleştirmeyle oluşan partiküller içerisinde tutulabilir (kompleks 

koaservasyon). Üretilen nanokapsüllerin fonksiyonel performansı; biyopolimerik 

duvarın yüzey özellikleri ve kimyasal özelliklerine (yüzeyde bulunan yüksek yük 

nanoenkapsülasyon performansının daha iyi olmasına neden olur; yüzeydeki yük ise 

pH’a bağlıdır), çalkama hızına (çok düşük ya da çok yüksek hızla çalkama yapılması 

yığılmalara neden olabilir), polimer solüsyonun damla damla eklenmesinin hızına 

(hızın daha düşük olması performansın daha iyi olmasına neden olur) ve çözeltide 

biyoaktif ve biyopolimerlerin çözünürlüğüne (yüksek çözünürlük performansın daha 

iyi olmasına neden olur) bağlı olarak değişir. Bu yöntem hem polar hem de apolar 

biyoaktif moleküllerin nanoenkapsülasyonunda etkin bir şekilde kullanılmaktadır (24, 

35). 

Püskürterek Kurutma Yöntemi 

Püskürterek kurutma yöntemi enkapsülasyon için en çok kullanılan 

yöntemlerden biridir. Diğer yöntemlere kıyasla hızlı, ucuz ve tekrarlanabilir bir 

yöntemdir (188). Bu yöntemin prensibi; biyopolimer bir çözeltide aktif bileşenlerin 

çözünmesi ve dağılması temeline dayanmaktadır. Dağılma, sıcak bir hava içerisinde 

atomize edilerek yapılır. Burada çözelti hızlıca uzaklaşır ve poroz duvar materyali 

içinde gömülü olan aktif bileşenden oluşan kurutulmuş partikül üretilir.   

Selülozun hidroksil grupları (selüloz asetat fitalat ve hidroksipropil metil 

üretmek için), çitosan (glikol çitosan üretmek için), beta-siklodekstrin (hidroksipropil-

beta siklodekstrin üretmek için) gibi bazı fonksiyonel grupların eklenmesi ya da 

biyopolimerlerin depolimerizasyonu (örneğin guar gum), suda çözünürlüğü arttırabilir 

ve böylece ürünlerin istenilen bölgelere taşınmasını kolaylaştırabilir (35).  
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Bu yöntemin en büyük dezavantajı, biyoaktif materyalin sıcağa karşı duyarlı 

olmasıdır. Bu yöntemde suda az çözünür bileşenler (çitosan veya selüloz gibi) 

kullanılması bu yöntemin diğer sınırlılıklarından biridir. Çünkü besin sistemlerinde 

genellikle su temelli dağılmalar kullanılmaktadır. Uygulama sırasında yüksek 

sıcaklığın kullanılması, nişasta gibi bazı karbonhidratların jelatinize olmasına neden 

olacağından, bu durumun üretim aşamasında sorun yaratabileceği bildirilmiştir. Diğer 

yandan sıcaklığa dayanıklı olan siklodekstrin gibi karbonhidrat biyopolimerleri ya da 

hidroksipropil selüloz gibi modifiye materyaller, yüksek sıcaklıkta püskürterek 

kurutma için uygundur (35).  

Elektrospin ve Elektrosprey Yöntemi 

Elektrospin yöntemi, biyoaktif bileşenlerin kapsüle edilmesi için birkaç 

nanometrenin altındaki boyutlarda sürekli fiberlerin üretilmesini içeren bir yöntemdir 

(189). Bu yöntemde polimer, fiber üretebilmek için elektrostatik kuvveti kullanır. 

Sistem; elektrospin edilecek olan sıvının pompalandığı şırınga pompa, polimer 

çözeltide yük oluşturulmasını sağlayan pozitif ya da negatif yüklü yüksek voltaj 

kaynağı ve topraklanmış bir kolektörden oluşmaktadır (190-192). 

Bu sistemde sıvı fazdaki polimer, şırıngadan sabit basınç ve sabit hızda pompa 

ile basılarak enjektör ucunda damla oluşturulur. Enjektör ucunda sıvı halde bulunan 

polimer elektrik alana maruz bırakıldığında Taylor konisi olarak bilinen yapı oluşur 

ve elektrik alan damlacık yüzey gerilimini aşacağı kritik bir değere ulaştığında yüklü 

polimer jetler elde edilir. Uygun parametrelerin seçilmesi sonucu kolektöre ulaşana 

kadar evapore olan jetler kolektörde fiber olarak toplanır (32, 193). 

Farklı parametreler fiber oluşumunu ve yapısını etkiler. Bunlar; uygulanan 

voltaj (yüksek voltaj uygulanması başlangıçta ince fiberlerin oluşmasına daha 

sonrasında ise daha kalın fiberlerin oluşmasına neden olur), çözeltinin gönderilme hızı 

(yüksek hız fiberlerin daha ince olmasına neden olur), enjektörle kolektör arasındaki 

uzaklık (daha uzak olması daha ince fiberlerin oluşmasına neden olur), çözeltinin 

özellikleri (iletkenliği daha yüksek olan çözeltilerin seçilmesi, daha ince fiberlerin 

oluşmasına neden olur), polimer konsantrasyonu (daha düşük konsantrasyonlar daha 

ince fiberlerin oluşmasına neden olur) ve çözücünün uçuculuğudur (daha uçucu olan 

çözücüler kullanıldığında daha ince fiberler oluşur) (192, 194).  
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Bu yöntem; bifidobakterilerin, NiO/TiO2, lizozomun ve epigallokateşin-3-

gallat’ın enkapsülasyonunda kullanılmaktadır (35). Stijnman ve arkadaşlarının farklı 

polisakkaritleri kullanarak elektrospin yöntemine yönelik yaptıkları bir çalışmada; 

kullanılan polimerlerin, çözeltilerin ve kullanılan materyallerin özelliklerinin daha 

önemli olduğu, kullanılan ekipman parametrelerinin ise ikincil öneme sahip olduğu 

belirtilmiştir. Protokollerin optimize edilmesinde ise ekipman özelliklerinin daha 

önemli olduğu bildirilmiştir (195).  

Elektrosprey yöntemi ise; elektrospinninge benzer ve nanoenkapsülasyonda 

kullanılan yeni bir yöntemdir. Elektrospinningden farklı olarak nanofiberlerin 

oluşumu yerine nanoparçacıklar oluşmaktadır. Bu yöntemde yüksek voltaj tarafından 

indüklenen elektrostatik kuvvet, damlacıklar içerisindeki sıvıyı atomize eder. 

Çözücünün buharlaştırılması, damlacıkların elektroda doğru iletilmesi sırasında 

gerçekleşir. Elektrosprey yönteminin en belirgin özelliği; etkin ve verimli 

kapsülasyona olanak sağlaması ve tek aşamada üretim imkanı sağlamasıdır (196, 197). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Çalışmanın Genel Planı 

Bu çalışma farklı yöntem ve materyaller kullanılarak enkapsüle edilen farklı 

iki probiyotik bakterinin in vitro koşullarda etkinliği 2017-2020 arasında ve in vivo 

koşullarda etkinliği ise 2019-2021 yılları arasında değerlendirilmesi amacıyla 

yürütülmüştür. Çalışma üç aşamada gerçekleştirilmiştir. İlk olarak belirlenen amaç ve 

hipotezler doğrultusunda iki farklı probiyotik bakterinin (Escherichia coli Nissle 

(EcN) ve Lactobacillus rhamnosus (LGG)) emülsiyon ve elektroeğirme yöntemi ile 

enkapsülasyonu ve yöntemin etkinliği ve ürünlerin karakterizasyonu yapılmıştır.    

Çalışmanın ikinci bölümünde enkapsülasyonu gerçekleştirilen bakterilerin in 

vitro koşullarda canlılığı analiz edilmiştir. In vitro yöntem için, ilk olarak farklı 

parametreler kullanılarak simüle mide çözeltisi ve simüle bağırsak çözeltileri 

hazırlanmıştır. Parametreler optimize edildikten sonra farklı iki yöntemle enkapsüle 

edilen probiyotik bakterilerin sindirim sistemi simülasyonu (mide ve ince bağırsak) 

süresince canlılıkları analiz edilmiştir. Bu bölümde farklı enkapsülasyon 

yöntemlerinin in vitro koşullardaki canlı kalma oranları tespit edilmiş ve yöntemler 

karşılaştırılmıştır.  

Çalışmanın üçüncü kısmında enkapsüle probiyotik bakterilerin in vivo 

koşullarda farklı inflamasyon parametreleri üzerindeki etkisi incelenmiştir. 

Çalışmanın in vivo kısmına; in vitro çalışmasından elde edilen sonuçlar doğrultusunda 

canlılığı daha iyi koruduğu belirlenen mikroenkapsülasyon yöntemiyle üretilen 

probiyotiklerle devam edilmiştir. Çalışmaya dahil edilen C57BL/6J türü 35 adet erkek 

fareye (randomize olarak beş gruba ayrılmış); mikroenkapsüle probiyotik bakteriler, 

serbest formda probiyotik bakteriler ve PBS oral gavaj ile altı hafta boyunca her gün 

verilmiştir. Çalışmanın sonunda farelerden elde edilen karaciğer dokularından 

inflamatuvar sitokin düzeylerinin analizi; PCR yöntemi ile yapılmıştır (Şekil 3.1). 

Yapılan tüm müdehaleler Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu esaslarına 

uygun olarak yürütülmüştür. Bu çalışma için Hacettepe Üniversitesi Hayvan Deneyleri 

Yerel Etik Kurulu’ndan gerekli etik onay alınmıştır (23.10.2018 tarihli ve 2018/67 -
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06) (EK 1). Çalışmanın için gereken bütçe Hacettepe Üniversitesi Bilimsel ve 

Teknolojik Araştırma Projelerini Destekleme Programı ile desteklenmiştir (THD-

2019-17899). 

 

Şekil 3.1. Çalışma akış şeması.  

(EcN, E. coli Nissle; LGG, Lactobacillus rhamnosus; ME, mikroenkapsüle). 

3.2. Probiyotiklerin Enkapsüle Edilmesi 

3.2.1. Probiyotiklerin Hazırlanması 

Çalışmada enkapsüle etmek üzere; immün sistem üzerinde olumlu etkilerinin 

olduğu birçok çalışmada gösterilen LGG ve özellikle gastrointestinal hastalıklarda 

semptomlar üzerinde olumlu etkilerinin olduğu gösterilen EcN probiyotik bakterileri 

seçilmiştir.  

LGG probiyotik bakterileri; liyofilize formda Chr. Hansen ticari markadan 

(ATCC; 53103, Danimarka) temin edilmiştir. Probiyotiklerin canlandırılması için 

liyofilize formda olan LGG, 10 mL MRS broth içerisine eklenerek 37oC’de bir gece 

boyunca inkübe edilmiştir (198).  İnkübasyon sonrasında LGG için MRS agara tek 
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koloni düşürme yöntemiyle inoküle edilerek anaerobik koşullarda 33 oC’de bir gece 

inkübasyona bırakılmıştır.  

EcN; liyofilize formda Mutaflor ticari markadan (Ardeypharm, Germany) 

temin edilmiştir. Bakterilerin canlandırılmasında, EcN’nin gelişimi için BHI (Brain-

Heart Infusion, broth) (Acumedia, Neogen) kullanılmıştır (199). 10 mL BHI brotha 

eklenen liyofilize formdaki EcN probiyotik bakterileri, 37oC’de bir gece boyunca 

inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonrası, TBX (Tryptone Bile X-glucuronide 

Agar) agara, benzer şekilde tek koloni düşürme yöntemiyle ekim yapılmıştır. Ardından 

aerobik koşullarda 33oC’de bir gece boyunca inkübasyona bırakılmıştır.  

Kültürlerin saflık tayini için MALDİ-TOF analizi yapılmıştır. Önceden 

belirtildiği şekilde üretilen suşları tanımlamak için Vitek MS (BioMérieux) sistemi 

kullanılmıştır. Analiz edilen örnekler; 2-20 kDa kütle aralığında, pozitif lineer modda 

ve 337 nm arasında Nitrojen lazerine maruz bırakılmış ve örneklere ait spektrumlar 

elde edilmiştir (Grafik 3.1).  

(a) L. rhamnosus 
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 (b) E. coli Nissle 

Grafik 3.1. Elde edilen spektradan örnekler. 

Elde edilen spektrumlar MYLA yazılımı kullanılarak analiz edilmiştir. Saf 

kültür tayini için yapılan MALDİ-TOF analizi sonucunda elde edilen veriler EK-2’de 

gösterilmiştir. Bu sonuçlar doğrultusunda elde edilen kültürlerin herhangi bir şekilde 

kontamine olmadığı ve %99.9 oranında saf olduğu sonucuna varılmıştır.  

Saflığı belirlenen probiyotik bakterilerden tek koloni seçilerek bakteri 

geliştirilmiş ve elde edilen bakteriler gliserolle karıştırılarak -20oC’de saklanmıştır. 

Çalışmanın devamında hazırlanan gliserollü stok çözeltileri kullanılmıştır.  

Enkapsülasyon işlemlerinde kullanılmak üzere bakteri kültürünün 

canlandırılması için, bakteri stoklarından 200 l EcN ve LGG bakterileri alınarak, 

sırasıyla NB broth (Merck, Darmstadt, Germany) ve MRS brotha (Biolife, Milano, 

Italy) eklenmiş ve bir gece boyunca 37oC’de inkübasyona bırakılmıştır (198, 200).  

İnkübasyon sonunda, besiyerleri Mega Star 1.6R (VWR International, LLC., A.B.D.) 

soğutmalı santrifüj kullanılarak 5000g’de 5 dk santrifüj edilmiştir. Elde edilen 

pelletler; PBS çözeltisi içerinde uygun miktarlarda çözdürülerek kullanılmıştır.  
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3.2.2. Probiyotiklerin Nanofiber ile Enkapsülasyonu 

 Kullanılacak tüm çözeltiler, kimyasallar ve sarf malzemeler öncesinde sterilize 

edilmiş ve tüm işlemler steril koşullarda gerçekleştirilmiştir. Çözeltilerin hazırlanması 

ve elektroeğirme işlemi Hacettepe Üniversitesi Gıda Mühendisliği Bölümü 

Laboratuvarları’nda Canga ve Seker’in (2021) (184) yöntemi ile yapılmıştır. 

Probiyotiklerin enkapsülasyonunda kullanılan fiberlerin üretimi için 

elektroeğirme yöntemi kullanılmıştır. Elektroeğirme yönteminde polimer olarak farklı 

birçok materyal kullanılmasına rağmen, çalışmada yüksek fiberleşme özelliğinden 

dolayı polivinil alkol (PVA) (MA 85000-124000, %99+ hidrolize) kullanılmıştır. 

Ayrıca PVA, genel olarak güvenilir ve zararsız olarak kabul edilen GRAS listesinde 

yer almaktadır. Üretilen ürünlerin öncelikli olarak insanların tüketimine sunulması 

amaçlandığı için özellikle GRAS listesinde yer alan bir polimer tercih edilmiştir.  

Nanofiber yapıların üretilmesinde kullanılan PVA çözeltisinin hazırlanması; 

Canga ve Seker’in (2021) (184) geliştirdiği elektroeğirme yöntemi modifiye edilerek 

gerçekleştirilmiştir.  Çözeltinin hazırlanmasında 1mM PBS (1 mM fosfat tamponu, 

13.7 mM NaCl, (pH 7.4)) kullanılmıştır. Triton X-100 (Sigma-Aldrich Co., St Louis, 

A.B.D.) PVA çözeltisine belli oranlarda eklenmiştir. Elektroeğirme işlemi 

başlatılmadan önce hazırlanan PVA çözeltisiyle, aynı oranda bakteri kültürü 

karıştırılmıştır.  

Homojen bir yapı elde edildikten sonra PVA çözeltisi ve bakteri kültür 

karışımı, elektroeğirme işleminde kullanılacak olan şırıngaya çekilmiştir. 

Elektroeğirme işlemi için Hacettepe Üniversitesi Gıda Mühendisliği Labaratuvarı’nda 

bulunan tek nozullu elektroeğirme cihazı kullanılmıştır. Elektroeğirme işlemi; 1 mL/sa 

akış hızı ve 25 kV voltaj değerinde başlatılmıştır. Şırıngada bulunan çözelti, yüksek 

voltajın etkisiyle, sürekli dönen ve alüminyum folyo sarılı kolektörde, fiber yapıları 

oluşturarak toplanmıştır. Oluşan fiberlerin karakteristik özellikleri Bilkent 

Üniversitesi UNAM’da yapılmıştır.  
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3.2.3. Probiyotiklerin Mikroenkapsülasyonu 

Çalışmanın bu kısmında probiyotiklerin emülsiyon yöntemiyle 

mikroenkapsülasyonu, Sultana ve ark. (2000) (201) ve Cakir ve Yilmaz (2021) (202) 

tarafından belirlenen protokol doğrultusunda geliştirilmiştir. Mikroenkapsülasyon 

işleminin ön uygulaması Hacettepe Üniversitesi Gıda Mühendisliği Bölümü 

Laboratuvarlarında gerçekleştirilmiştir. Mikroenkapsülasyon işlemi Hacettepe 

Üniversitesi Beslenme ve Diyetetik Bölümü Mikrobiyoloji Laboratuvarında 

gerçekleştirilmiştir. Kullanılan tüm çözeltiler, kimyasallar ve sarf malzemeler 

öncesinde sterilize edilmiş ve tüm işlemler steril koşullarda gerçekleştirilmiştir. 

Probiyotik bakterilerin mikroenkapsüle edilmesinde emülsiyon yöntemi 

kullanılmıştır. Emülsiyon yönteminde polimer olarak, sodyum aljinat ve selüloz asetat 

fitalat  (Sigma-Aldrich Co., St Louis, A.B.D.) kullanılmıştır. Mikroenkapsülasyonda 

kaplama materyalinin toksik olmaması, ekonomik olması, stabilitelerinin yüksek ve 

geçirgenliğinin optimum olması gerekmektedir.  

Mikroenkapsülasyon işlemi yapılmadan önce probiyotik bakteriler önceki 

bölümlerde belirtildiği şekilde bir gün öncesinde, hazırlanan stoklardan 

canlandırılmıştır. Canlandırılan bakteriler 5000g’de 5 dk boyunca santrifüj edilmiş ve 

elde edilen pelletler NaCl (Merck) çözeltisi ile iki kere yıkanmıştır. Ardından bakteri 

çözeltisi tekrar aynı koşullarda santrifüj edilip oluşan pelletler, NaCl çözeltisi ile 

süspanse edilmiştir. CAP ve alijnatın belirli oranlarda karıştırılarak önceden 

hazırlandığı polimer çözeltisi, bakteri kültürü ile karıştırılmış ve homojen yapının 

oluşması için 5 dk boyunca vortekslenmiştir.  

Beher içerisine ticari olarak temin edilen mısırözü yağı (sürekli faz), bakteri 

çözeltisiyle 5:1 oranında olacak miktar belirlenerek eklenmiştir. Yağın içerisine 

Tween 80 (BioShop) steril koşullarda eklenmiş ve 10 dk boyunca karışması 

sağlanmıştır. Ardından polimer ve bakteri karışımı (süreksiz faz) beher içerisine 

eklenmiştir. Karışım, yağ içinde su emülsiyonunun oluşturulması amacıyla, manyetik 

karıştırıcı kullanılarak homojenize edilmiştir. Tamamen karışım gerçekleştiğinde, 

CaCl2 (BioShop ve Merck) çözeltisi hızlıca eklenmiştir (Resim 3.1). Eklenen CaCl2 

ile, emülsiyon kırılarak kapsül yapıların sertleşmesi sağlanmıştır. Ağzı steril 
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alüminyum folyo ile kapatılan çözelti karışımı, buzdolabında (4oC) 2 saat boyunca 

kapsül yapıların dipte birikmesi için bekletilmiştir.  

 

 

 

 

 

Resim 3.1. Polimer ve probiyotik bakterinin karışımı. 

İki saatlik beklemenin sonunda; beherin üst kısmında yağ, orta kısımda CaCl2 

çözeltisi ve en dipte ise mikrokapsüller kalacak şekilde faz ayrımları gerçekleşmiştir. 

Üstte kalan yağ ve CaCl2 çözeltisi steril koşullarda mümkün olduğu kadar 

uzaklaştırılmıştır. Ardından mikrokapsül haricindeki maddelerin tamamen ayrılması 

için üç kere yıkama işlemi yapılmıştır. İlkinde CaCl2 çözeltisi, ikincisinde NaCl 

çözeltisi ve sonuncuda ise tekrar CaCl2 çözeltisi ile yıkama işlemi yapılmıştır. 50 

mL’lik steril falkonlarda gerçekleştirilen işlemde, yıkama çözeltileri 45 mL olacak 

şekilde falkonlara eklenmiş, yavaşça alt-üst edilerek kapsüllerin tekrar çökmesi 

beklenmiştir. Son yıkama sonrası elde edilen mikrokapsüller steril falkona aktarılarak 

doğrudan buzdolabı sıcaklığında depolanmıştır.  

3.3. Enkapsüle Edilen Bakterilerin in vitro Koşullarda Canlılığının 

Değerlendirilmesi 

Çalışmanın bu kısmı Hacettepe Üniversitesi Beslenme ve Diyetetik Bölümü 

Mikrobiyoloji Laboratuvarında gerçekleştirilmiştir. Farklı yöntemlerle enkapsüle 

edilen probiyotik bakterilerin in vitro koşullarda canlılık düzeyleri incelenmiş ve 

karşılaştırılmıştır. Simüle sindirim sisteminde kullanılacak çözeltilerin 

hazırlanmasında;  Sahadeva ve ark. (2011) (203) ve Tokatlı ve ark. (2015) (204) 

tarafından yapılan çalışmalar temel alınarak, kullanılan probiyotik bakterilere göre 

bazı modifikasyonlar yapılmıştır. Farklı probiyotik bakteri türlerine göre simüle mide 

ve bağırsak çözeltileri hazırlanırken pH 1.5, 2, 2.5 ve 3’teki farklı pepsin 
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konsantrasyonları (0,3 mg/mL, 0,8 mg/mL ve 3 mg/mL) kullanılarak çoklu denemeler 

yapılmış ve canlılık düzeyleri belirlenmiştir. Denemeler sonucunda elde edilen 

sonuçlara göre simüle mide ve bağırsak çözeltilerinin parametreleri belirlenmiştir. Bu 

doğrultuda simüle mide çözeltisi ve simüle bağırsak çözeltilerinin hazırlanmasında 

farklı probiyotik bakterileri için kullanılan enzim ve pH değerleri Tablo 3.1’de 

verilmiştir.  

Tablo 3.1. Simüle mide çözeltisi ve simüle bağırsak çözelti bileşenleri. 

  EcN LGG 

Simüle Mide Çözeltisi     

pH 2,5 3 

Pepsin 0,8 mg/mL 0,8 mg/ mL 

Simüle Bağırsak Çözeltisi     

pH 8 8 

Pankreatin 1 mg/ mL 1 mg/ mL 

Safra tuzu 0,4 mg/ mL 0,4 mg/ mL 

 Simüle mide çözeltisi hazırlanırken, 10 Mm PBS çözeltisi hazırlanmış ve pH 

değerleri tabloda verilen değerlere göre ayarlanmıştır.  Ardından hazırlanan mide 

çözeltisi 121oC’de 15 dk sterilize edilmiştir. Sterilize edildikten sonra, pepsin belirtilen 

miktarlarda steril falkonlara eklenerek +4oC’de çalkalanarak tamamen çözünmesi 

sağlanmıştır.  

Simüle bağırsak çözeltisi için ise; 10 Mmol PBS kullanılmıştır. Belirtilen 

oranlarda safra asidi eklenerek çözünmesi sağlanmış ve pH değeri 8’e ayarlanmıştır. 

Ardından çözelti, 121oC’de 15 dk sterilize edilmiştir. Sterilizasyonun ardından 1 

mg/mL olacak şekilde pankreatin, çözeltiye eklenerek +4oC’de tamamen çözünmesi 

için çalkalama işlemi uygulanmıştır.  

Çözeltilerin hazırlanmasının ardından; serbest bakterilerin in vitro 

simülasyonu için, bir gece öncesinden taze olarak hazırlanan probiyotik bakterileri, 

5000 g’de 5 dk santrifüj edilerek hücre pelletleri elde edilmiştir. Hücre pelletleri, 5 mL 

simüle mide çözeltisine aktarılarak 37oC’de 90 dk boyunca çalkalama işlemi 

yapılmıştır. Simüle mide çözeltisine aktarıldıktan hemen sonra, 45. dakikada ve 90. 

dakikada 100 l numune alınarak seri dilüsyonlar yapılmıştır. Yüzeye yayma 
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yöntemiyle bakterilerin canlılık düzeyleri, bakterilere uygun besiyerleri kullanılarak 

belirlenmiştir. Mide simülasyonu tamamlandıktan sonra, çözelti aynı oranda simüle 

bağırsak çözeltisi ile süspanse edilerek pH değeri 8’e ayarlanmıştır. Karışım, 37oC’de 

90 dk boyunca hafif çalkalama işlemine devam edilmiştir. Bağırsak çözeltisine 

aktarıldıktan sonra, 45. dakikada ve 90. dakikada numune alınarak, benzer şekilde 

canlılık düzeyleri için steril koşullarda ekimler yapılmıştır.  

Nanofiberle enkapsüle edilen bakterilerin sindirim simülasyonu için ise; 

üretilen fiberler steril koşullarda tartılarak, ağırlığının 100 katı olacak şekilde simüle 

mide çözeltisi ile süspanse edilmiştir. Çözeltiye 37oC’de 90 dk hafif çalkalama işlemi 

uygulanmıştır. Serbest hücrelere benzer şekilde başlangıçta, 45 ve 90. dakikalarda 

numuneler alınıp, yukarda belirtildiği gibi uygun ekimler yapılmıştır. Bağırsak 

simülasyonu için, simüle mide çözeltisiyle karıştırılan simüle bağırsak çözletisinin pH 

değeri 8’e ayarlanmıştır ve başlangıç, 45. dk ve 90. dakikalarda numuneler alınarak, 

canlılık düzeylerinin belirlenmesi için uygun ekimler yapılmıştır.  

Mikroenkapsüle edilen probiyotik bakterilerin in vitro simülasyonu için ise; 

üretilen kapsüller simüle mide çözeltisine eklenmiştir. Çözelti, 37oC’de 90 dk boyunca 

çalkalanmıştır. Mide simülasyonu tamamlandıktan sonra, simüle bağırsak çözeltisi 

aynı oranlarda çözeltiye eklenmiş ve pH 8’e ayarlanmıştır. Aynı koşullarda çalkalama 

işlemine devam edilmiş ve başlangıç, 45. dk ve 90. dakikalarda numuneler alınıp 

ekimler yapılmıştır.  

Sağkalım yüzdeleri belirlenirken, başlangıçta alınan numunelerin canlılık 

düzeyleri, mide ve bağırsak simülasyonu süresince farklı sürelerde alınan numunelerin 

canlılık düzeylerine oranlanarak hesaplanmıştır (Formül 3.1) (205): 

Sağkalım yüzdesi = (Koloni Sayısı Tx / Koloni Sayısı To ) x 100            (3.1.) 

3.4. Enkapsüle Edilen Probiyotikleri Kısa Süreli Depolamanın Canlılık 

Düzeylerine Etkisi 

Farklı yöntemlerle enkapsüle edilen probiyotik bakterilerin in vitro 

simülasyonu sonucunda elde edilen verilere göre; emülsiyon yöntemiyle 
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mikroenkapsüle edilen probiyotik bakterilerin farelere verilmesinin daha uygun 

olduğu sonucuna varılmıştır (Grafik 3.2).  

  

Grafik 3.2. Farklı formda bulunan LGG (a) ve EcN’nin (b) mide simülasyonu ve 

bağırsak simülasyonu sonunda canlılık düzeylerindeki azalma oranları (%). 

Konuyla ilgili literatür taramalarına bakıldığında; farelere verilmek üzere 

üretilmesi planlanan mikroenkapsüle probiyotiklerin, kısa süreli depolama 

koşullarında canlılığını büyük ölçüde koruduğu görülmüştür. Fakat bu düzeyler, 

bakterilerin türüne ve depolama sıcaklığına göre farklılık gösterebilmektedir. 

Probiyotiklerin sağlık üzerinde istenen etkiyi gösterebilmeleri için belirli bir düzeyin 

üzerinde olması gerektiğinden, bu düzeyin korunduğu depolama süresinin 

belirlenmesi amacıyla +4oC’de, belirtilen yöntem ve materyaller kullanılarak üretilen 

bakterilerin bir hafta boyunca belirli aralıklarla (1, 3 ve 7. gün) canlılık düzeyleri analiz 

edilmiştir. Her numune iki paralel olacak şekilde analiz edilmiştir. Elde edilen sonuçlar 

log, kob/ml olarak verilmiştir.  

3.5. Enkapsüle Edilen Probiyotiklerin in vivo Koşullarda Etkinliğinin 

Değerlendirilmesi 

Çalışmanın in vivo kısmında, aynı soydan gelen 8 haftalık C57BL/6J türü 35 

adet erkek fare Hacettepe Üniversitesi Deney Hayvanları Üretim Merkezi’nden temin 

edilmiştir. Farelerin ağırlıkları; Hacettepe Üniversitesi Deney Hayvanları 

Laboratuvarı’nda, 0.1 grama duyarlı hassas terazi ile tartılarak kaydedilmiştir. Tüm 

fareler her kafeste iki fare olacak şekilde transparan polikarbon kafeslere 
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yerleştirilmiştir. Burada 1 hafta boyunca; 22±2°C ortam sıcaklığı, 12 saat dönüşümlü 

aydınlık/karanlık ortam ve %45 nem koşullarında standardize edilmiştir. 

Standardizasyonun ardından çalışma süresince farelerin ağırlıkları ve yem tüketimleri; 

0.1 grama duyarlı hassas terazi ile her gün tartılmıştır. Yem ve suyun ad libitum 

tüketimi sağlanmıştır. Çalışma; 1 hafta standardizasyon ve 6 hafta probiyotik 

müdahalesi olmak üzere toplam 7 hafta sürmüştür. Farelere probiyotik bakteriler oral 

gavaj ile her gün verilmiştir. Standardizasyon haftası sonrası, fareler rasgele 5 gruba 

ayrılmıştır.  

3.5.1. Farelere Enkapsüle Probiyotik Müdehalesi 

Farelerin tüketimi için, firmadan temin edilen standart yem kullanılmıştır 

(Arden Araştırma ve Deney, Ankara). Yemin enerji ve makrobesin ögesi içeriği Tablo 

3.2’de gösterilmiştir.  

Tablo 3.2. Yemin makrobesin ögesi ve enerji içeriği. 

Yem içeriği Standart yem 

Enerji (kkal/g) 2,6 

Karbonhidrat (%enerji) 67,4 

Protein (%enerji) 27,2 

Yağ (%enerji) 5,4 

1. Grup: Kontrol grubu (n=6), deney süresince standart yem ve suyun ad libitum 

tüketimi sağlanmıştır. Müdahale süresince 10.0 mL /kg-vücut ağırlığı olacak şekilde 

oral gavaj ile steril PBS verilmiştir (206).  

2. Grup: Enkapsüle LGG deney grubu (n=8), deney süresince standart yem ve suyun 

ad libitum tüketimi sağlanmıştır. Emülsiyon yöntemi ile enkapsüle edilen probiyotik 

bakterileri (107-108 kob/mL /gün); farelere, 10.0 mL /kg-vücut ağırlığı olacak şekilde 

oral gavaj ile verilmiştir (206).   

3. Grup: Serbest LGG deney grubu (n=6), deney süresince standart yem ve suyun ad 

libitum tüketimi sağlanmıştır. Önceden hazırlanan LGG stokları, MRS broth 

kullanılarak 37oC’de bir gece inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrası LGG bakteri 

çözeltisi, 5000 g ‘de 5 dk santrifüj edilerek hücre pelletleri, 1:1 oranında PBS ile 
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çözdürülmüştür. Müdahale boyunca her gün taze olarak hazırlanan probiyotik 

bakterileri farelere, 10.0 mL /kg-vücut ağırlığı olacak şekilde oral gavaj ile verilmiştir 

(206).  

4. Grup: Enkapsüle EcN deney grubu (n=8), deney süresince standart yem ve suyun 

ad libitum tüketimi sağlanmıştır. Emülsiyon yöntemi ile enkapsüle edilen probiyotik 

bakterileri (107-108 kob/mL /gün); farelere, 10.0 mL /kg-vücut ağırlığı olacak şekilde 

oral gavaj ile verilmiştir (206).   

5. Grup: Serbest EcN deney grubu (n=7), deney süresince standart yem ve suyun ad 

libitum tüketimi sağlanmıştır. Önceden hazırlanan EcN stokları, NB broth kullanılarak 

37oC’de bir gece inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrası EcN bakteri çözeltisi, 5000 g 

‘de 5 dk santrifüj edilerek hücre pelletleri, 1:1 oranında PBS ile çözdürülmüştür. 

Müdahale boyunca her gün taze olarak hazırlanan probiyotik bakterileri farelere, 10.0 

mL /kg-vücut ağırlığı olacak şekilde oral gavaj ile verilmiştir (206).  

Fare müdahalesine başlamadan önce, seçilen emülsiyon yöntemi kullanılarak 

enkapsüle edilen probiyotik bakterilerin başlangıçta ve depolama sonucu (1, 3 ve 7. 

gün, +4oC’de) canlılık düzeyleri değerlendirilmiştir. Farelere verilmek üzere, 6 gün 

boyunca verilecek olan miktarlar hesaplanmış, buna göre çoklu üretim yapılmıştır. 

Üretilen probiyotik bakterilerin, müdahale boyunca canlılık düzeylerine bakılmıştır. 

Üretilen kapsüllerin boyutlarının gavaj çapına (18 Gauge) uygun olmasına dikkat 

edilmiştir. 

3.5.2. Anestezi, Kan Alma ve Ötanazi 

Farelerde standardizasyon (1 hafta), diyet müdahalesi (6 hafta) ve ardından 

anestezi altında kan alma ve ötanazi işlemleri Hacettepe Üniversitesi Deney 

Hayvanları Uygulama ve Araştırma Merkezi laboratuvarlarında gerçekleştirilmiştir. 

Yapılacak işlemlerden beş saat önce fareler aç ve susuz bırakılmıştır. 

Anestezi 

Fareler genel anestezi altına, terminal vücut ağırlıkları ölçüldükten sonra 

subkutan ketamin (Richter Pharma, Avusturya) ve ksilazin (Alfasan International 
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B.V., Hollanda) enjeksiyonu ile araştırmacılar tarafından alınmıştır. Anestezide 150 

mg/kg vücut ağırlığı ketamin ve 5 mg/kg vücut ağırlığı ksilazin kullanılmıştır.  

Kan ve Doku Alma ve Ötanazi 

Farelerin derin anesteziye girmeleri için gerekli sürenin ardından sabitlenerek 

vena kavadan kan alınmıştır. Ötenazi işlemi kan alındıktan sonra eksanguinasyon ile 

yapılmıştır. Kanlar sarı kapaklı tüplere alındıktan sonra yarım saat oda sıcaklığında 

bekletilmiştir. Ardından 3000 g’de 15 dakika santrifüj (Heraeus Labofuge, Hanau, 

Germany) edilmiştir. Ayrılan serum örnekleri, santrifüjden hemen sonra steril 

ependorflara koyularak analiz edilene kadar -80oC’ye kaldırılmıştır. Ötenazi sonrası 

gastrointestinal sistem histopatolojik analiz için ayrılmıştır. Karaciğer dokusu ise diğer 

organlardan uygun şekilde disekte edilmiştir. Ardından karaciğer ikiye ayrılarak steril 

ependorflara koyulmuş ve doğrudan -80oC’ye kaldırılmıştır. Analiz edilene kadar -

80oC’de saklanmıştır.  

3.5.3. Doku Analizleri 

Çalışma için seçilen probiyotik türlerinin inflamasyon üzerindeki etkileri göz 

önüne alınarak, farelerden alınan serum örnekleri ve karaciğer dokuları uygun şekilde 

çözdürülerek ve anti- ve pro- inflamatuvar markerların (TNF-α, IL-6, IL-10, IFN γ ve 

IL-4) gen ekspresyon düzeyleri PCR ile analiz edilmiştir. 

Sitokinlerin PCR ile Tayini 

Çalışmanın sonunda farelerden alınan karaciğer dokularındaki TNF-α, IL-10, 

IL-6, IFN γ ve IL-4’ün gen ekspresyon düzeylerinin belirlenmesi için Gerçek Zamanlı 

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) yöntemi kullanılmıştır. Çalışma steril 

koşullarda yürütülmüştür.  

1. Total RNA Ekstraksiyonu 

Uygun şekilde çözdürülen karaciğer dokularından bistüri yardımıyla 80 mg 

doku steril ependorflara aktarılmıştır. Ardından 1 mL Nükleozol eklenmiş ve FP120 

FASTPREP (Thermo,USA) homojenizatör cihazında 30 sn tamamen homojenize 

edilmiştir. 400 µl ultra saf su eklenerek 15 sn vortekslenmiştir. Faz ayrımının 
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gerçekleşmesi için 15 dk oda sıcaklığında bekletilmiş ve sonrasında 12000 g’de 15 dk 

(+4oC’de) santrifüj edilmiştir. Elde edilen supernatanttan 1 mL çekilerek steril 

mikrosantrifüj tüplere aktarılmış ve içerisine 1 mL isopropanol eklenmiş ve 

karıştırılmıştır. Oda sıcaklığında 10 dk tekrar bekletildikten sonra aynı parametreler 

kullanılarak karışım tekrar santrifüj edilmiştir. Santrifüj sonrası, supernatant kısmı 

dikkatlice uzaklaştırılmış ve altta kalan nükleik asit pelleti %75’lik etanol ile 

yıkanmıştır. Yıkama işlemi iki kere tekrarlanmıştır ve her yıkama işlemi sonrasında 

etanol, santrifüj ile karışımdan uzaklaştırılmıştır. Santrifüj sonrası elde edilen RNA 

pelletleri 100 µl ultra saf su ile kullanılmak üzere çözdürülmüştür. cDNA sentezi 

öncesi ölçüm yapılana kadar -20 ℃’de depolanmıştır. 

2. Reverse Transkriptaz (cDNA) Sentezi 

Uygun koşullarda (-20℃) saklanan RNA örnekleri, spektrofotometre 

cihazında 260/280 nm’de absorbans değerlerine bakılarak µl başına nükleik asitlerin 

miktar ve kirlilik düzeyleri kontrol edilmiştir. Elde edilen konsantrasyon düzeyleri baz 

alınarak RNA örnekleri cDNA sentezinde kullanılmak üzere SensiFAST cDNA 

Sentez Kiti (Meridian Bioscience, Australia) protokolüne göre toplam PCR karışımı 

hacminde 1µg olacak şekilde optimize edilmiştir. 

RT-PCR’da kullanılmak üzere, elde edilen RNA’lardan ilk aşama olarak 

cDNA sentezi SensiFAST cDNA Sentez Kiti içerisinde yer alan protokol 

doğrultusunda yapılmıştır. Tablo 3.3’te belirtilen miktarlardaki karışım, ayrı bir steril 

ependorfta olacak şekilde, buz üzerinde hazırlanmıştır.  

Tablo 3.3. cDNA sentezinde kullanılan bileşenler ve miktarları. 

Bileşenler Miktar 

Total RNA Değişken  

5 x TransAmp Buffer 4 µl 

Reverse Transcriptase 1 µl 

Ultra saf su Total hacim 20 µl olacak miktarda 

Belirlenen miktarlarda eklenen örneklerin üzerine 5 µl karışımdan eklenmiş ve 

toplam 20 µl’ye tamamlanan karışım hızlıca vortekslenmiştir. 1 µg RNA içerecek 
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şekilde PCR karışımı hazırlanmıştır. Protokolde belirtildiği şekilde aşağıda verilen 

sıcaklık değerlerine göre cDNA sentezi yapılmıştır.  

- 25 °C 10 dk primer bağlaması 

- 42 °C 15 dk reverse transkripsiyon işlemi 

- 85 °C 5 dk enzim inaktivasyonu 

Reaksiyon sonunda enzim, 85 °C’de 5 dk’da inaktive edilerek, cDNA ürünleri 

uygun koşullarda depolanmıştır.  

3. RT-PCR mRNA Gen Ekspresyon Analizleri 

Çalışma kapsamında analiz edilecek olan TNF-𝛼, IFN-𝛾, IL-4, IL-6 ve IL-10 

için spesifik genler için primerler HPLC yöntemiyle dizilenmiştir. Primerlerin 

oligonükleotid dizilimleri Tablo 3.4‘te verilmiştir. 

Tablo 3.4. Primerlerinin oligonükleotit dizilimleri. 

Oligo Adı 5-    Diziler     -3 

IFN-𝛾,_F CATCAGCAACAACATAAGC 

IFN-𝛾, _R GACCTCAAACTTGGCAATA 

TNF-𝛼 _F CCAAAGGGATGAGAAGTTC 

TNF-𝛼 _R GCTACAGGCTTGTCACT 

ACTB _F TGAAGATCAAGATCATTGCT 

ACTB _R GAAGGTGGACAGTGAGG 

IL6 _F AAACTGGATATAATCAGGAAAT 

IL6_ R CCTCTTGGTTGAAGATATG 

IL10_ F CAGGACTTTAAGGGTTACT 

IL10_ R TTATTTTCACAGGGGAGAA 

IL4_ F CACAGCAACGAAGAACAC 

IL4_ R TGGACTTGGACTCATTCA 

Liyofilize halde bulunan primerler, 0.5 M olacak şekilde ultra saf suyla 

çözdürülmüştür. Primerlerin çalıştığı sıcaklık değerlerinin optimum değerleri 

belirlenmiştir. Optimizasyon sonrası sitokinlerin optimum çalıştıkları sıcaklık 

değerleri Tablo 3.5’te gösterilmiştir. 
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Tablo 3.5. Sitokinlerin çalışıldığı optimum sıcaklık değerleri (oC).  

Sitokinler Sıcaklık değeri (oC) 

IL-10 61 

IL-6 55 

TNF-𝛼 61 

IFN-𝛾 59 

IL-4 62 

ACT ß 59 

RT-PCR işleminde pozitif kontrol geni olarak Aktin ß kullanılmıştır. Soğuk 

blok üzerinde Tablo 3.6‘da verilen miktarlarda karışım hazırlanmıştır. Hazırlanan 

örnekler hızlıca vortekslenmiştir. Örnekler dublike olacak şekilde çalışılmıştır.   

Tablo 3.6. RT-PCR’da kullanılan komponentler ve miktarları. 

Komponentler Miktar 1X 

2x SensiFAST SYBR® No-ROX Mix 5 μl  

mRNA MixB (Primer) 2,5 μl  

mRNA cDNA 2,5 μl  

Hazırlanan örnekler; Tablo 3.6‘da belirtilen termal döngüye uygun olarak RT-

PCR cihazı ile çalışılmıştır. PCR’ın uygulama aşamasındaki okuma sıcaklıkları; her 

sitokin için Tablo 3.7’de verilen değerlerdir.  

Tablo 3.7. PCR aşamaları. 

PCR Aşaması İşlem Sıcaklık/Derece Tekrar 

İlk Denatürasyon Denatürasyon 95oC-5 dk 1 

PCR Aplikasyon 

Denatürasyon 95oC-5 sn 

40 
Bağlanma 

55-62oC* - 30 sn 

(Okuma) 

Final Soğutma 40 oC 30 sn 1 

*Her sitokin için farklı sıcaklık değerleri kullanılmıştır. 

Döngüler sonucunda elde edilen erime eğrileri ve Ct değerleri 

değerlendirilmiştir. Pozitif kontrol geni temel alınarak 2-(∆∆Ct) metodu (207) ile gen 

ekspresyon düzeyleri belirlenmiştir.  
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3.5.4. Gastrointestinal Sistemin Histopatolojik Analizi 

Fare Gastrointestinal Sisteminin Diseksiyonu ve Fare Taze Dokularının 

Toplanması 

Aortası kesilerek ötenazi edilen farelerin ilk olarak gastrointestinal sistemi 

ayrılmıştır. Bu işlem için öncelikle rektum, çevre bağ dokudan cerrahi makas 

yardımıyla serbestleştirilmiştir. Daha sonra, özefagus distalinden yapılan kesi ile mide 

serbestleştirilerek tüm gastrointestinal sistem mideden rektuma kadar bozulmadan 

çıkarılmış ve soğuk 1X PBS içerisine alınmıştır.  

Gastrointestinal sistemden taze doku toplanması için tüm sistem rektumdan 

mideye kadar cerrahi makas yardımıyla açılmıştır. Soğuk 1X PBS içerisinde gaitadan 

temizlendikten sonra fare kolon, ince bağırsak ve midesinden yaklaşık 0,2 cm x 1 cm 

boyutlarında ikişer örnek bistüri yardımıyla alınmıştır ve 1,5 mL ependorf tüplere 

yerleştirilmiştir. Örnekler -80oC’de saklanmıştır.  

Fare Gastrointestinal Sisteminin Histopatolojik İncelenmesi 

Diseksiyon işlemi sırasında çıkarılan ve cerrahi makasla açılan gastrointestinal 

sistem %10 tamponlu formaldehit solüsyonu (TK.060161, Tekkim) içerisine alınarak 

fikse edilmiştir. Fiksasyon sonrasında distal kolon, proksimal kolon, ileum, jejenum, 

duodenum ve mideden bistüri yardımıyla doku parçaları alınarak gastrointestinal 

sistem 6 farklı noktadan örneklenmiştir. Alınan parçalar kasetlenerek rutin 

histopatoloji işlemlerinden geçirilmiştir ve ardından tek bir doku bloğunda 6 doku 

parçası yer alacak şekilde bloklanmıştır. Hazırlanan doku bloklarından 3,5 μm 

kalınlığında doku kesitleri alınarak hematoksilen ve eozin (H&E) ile boyanmıştır 

(208). Boyanan doku kesitleri ışık mikroskobu altında Hacettepe Üniversitesi Tıbbi 

Patoloji ABD Laboratuvarı’nda incelenmiştir. 

3.6. Verilerin İstatistiksel Olarak Değerlendirilmesi 

İstatistiksel analizler, SPSS (Statistical Package for Social Science, Inc., 

Chicago, IL, ABD) versiyon 23.0 yazılımı kullanılarak yapılmıştır. Tanımlayıcı 
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analizler ortalama ± standart sapma değerleri ve normal dağılmayan değişkenler için 

ortanca değerler kullanılarak verilmiştir.  

Serbest formda bulunan ve farklı yöntemlerle enkapsüle edilen probiyotiklerin 

sindirim simülasyonu süresince zamanla değişimin, depolama süresince üretilen 

probiyotiklerin canlılığındaki değişimin, farelerin vücut ağırlığı, yem tüketim 

miktarları, enerji ve makrobesin ögeleri alımlarının zamanla değişimin istatistiksel 

anlamlılığı Friedman testi kullanılarak incelenmiştir. Gereği halinde ikişerli 

karşılaştırmalar Wilcoxon testi kullanılarak yapılmıştır ve Bonferroni düzeltmesi 

kullanılarak değerlendirilmiştir.  

Simüle mide ve bağırsak çözeltileri sonunda enkapsülasyon yöntemleri 

arasındaki farklar ve farelerin proinflamatuvar ve antiinflamatuvar sitokinlerin gen 

ekspreyon düzeyi değişkenleri gruplar arasında Kruskal-Wallis testi kullanılarak 

karşılaştırılmıştır. İkişerli karşılaştırmalar Mann-Whitney U testi kullanılarak 

yapılmıştır.  

En az biri normal dağılmayan değişkenler arası ilişkiler için korelasyon 

katsayıları ve istatistiksel anlamlılıkları Spearman testi ile hesaplanmıştır. İstatistiksel 

anlamlılık için toplam tip 1 hata düzeyi %5 olarak kullanılmıştır (209). 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

51 

4. BULGULAR 

Probiyotiklerin farklı yöntemlerle enkapsüle edilmesi, enkapsüle bakterilerin 

in vitro koşullarda canlılığının değerlendirilmesi ve in vivo koşullarda inflamatuvar 

göstergelerin gen ekspresyon düzeylerinin analiz edilmesi olmak üzere üç temel 

kısımdan oluşan çalışmada elde edilen sonuçlar aşağıda verilmiştir.   

4.1. Farklı Yöntemlerle Enkapsüle Edilen Probiyotik Bakterilerin in vitro 

Koşullarda Canlılığının Değerlendirilmesi 

Serbest halde bulunan, nanofiberle enkapsüle edilen ve mikroenkapsüle edilen 

probiyotiklerin (LGG ve EcN) simüle mide ve bağırsak çözeltisindeki canlılık 

düzeyleri; sindirim simülasyonu boyunca 45 dakikalık aralıklarla analiz edilmiştir. 

Farklı bakterilerden elde edilen sonuçlar Grafik 4.1a ve Grafik 4.1 b’de gösterilmiştir. 

EcN probiyotik bakterileri için simüle mide koşullarındaki canlılık düzeylerinde 

azalmanın serbest formda olan bakterilerde daha fazla olduğu görülürken, LGG 

probiyotik bakterilerinin mide koşullarındaki canlılıklarının benzer olduğu 

görülmüştür. Her iki bakteri türü için de simüle bağırsak koşullarında hızlı bir 

azalmanın olduğu saptanmıştır.  Bu azalmanın LGG probiyotik bakterilerde daha fazla 

olduğu görülmektedir. 
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Grafik 4.1. Serbest halde bulunan, mikroenkapsüle edilen ve nanofiberle 

enkapsüle edilen EcN (a) ve LGG (b) probiyotik bakterilerinin sindirim sistemi 

simülasyonundaki canlılık düzeyleri (log, kob/mL). 

Farklı yöntemlerle enkapsüle edilen probiyotik bakterilerin başlangıçta, mide 

sonunda ve bağırsak sonundaki canlılık düzeyleri Tablo 4.1’de gösterilmiştir. 

LGG’nin başlangıçta 7,51  0,04 log kob/mL olan canlılık düzeyinin bağırsak sonunda 

2,69  0,15 log kob/mL’ye düştüğü görülmüştür. Bu azalma istatistiksel olarak anlamlı 

bulunmuştur (p<0.05). Benzer şekilde in vitro koşullarda, mikroenkapsüle edilen EcN 

ve LGG probiyotik bakterilerinin de başlangıç, mide sonu ve bağırsak sonundaki 

canlılık düzeyleri arasında istatistiksel olarak anlamlı bir azalma olduğu saptanmıştır 

(p<0.05). Nanofiber ile enkapsüle edilen LGG’nin başlangıçta  7,11  0,10 log, kob/mL 

olan canlılık düzeyinin, mide sonunda 6,97  0,10 log kob/mL‘ye, bağırsak sonunda 

ise 2,93  0,46 log kob/mL‘ye kadar düştüğü görülmüştür. EcN için ise; başlangıçta 

6,92  0,11 log kob/mL olan canlılık düzeyi simüle mide çözeltisi sonrası 5,78  0,22 

log kob/mL‘ye, simüle bağırsak çözeltisi sonrasında ise 4,93  0,04 log kob/mL‘ye 

düşmüştür. Nanofiberle enkapsüle edilen her iki bakteri türü için de simüle sindirim 

sistemindeki canlılık düzeylerindeki değişim istatistiksel olarak anlamlı 

bulunmamıştır.  
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ü

ze
y

i 
(l

o
g

, 
k

o
b

/m
L

)

Zaman (dk)

Serbest LGG

Mikroenkaspüle LGG

Nanofiber LGG

*

(b) 

*p<0.05 



 

 
 

53 

Tablo 4.1. Mikroenkapsülasyon ve nanofiber ile enkapsüle edilen LGG ve EcN 

probiyotik bakterilerin in vitro koşullarda canlılık düzeyleri (log, kob/mL).  

*Non-parametrik, Friendman testi uygulanmıştır. İstatistiksel anlamlılık p<0,05 olarak verilmiştir. 

**EcN için NB, LGG için MRS kullanılmıştır. LGG, Lactobacillus rhamnosus; EcN, Escherichia coli 

Nissle 1917. 

Her iki bakteri için; başlangıca kıyasla mide simülasyonu ve bağırsak 

simülasyonu sonundaki canlılık düzeylerindeki azalma yüzdeleri Tablo 4.2’de 

gösterilmiştir. Buna göre LGG probiyotik bakterileri için; mide simülasyonu sonunda 

en fazla azalmanın serbest halde bulunan bakterilerde (%83,74  2,89) olduğu 

gösterilmiştir. Mikroenkapsüle ve nanofiberle enkapsüle edilen bakterilerin 

canlılığında ise benzer oranlarda (sırasıyla; %98.69  1.64, % 98,1  2,69) azalma 

olduğu görülmüştür. Gruplar arasındaki farkın istatistiksel olarak anlamlı olduğu 

bulunmuştur (p<0,05). Bu farklılığın ise serbest formda bulunan bakteriler ile 

mikroenkapsüle edilen bakteriler arasında olduğu saptanmıştır (p=0.043) (Tablo 4.2). 

EcN probiyotik bakterilerinin canlılığında ise en fazla azalmanın serbest halde bulunan 

bakterilerde olduğu ve bu farkın istatistiksel olarak anlamlı olduğu gösterilmiştir 

(p<0,05) (Tablo 4.2). Aradaki bu fark serbest formda bulunan ve mikroenkapsüle 

edilen bakterilerden kaynaklandığı bulunmuştur (p=0.015). 

Bağırsak simülasyonu sonunda başlangıca kıyasla serbest halde bulunan LGG 

probiyotik bakterilerin canlılığında ciddi bir azalma (%35,80  1,87) olduğu bulunmuş 

fakat gruplar arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır (p>0,05) 

(Tablo 4.2). Mikroenkapsülasyon ve nanofiberle enkapsülasyon işlemleri sonucunda 

elde edilen canlılık düzeyleri ise benzerdir (sırasıyla; %41,94  1,24, %41,24 7,05). 

EcN’ın bağırsak koşullarında canlılığını daha iyi koruduğu görülmüştür. EcN 

probiyotik bakterilerinin canlılığını, mikroenkapsülasyon yönteminin daha yüksek 

Besiyerine ekim yapılan 

probiyotik formları**   

Sindirim Simülasyon Aşamaları  

Başlangıç Mide Sonu Bağırsak sonu  p * 

        LGG (log, kob/mL) 

Serbest Formda (n=4) 7,51  0,04 6,29  0,21 2,69  0,15 0.018 

Mikroenkapsüle (n=4) 6,53  0,18 6,45  0,16 2,74  0,14 0,039 

Nanofiber ile enkapsüle (n=2) 7,11  0,10 6,97  0,10 2,93  0,46 0,156 

 EcN (log, kob/mL) p * 

Serbest Formda (n=4) 7,49  0,24 4,86  0,15 4,58  0,19 0.018 

Mikroenkapsüle (n=4) 6,78  0,17 6,87  0,20 5,68  0,08 0,050 

Nanofiber ile enkapsüle (n=2) 6,92  0,11 5,78  0,22 4,93  0,04 0,135 
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oranlarda koruduğu saptanmıştır (%83,89  1,31). Serbest halde bulunan EcN’nin, 

simüle bağırsak koşullarında canlılığını daha az koruduğu (%61,130,57), nanofiberle 

enkapsülasyon yönteminin mikroenkapsülasyon yönteminden daha az koruduğu  

gösterilmiştir (Tablo 4.2). Gruplar arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlıdır ve bu 

farkın serbest ve mikroenkapsüle EcN’dan kaynaklandığı bulunmuştur (p<0,05).  

Tablo 4.2. Mikroenkapsülasyon ve nanofiber ile enkapsüle edilen LGG ve EcN 

probiyotik bakterilerin in vitro koşullarda canlılık düzeylerindeki yüzde 

değişim.  

Bakteri Türleri In vitro canlılık sonuçları (%) 

Mide Simülasyonu 

Sonunda 

Bağırsak Simülasyonu 

Sonunda 

LGG  

Serbest Formda (n=4) 83,74  2,89a 35,80  1,87 

Mikroenkapsüle (n=4) 98,69  1,64b 41,94  1,24 

Nanofiber ile enkapsüle (n=2) 98,1  2,69 41,24 7,05 

p * 0,036 0,063 

EcN 

Serbest Formda (n=4) 64,92  0,75a 61,13  0,57a 

Mikroenkapsüle (n=4) 101,43  4,37b 83,89 1,31b 

Nanofiber ile enkapsüle (n=2) 83,46  1,86 71,21  1,65 

p * 0,02 0,02 

* Non-parametrik, Kruskall-Wallis testi uygulanmıştır. abAynı sütunda farklı harflerle gösterilen 

değerler birbirinden farklıdır (Wilcoxon test). İstatistiksel anlamlılık p<0,05 olarak verilmiştir. LGG, 

Lactobacillus rhamnosus; EcN, Escherichia coli Nissle 1917. 

4.2. Depolamanın Canlılık Üzerine Etkisi 

In vitro deney sonrası mikroenkapsülasyon yönteminin canlılık düzeyini 

nanofiberle enkapsülasyon yöntemine göre daha fazla koruduğu bulunduğu için, 

depolama (+4oC) koşullarında mikroenkapsüle ve serbest formda bulunan bakterilerin 

canlılık düzeylerindeki değişiklikler analiz edilmiş ve sonuçlar Tablo 4.3’te 

gösterilmiştir. Çalışmanın in vivo kısmında kullanılması planlanan bakterilerin en 

fazla bir hafta süreyle saklanması planlandığı için gün aşırı olacak şekilde canlılık 

düzeyleri analiz edilmiştir. Serbest ya da mikroenkapsüle edilmesinden bağımsız 

olarak her iki bakteri için de +4oC’de bir hafta boyunca depolamanın, canlılık 

düzeylerinde azalmaya neden olmadığı görülmüştür (p>0.05). Aynı zamanda serbest 

ve mikroenkapsüle formda olan bakterilerin aynı günlerdeki canlılık düzeylerinin de 

benzer olduğu saptanmıştır (Tablo 4.3). Bu durum da farelere verilmesi planlanan 
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probiyotiklerin dozları arasındaki farklılıktan kaynaklanabilecek yorum hatalarının 

elimine edildiğini kanıtlar niteliktedir. 

Tablo 4.3. Mikroenkapsülasyon ile enkapsüle edilen LGG ve EcN probiyotik 

bakterilerin depolama (+4oC) boyunca canlılık düzeyleri. 

*Non-parametrik, Friedman testi uygulanmıştır. ** Non-parametrik, Mann-Whithney U testi testi 

uygulanmıştır. İstatistiksel anlamlılık p<0,05 olarak verilmiştir. LGG, Lactobacillus rhamnosus; EcN, 

Escherichia coli Nissle 1917. 

4.3. Farklı Yöntemlerle Enkapsüle Edilen Probiyotik Bakterilerin in vivo 

Koşullarda Etkinliğinin Değerlendirilmesi 

  Çalışmanın in vitro kısmında; farklı yöntemlerle enkapsüle edilen probiyotik 

bakterilerin canlılığını en iyi mikroenkapsülasyon yönteminin koruduğu görülmüştür. 

Bu nedenle, mikroenkapsüle edileren probiyotik bakteriler kullanılarak, çalışmanın in 

vivo kısmı yürütülmüştür.  

4.3.1. Deney Hayvanlarının Vücut Ağırlığı Değişimlerinin 

Değerlendirilmesi 

Çalışmaya dahil edilen farelerin vücut ağırlıklarının ortalama ve standart 

sapma değerleri Tablo 4.4’te verilmiştir. Tabloda standardizasyon başlangıcı, 

standardizasyon dönemi sonu ve 6 haftalık probiyotik müdahale dönemi boyunca 

haftalık ortalama vücut ağırlığındaki değişimler gösterilmiştir.  

Çalışmaya dahil edilen 8 haftalık farelerin vücut ağırlıkları, 20g – 22.3g 

arasında değişmektedir ve standardizasyon döneminin başlangıcında ve sonunda 

ortalama vücut ağırlıkları açısından gruplar arasında anlamlı bir fark yoktur (p>0.05) 

(Tablo 4.4). LGG verilen gruplara bakıldığında müdahale dönemi boyunca; kontrol, 

serbest halde bulunan LGG ve mikroenkapsüle LGG verilen grupların ortalama vücut 

Depolama  

Süresi  

Probiyotik Türü  

LGG (log, kob/mL) EcN (log, kob/mL)  

 Serbest 

Formda 

n=2 

Mikroenkapsüle  

n=2 

p ** Serbest 

Formda   

n=2 

Mikroenkapsüle   

n=2 

p ** 

1. gün 9,17 ± 0,56 8,99 ± 0,52 0,333 9,63 ±0,09 8,60 ± 0,49  0,333 

3. gün 8,29 ± 0,35 7,54 ± 0,34 0,333 9,34 ± 0,47 8,21 ± 0,18 0,333 

7. gün 9,26 ± 0,21 7,48 ± 0,67 0,333 9,36 ± 0,25 8,73 ± 0,35 0,333 

p *  0,223 0,223  0,223 0,607  
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ağırlıkları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunmamıştır (p>0,05). EcN 

verilen gruplar için de benzer sonuçlar elde edilmiştir.  

Her bir grubun müdahale başlangıcına göre, haftalık vücut ağırlıklarındaki 

değişimlerine bakıldığında; kontrol (p=0.11) ve serbest LGG (p=0.52) verilen gruplar 

hariç diğer gruplarda, istatistiksel olarak anlamlı bir fark olduğu bulunmuştur. Aradaki 

farkın; mikroenkapsüle LGG verilen grupta birinci – üçüncü (p<0.01), birinci – 

dördüncü (p<0.01), birinci – beşinci (p<0.01) ve birinci - altıncı (p<0.01) haftalardan;  

serbest EcN verilen grupta birinci ve altıncı haftalardan (p<0.01) ve mikroenkapsüle 

EcN verilen grupta ise birinci ve beşinci (p=0.03) ve birinci-altıncı (p=0.03) 

haftalardan kaynaklandığı görülmüştür (Tablo 4.4).  
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Tablo 4.4. Farklı deney gruplarında deney süresince vücut ağırlığı değişimleri. 

*Non-parametrik, Kruskall Wallis testi uygulanmıştır. İstatistiksel anlamlılık p<0,05 olarak 

verilmiştir.** Non-parametrik, Friedman testi uygulanmıştır. İstatistiksel anlamlılık p<0,05 olarak 

verilmiştir. abAynı sütunda farklı harflerle gösterilen değerler birbirinden farklıdır (Wilcoxon test). 

LGG, Lactobacillus rhamnosus; EcN, Escherichia coli Nissle 1917. 

Kontrol grubundaki farelerin 6 haftalık müdahale dönemi boyunca ortalama 

vücut ağırlığında, müdahale öncesi dönemdeki vücut ağırlığına göre artış olduğu 

bulunmuştur (Sırasıyla 21,67±2,99g ve 21,43±4,06g) (p=0.60) (Tablo 4.5). Serbest 

formda ve mikroenkapsüle formdaki LGG verilen grupların vücut ağırlığında ise hafif 

bir azalma olduğu görülmüştür (sırasıyla serbest form için 21,85±2,46g ve 

21,67±2,49g (p=0.753); mikroenkapsüle için 19,90±1,44g ve 19,72±1,47g (p=0.484)). 

EcN için de benzer sonuçlar elde edilmiştir (sırasıyla serbest form için 22,14±1,72g 

ve 21,38±1,91g (p=0.603); mikroenkapsüle için 20,73±1,13g ve 20,21±,61g 

 Vücut ağırlığı (g/gün) (ort  ss)  

Müdahale 

Dönemi          

 

LGG  p * 

Kontrol grubu 

n=6 

Serbest Form 

n=6 

Mikroenkapsüle 

n=8 

 

Standardizasyon 

öncesi  
21,48  3,53 21,78 2,18 20,001,30 0,318 

Standardizasyon 

sonu 21,37  4,71 21,92  3,02 19,811,63 0,393 

1. hafta 21,05  4,34 21,78 2,78 19,181,43a 0,175 

2. hafta 
21,04  2,99 21,62  2,32 19,291,65 0,189 

3. hafta  21,62  2,56 21,57 2,04 19,671,25b 0,119 

4. hafta 21,70  2,71 21,39 2,01 19,761,56 b 0,167 

5. hafta 
21,94 2,83 21,39 2,79 20,081,45 b 0,269 

6. hafta 22,65  2,67 22,23 3,47 20,311,69 b 0,190 

p ** 0.122 0.526 0.001  

 EcN p* 

 Kontrol grubu 

n=6 

Serbest Form 

n=7 

Mikroenkapsüle 

n=8 

 

Standardizasyon 

öncesi  
21,48  3,53 22,331,59 20,951,30 0,258 

Standardizasyon 

sonu 21,37  4,71 21,961,93 20,511,19 0,328 

1. hafta 21,05  4,34 21,022,29a 19,90,94a 0,556 

2. hafta 21,04  2,99 20,861,93 19,86,58 0,523 

3. hafta  21,62  2,56 21,061,78 19,76,65 0,194 

4. hafta 21,70  2,71 21,301,82 20,39,79 0,570 

5. hafta 21,94 2,83 21,771,99 20,60,75 b 0,536 

6. hafta 22,65  2,67 22,261,91b 20,76,74 b 0,219 

p ** 0.122 0.001 0.003  
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(p=0.093)). Müdahale öncesi ve dönemi boyunca ortalama vücut ağırlıkları açısından 

gruplar arasında anlamlı bir fark bulunmamıştır (p>0.05). 

Tablo 4.5. Farelerin müdahale öncesi ve sonrası dönemde farklı probiyotik gruplarına 

göre vücut ağırlıklarındaki değişim. 

 Vücut ağırlığı (g/gün) (ort  ss)  

Müdahale Dönemi LGG   

Kontrol 

n=6 

Serbest Form 

n=6 

Mikroenkapsüle  

n=8 

p * 

Müdahale öncesi 21,43±4,06 21,85±2,46 19,90±1,44 0,366 

Müdahale Dönemi 21,67±2,99 21,67±2,49 19,72±1,47 0,152 

 

p ** 0,600 0,753 0,484  

 EcN  

 Kontrol 

n=6 

Serbest Form 

n=7 

Mikroenkapsüle  

n=8 

p* 

Müdahale öncesi 21,43±4,06 22,14±1,72 20,73±1,13 0,328 

Müdahale Dönemi 21,67±2,99 21,38±1,91 20,21±,61 0,457 

p ** 0,600 0,063 0,093  

*Non-parametrik, Kruskall Wallis testi uygulanmıştır. İstatistiksel anlamlılık p<0,05 olarak verilmiştir. 

** Non-parametrik, Wilcoxon testi uygulanmıştır. İstatistiksel anlamlılık p<0,05 olarak verilmiştir. 

LGG, Lactobacillus rhamnosus; EcN, Escherichia coli Nissle 1917. 

Altı haftalık probiyotik müdahalesinin sonundaki ortalama vücut ağırlığı ile 

probiyotik müdahalesinin başındaki ortalama vücut ağırlıklarındaki değişim Grafik 

4.2’de verilmiştir. Her iki probiyotik bakteri verilen gruplara kıyasla, ortalama vücut 

ağırlığındaki artış, kontrol grubunda daha yüksektir. Serbest halde bulunan LGG 

verilen farelerin müdahale sonundaki ortalama vücut ağırlıklarındaki artış, enkapsüle 

LGG verilen gruptaki farelerle benzer düzeydedir. EcN verilen farelerde ise, enkapsüle 

EcN verilen gruptaki ortalama vücut ağırlığındaki artış, serbest EcN verilen 

gruptakilere göre daha az bulunmuştur. Fakat probiyotik türünden bağımsız olarak, 

gruplar arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır (p>0,05). 
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Grafik 4.2. Farklı probiyotik (LGG ve EcN) müdahalesi süresince ortalama vücut 

ağırlıklarındaki değişim düzeyleri (g). 

4.3.2. Deney Hayvanlarının Yem Tüketimi  

Yapılan çalışmada farelerin müdahale öncesi ve müdahale dönemi boyunca 

tükettikleri yem tüketim değerlerinin ortalama ve standart sapma değerleri Tablo 

4.6’da verilmiştir. Müdahale öncesi dönemde yem tüketimleri açısından gruplar 

arasında bir fark olmadığı görülmüştür (LGG, p=0.85; EcN, p=0.11). Benzer şekilde 

müdahale döneminde de tüketilen yem miktarları arasında istatistiksel olarak anlamlı 

bir fark bulunmamıştır (LGG, p=0.41; EcN, p=0.17). Tüm gruplarda müdahale öncesi 

dönemde yem tüketimlerinin müdahale dönemindeki yem tüketimlerine göre daha 

yüksek olduğu saptanmıştır. Kontrol grubunda müdahale öncesi döneme (4,45±1,16 

g) göre müdahale döneminde (3,80±0,47 g) yem tüketimlerinde artış olduğu görülmüş 

fakat aradaki fark istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır (p=0.11). Serbest formda 

LGG ve mikroenkapsüle LGG verilen gruplarda da benzer şekilde müdahale 

döneminde bir azalma olduğu görülmüş fakat bu azalmanın istatistiksel olarak anlamlı 

olduğu saptanmıştır (p<0.05). Mikroenkapsüle EcN verilen grupta müdahale öncesi 

döneme kıyasla müdahale döneminde yem tüketimlerinde istatistiksel olarak anlamlı 

bir azalma olduğu (p=0.01), buna karşın serbest formda EcN verilen grubun ortalama 

yem tüketimlerindeki azalmanın istatistiksel olarak anlamlı olmadığı bulunmuştur 

(p=0.23). 
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Tablo 4.6. Müdahale öncesinde ve müdahale dönemi boyunca farelerin ortalama yem 

tüketim miktarları (g/gün). 

 Yem tüketim düzeyleri (g/gün) (ort  ss)  

Müdahale Dönemi LGG p * 

Kontrol 

n=6 

Serbest Form 

n=6 

Mikroenkapsüle  

n=8 

 

Müdahale öncesi 4,45±1,16 4,40±1,16 4,30±0,25 0,846 

Müdahale Dönemi 3,80±,47 3,57±,44 3,49±,22 0,412 

p ** 0,114 0,027 0,011  

 EcN p * 

 Kontrol 

n=6 

Serbest Form 

n=7 

Mikroenkapsüle  

n=8 

 

Müdahale öncesi 4,45±1,16 3,79±0,76 4,20±0,03 0,114 

Müdahale Dönemi 3,80±,47 3,66±,32  3,46±,08 0,174 

p ** 0,114 0,235 0,011  

*Non-parametrik, Kruskall Wallis testi uygulanmıştır. İstatistiksel anlamlılık p<0,05 olarak verilmiştir. 

**Non-parametrik, Wilcoxon testi uygulanmıştır. İstatistiksel anlamlılık p<0,05 olarak verilmiştir. 

LGG, Lactobacillus rhamnosus; EcN, Escherichia coli Nissle 1917. 

Müdahale öncesi ve dönemi boyunca farelerin haftalık olarak tükettiği 

ortalama yem tüketim miktarları Grafik 4.3’te verilmiştir. Müdahale öncesi 

dönemdeki yem tüketim miktarları, müdahalenin başladığı ilk haftada azalmış 

sonrasındaki haftalarda ise artmaya başlamıştır. Müdahale dönemi boyunca farelerin 

haftalık ortalama yem tüketim miktarları arasında kontrol (p=0.14), serbest LGG 

(p=0.08) ve serbest EcN (p=0.10) verilen gruplarda fark bulunmamıştır. 

Mikroenkapsüle verilen grupların haftalık ortalama yem tüketimleri arasında ise 

istatistiksel olarak fark bulunmuştur (LGG ve EcN, p<0.01). Bu gruplar arasındaki 

farkın; mikroenkapsüle EcN verilen grupta birinci-ikinci haftalardan; mikroenkapsüle 

LGG verilen grupta ise birinci-üçüncü, birinci-dördüncü, birinci-beşinci ve birinci-

altıncı haftalardan kaynaklandığı gösterilmiştir (Grafik 4.3a ve Grafik 4.3b).  
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Grafik 4.3. Müdahale süresince farklı formda EcN (a) ve LGG (b) verilen grupların 

haftalık yem tüketim miktarları (g/gün).  

4.3.4. Deney Hayvanlarının Enerji ve Makrobesin Ögesi Alım Düzeyleri 

Müdahale öncesi ve müdahale dönemi boyunca farelerin farklı bakteri türlerine 

göre enerji ve makrobesin ögesi alım düzeyleri Tablo 4.7’de verilmiştir. Yem 

tüketimleriyle paralel olarak müdahale öncesi dönemde enerji ve besin ögesi alım 

düzeylerinin daha yüksek olduğu görülmüştür. Hem müdahale öncesi hem de 

müdahale dönemi için; LGG verilen grupta enerji ve makrobesin ögesi alım 

düzeylerinin, kontrol grubunda en yüksek,  sonrasında ise sırasıyla serbest LGG ve 
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mikroenkapsüle LGG verilen gruplarda olduğu görülmüştür (p>0.05).  EcN verilen 

gruplara bakıldığında ise müdahale öncesi dönemde en yüksek enerji ve makrobesin 

ögesi alan grupların sırasıyla; kontrol, mikroenkapsüle EcN ve serbest EcN olduğu 

bulunmuştur (p<0.05). Müdahale döneminde ise bu sıralama; kontrol, serbest formda 

EcN ve mikroenkapsüle EcN’dir (p>0.05).  

Müdahale öncesi ve müdahale döneminde; enerji ve makrobesin ögesi 

dağılımları Gafik 4.4’te gösterilmiştir. Buna göre enerji düzeyleri açısından aradaki 

fark kontrol grubu hariç diğer gruplarda istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur 

(Serbest LGG p=0.027; Mikroenkapsüle LGG p=0.01) (Grafik 4.4). Makrobesin 

ögelerinin müdahale öncesi ve dönemindeki düzeylerine bakıldığında ise; kontrol ve 

serbest LGG verilen gruplarda tüm makrobesin ögeleri düzeylerine göre farklılık 

olmadığı bulunmuşken, mikroenkapsüle LGG verilen grupta tüm makrobesin ögesi 

alım düzeylerinde istatistiksel olarak anlamlı bir fark olduğu gösterilmiştir (Grafik 

4.4). 

EcN verilen gruplara bakıldığında ise müdahale öncesi ve müdahale 

dönemlerinde enerji düzeyleri açısından aradaki fark sadece mikroenkapsüle EcN 

verilen grupta istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p=0.01) (Grafik 4.5). 

Makrobesin ögelerinin müdahale öncesi ve dönemindeki düzeylerine bakıldığında ise; 

kontrol ve serbest EcN verilen gruplarda tüm makrobesin ögeleri düzeylerine göre 

farklılık olmadığı, mikroenkapsüle EcN verilen grupta tüm makrobesin ögesi alım 

düzeylerinde istatistiksel olarak anlamlı bir fark olduğu gösterilmiştir (Grafik 4.5). 

Müdahale döneminde farelerin ağırlık değişimleri, yem tüketim miktarları, 

enerji alım düzeyleri ve makrobesin ögesi miktarları ile inflamasyon biyogöstergeleri 

arasındaki ilişkiye bakılmış, istatistiksel olarak anlamlı fark bulunmamıştır (EK-3). 
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Tablo 4.7.  Müdahale öncesi ve sonrası dönemlerde farklı gruplarda enerji ve makro besin ögesi alım düzeyleri. 

*Non-parametrik, Kruskall Wallis testi uygulanmıştır. İstatistiksel anlamlılık p<0,05 olarak verilmiştir. LGG, Lactobacillus rhamnosus; EcN, Escherichia coli Nissle 1917. 

 

 Bakteri Türleri 

Müdahale Dönemi LGG EcN 

 Kontrol 

n=6 

Serbest Form 

n=6 

Mikroenkapsüle 

n=8 

p * Kontrol 

n=6 

Serbest Form 

n=7 

Mikroenkapsüle 

n=8 

p * 

Müdahale Öncesi         

Enerji (kkal) 11,58±3,01 11,44±3,02 11,19±0,66 0,846 11,58±3,01 9,86±1,98 10,91±0,09 0,114 

Karbonhidrat (% enerji) 7,80±2,03 7,71±2,03 7,54±0,45 0,846 7,80±2,03 6,64±1,33 7,36±0,06 0,114 

Yağ (% enerji) 0,63 ±0,16 0,62±0,16 0,60±0,04 0,846 0,63 ±0,16 2,68±0,54 0,59±0,00 0,114 

Protein (% enerji) 3,15±0,82 3,11±0,82 3,04±0,18 0,846 3,15±0,82 0,53±0,11 2,97±0,02 0,114 

 Kontrol 

n=6 

Serbest Form 

n=6 

Mikroenkapsüle 

n=8 

p * Kontrol 

n=6 

Serbest Form 

n=7 

Mikroenkapsüle 

n=8 

p * 

Müdahale Dönemi         

Enerji (kkal) 9,87±1,22 9,28±1,13 9,08±,57 0,412 9,87±1,22 9,52±,82 8,99±,20 0,174 

Karbonhidrat (% enerji) 6,66±,82 6,26±,76 6,12±,39 0,412 6,66±,82 6,42±,55 6,06±,13 0,174 

Yağ (% enerji) ,053±,07 0,50±,06 0,49±,03 0,412 0,53±,07 0,51±,04 0,49±,01 0,174 

Protein (% enerji) 2,69±,33 2,53±,31 2,47±,16 0,412 2,69±,33 2,59±,22 2,45±,05 0,174 
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Grafik 4.4. Müdahale öncesi ve sonrası dönemde LGG verilen grupların ortalama enerji ve makro besin ögesi alım düzeyleri. 

# 

# 
# 

# # 

# p<0.05 # p<0.05 

# p<0.05 # p<0.05 
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Grafik 4.5. Müdahale öncesi ve sonrası dönemde ECN verilen grupların ortalama enerji ve makro besin ögesi alım düzeyleri. 

# 
# 

# # 

# p<0.05 # p<0.05 

# p<0.05 # p<0.05 
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4.3.5. Deney Hayvanlarının İnflamasyonla İlişkili Sitokinlerin Gen 

Ekspresyon Düzeyleri  

Çalışmanın sonunda sakrifiye edilen farelerden alınan karaciğer dokularında 

PCR yöntemiyle analiz edilen pro-inflamatuvar sitokinlerin gen ekspresyon düzeyleri 

Tablo 4.8’da verilmiştir. LGG verilen grupta IFN γ, TNF- ve IL-6 pro-inflamatuvar 

sitokinlerin gen ekspresyon düzeylerinin en düşük kontrol grubunda (sırasıyla 

1,391,16; 1,321,08 ve 2,041,59) olduğu saptanmıştır. LGG verilen grupta en 

yüksek IFN γ ve TNF-α ekspresyon düzeylerinin, mikroenkapsüle formda verilen 

grupta olduğu (sırasıyla 5,377,42 ve 2,542,32), IL-6 ekspresyon düzeylerinin ise en 

yüksek serbest formda verilen grupta (6,106,74) olduğu görülmüştür. Gruplar 

arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır (p>0.05).  

EcN verilen gruplara bakıldığında ise; IFN γ, TNF-α ve IL-6 ekspresyon 

düzeyleri sırasıyla kontrol grubunda 1,391,16; 1,321,08 ve 2,041,59 ile en düşük 

olduğu görülmüştür. Mikroenkapsüle EcN verilen grubun ortalama IFN γ ekspresyon 

düzeyleri kontrol grubuyla aynı çıkmıştır (1,391,04). Serbest EcN verilen grupta, 

IFN γ ve IL-6 ekspresyon düzeylerinin en yüksek olduğu (sırasıyla 9,7710,10 ve 

9,289,37) ve ortalama TNF-α ekspresyon düzeylerinin ise en yüksek 

mikroenkapsüle formda verilen grupta (1,841,36) olduğu bulunmuştur. EcN verilen 

gruplarda ortalama IFN γ ekspresyon düzeyleri arasındaki fark istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmuştur (p<0.05).  
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Tablo 4.8. Farklı deney gruplarında gen ekspresyonu sonucu elde edilen ortalama pro-

inflamatuvar sitokin düzeyleri. 

İnflamasyon 

biyogöstergeleri 

Probiyotik Türleri  

LGG 

Kontrol grubu 

n=6 

Serbest Formda 

n=6 

Mikroenkapsüle 

n=8 

p * 

 �̅�ss Ortanca �̅�ss Ortanca �̅�ss Ortanca  

IFN- 1,391,16 0,95 3,464,96 1,48 5,377,42 2,00 0.626 

TNF- 1,321,08 0,88 2,272,28 1,51 2,542,32 1,12 0.633 

IL-6   2,041,59 1,77 6,106,74 3,45 3,723,67 3,06 0.729 

 EcN  

Kontrol grubu 

n=6 

Serbest Formda 

n=7 

Mikroenkapsüle 

n=8 

p * 

 �̅�ss Ortanca �̅�ss Ortanca �̅�ss Ortanca  

IFN- 1,391,16 0,95 9,7710,10 4,39 1,391,04 1,34 0.048 

TNF- 1,321,08 0,88 1,451,16 1,10 1,841,36 1,61 0.669 

IL-6   2,041,59 1,77 9,289,37 4,90 6,67,21 3,24 0.260 

*Non-parametrik, Kruskall Wallis testi uygulanmıştır. İstatistiksel anlamlılık p<0,05 olarak verilmiştir. 

LGG, Lactobacillus rhamnosus; EcN, Escherichia coli Nissle 1917. 

Grupların anti-inflamatuvar sitokinlerin gen ekspresyon düzeyleri PCR 

yöntemiyle analiz edilmiştir (Tablo 4.9). IL-4 ekspresyon düzeylerinin kontrol 

grubuna (1,250,87) göre, serbest LGG (3,412,18) ve mikroenkapsüle LGG 

(3,752,99) verilen gruplarda daha yüksek olduğu görülmüştür. Fakat gruplar 

arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlı değildir (p=0.76). IL-10 ekspresyon 

düzeylerine bakıldığında ise; mikroenkapsüle LGG verilen grupta diğer gruplara göre 

daha yüksek olduğu (4,014,88), sonrasında ise sırasıyla serbest formda LGG 

(2,883,15) verilen grupta ve kontrol grubunda (1,351,13) olduğu görülmüştür 

(p>0.05). 

EcN verilen gruplara bakıldığında; IL-4 ekspresyon düzeylerinin serbest 

formda EcN verilen grupta (7,737,34) en yüksek olduğu bulunmuştur. Kontrol 

grubuna göre (1,250,87), mikroenkapsüle EcN grupta (2,631,90) IL-4 ekspresyon 

düzeylerinin daha yüksek olduğu gösterilmiştir. EcN verilen gruplar arasında IL-4 

ekspresyon düzeyleri açısından istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunmamıştır 

(p=0.14). IL-10 ekspresyon düzeylerine bakıldığında, serbest formda verilen EcN’nin 

(7,1514,30), kontrol grubu (1,351,13) ve mikroenkapsüle EcN (1,391,14) verilen 

gruplara göre daha yüksek olduğu fakat aradaki farkın istatistiksel olarak anlamlı 

olmadığı saptanmıştır (p=0.260).  
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Tablo 4.9. Farklı deney gruplarında gen ekspresyonu sonucu elde edilen ortalama anti-

inflamatuvar sitokin düzeyleri. 

 Probiyotik Türleri  

İnflamasyon 

biyogöstergeleri  

LGG  

Kontrol grubu 

n=6 

Serbest Formda 

n=6 

Mikroenkapsüle 

n=8 

p * 

 �̅�ss Ortanca �̅�ss Ortanca �̅�ss Ortanca  

IL-4 1,250,87 1,14 3,412,18 3,75 3,752,99 2,36 0.760 

IL-10   1,351,13 0,81 2,883,15 1,84 4,014,88 2,26 0.734 

 
EcN 

 

 Kontrol grubu 

n=6 

Serbest Formda 

n=7 

Mikroenkapsüle 

n=8 

p * 

 �̅�ss Ortanca �̅�ss Ortanca �̅�ss Ortanca  

IL-4 
1,250,87 1,14 7,737,34 4,74 2,631,90 2,39 

0.141 

IL-10   1,351,13 0,81 7,1514,30 1,74 1,391,14 1,10 0.260 

*Non-parametrik, Kruskall Wallis testi uygulanmıştır. İstatistiksel anlamlılık p<0,05 olarak verilmiştir. 

LGG, Lactobacillus rhamnosus; EcN, Escherichia coli Nissle 1917. 

   
 

 

Grafik 4.6. Farelerden elde edilen karaciğer dokusunun gruplara göre pro-

inflamatuvar sitokinlerin gen ekspresyon düzeyleri. 
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Grafik 4.7. Farelerden elde edilen karaciğer dokusunun gruplara göre anti-

inflamatuvar sitokinlerin gen ekspresyon düzeyleri. 

4.3.6. Deney Hayvanlarının Histopatolojik Bulguları 

Kontrol grubu (A) ve serbest LGG verilen grup (B) farelerin ince 

bağırsaklarında inflamasyonu veya başka bir patolojiyi düşündüren bulguya 

rastlanmamıştır. Kontrol grubu (C) ve serbest LGG verilen grup (D) farelerin 

kolonlarında inflamasyonu veya başka bir patolojiyi düşündüren bulguya 

rastlanmamıştır.  
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Resim 4.1. Kontrol ve serbest LGG verilen gruptan alınan ince bağırsak dokularının 

görünümü. A ve B için ölçek: 50 um. C ve D için ölçek: 20 um. 
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C D 
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5. TARTIŞMA 

Probiyotiklerin sağlık üzerine etkileri, yapılan birçok çalışma ile gösterilmiştir. 

Fakat probiyotiklerin canlılığı ve etkinliği; mide asidi, safra, belli iyonlardaki artış, 

besin ögesi kompozisyonu, osmotik basınç, oksidatif stres ve gastrointestinal 

sistemden geçiş süresine göre değişiklik göstermektedir. Probiyotiklerin belirtilen 

olumsuzluklardan korunması için biyo-teknolojik bir araç olarak enkapsülasyon 

yöntemleri geliştirilmiştir. Özellikle probiyotiklerin enkapsülasyonunda en sık 

kullanılan iki yöntem; mikroenkapsülasyon ve nanofiber ile enkapsülasyon 

yöntemleridir. Fakat geliştirilen bu yöntemlerin etkinliği, sadece in vitro koşullarda 

değerlendirilmiş, temel hedef olan insan sağlığını geliştirmeyi amaçlayan bu ürünlerin 

etkilerine yönelik hayvan ya da insan çalışmasına literatürde oldukça az rastlanmıştır. 

Ayrıca aynı probiyotik bakterilerin farklı yöntemlerle enkapsüle edildiğinde yöntem 

etkinliklerini karşılaştıran çalışma bulunmamaktadır. Probiyotik bakterilerle ilgili 

yapılan çalışmalar sıklıkla hasta gruplarda çalışılmıştır. Fakat günümüzde artan besin 

desteği kullanımı düşünüldüğünde sağlıklı bireylerin probiyotik kullanımı sonrası 

inflamasyon üzerindeki etkileriyle ilgili yeterli sayıda çalışma bulunmamaktadır.  

Bu sebeple, konuyla ilgili yapılan ve alanında ilk olan bu çalışmaya dahil edilen 

LGG ve EcN; probiyotik enkapsülasyonunda kullanılan mikroenkapsülasyon yöntemi 

ve nanofiber ile enkapsüle edilmiş, etkinlikleri in vitro koşullarda değerlendirildikten 

sonra üretilen ürünlerin in vivo koşullarda sağlıklı farelerde inflamasyon üzerine 

etkileri araştırılmıştır. in vitro ve in vivo deneyleri sonrası elde edilen veriler LGG ve 

EcN bakterileri için ayrı değerlendirilmiştir.  

5.1. Farklı Yöntemlerle Enkapsüle Edilen Probiyotik Bakterilerin in vitro 

Koşullarda Canlılığının Değerlendirilmesi 

Çalışma kapsamında ilk defa farklı enkapsülasyon yöntemleri in vitro 

koşullarda karşılaştırılmıştır. Farklı yöntemlerde kullanılmak üzere benzer kapsül 

materyal kullanımının hedeflenmesine karşın mikroenkapsülasyon yönteminde iki, 

nanofiber ile enkapsülasyonda ise tek polimer, kapsül materyali kullanılmıştır. 

Emülsiyon yöntemiyle mikroenkapsülasyonda, tek polimer kullanıldığında 

etkinliğinin düşük olduğu, bu yüzden destek bir materyal kullanımının etkinliği büyük 

oranda arttıracağı bildirilmiştir (210). Özellikle toksik olmadığı ve canlılığı çevresel 
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koşullara daha duyarlı olan probiyotik gibi maddelerin kapsülasyonuna daha uygun 

bir materyal olduğu için yapılan çalışmada, sodyum aljinat kaplama materyali olarak 

tercih edilmiştir (31, 39, 162). Mikroenkapsülasyon işleminde aljinatın tek başına 

etkinliğinin yetersiz kalabileceği özellikle mide gibi asidik koşullarda aljinatın 

dayanıklı bir materyal olmadığı belirtilmiştir (210). Bu nedenle asidik koşullara 

dayanıklı (pH 5’ten daha düşük) fakat pH 6’dan daha yüksek koşullarda çözünebilen 

selüloz asetat fitalat, emülsiyon işleminde destek materyal olarak tercih edilmiştir. 

Özellikle gastrointestinal koşullara oldukça duyarlı olduğu bilinen probiyotik 

bakterilerin enkapsülasyonunda selüloz asetat fitalat kullanımının, simüle gastrik 

koşullarda mikroorganizmalar için oldukça koruyucu olduğu bildirilmiştir (211). 

Nanofiber ile enkapsülasyonda ise, selüloz asetatın salınım hızının oldukça yavaş 

olmasından dolayı, polimer olarak tercih edilmemiştir. Selüloz asetatın tam salınımın 

gerçekleşmesi için gereken sürenin, toplam sindirim için gereken süreden daha fazla 

olduğu yapılan çalışmalarda gösterilmiştir (212, 213). Bu nedenle nanofiberle 

enkapsülasyon yönteminde ek materyal olarak selüloz asetat kullanımının uygun 

olmayacağı belirtilmiştir (212). Belirtilen sebeplerden dolayı çalışmada 

mikroenkapsülasyonda selüloz asetat ek materyal olarak kullanılırken, nanofiberle 

enkapsülasyon işlemlerinde kapsül materyali olarak tek materyal kullanılmıştır.  

Çalışmanın in vitro aşamasında, nanofiberle enkapsüle edilen ve 

mikroenkapsüle edilen EcN ve LGG bakterilerin simüle mide ve bağırsak 

çözeltilerindeki canlılık düzeyleri serbest formda bulunan bakterilere göre 

değerlendirilmiştir. Bağırsak koşullarına maruziyet sonrası tüm grupların canlılık 

düzeylerinde ciddi bir azalma olduğu görülmüştür (Grafik 4.1a ve Grafik 4.1b). 

Serbest formda bulunan bakterilerin sindirim simülasyonu sonucu canlılık 

düzeylerindeki azalma, istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p<0.05). 

Mikroenkapsüle LGG ve mikroenkapsüle EcN probiyotik bakterileri için de benzer 

sonuçlar elde edilmiş, simülasyon sonucu canlılık düzeylerinde anlamlı bir azalma 

olmuştur (Tablo 4.1). Nanofiber ile enkapsüle edilen probiyotik bakterilerde ise 

canlılık düzeylerinde azalma olduğu gösterilmesine rağmen her iki bakteri türü için de 

azalmanın istatistiksel olarak anlamlı olmadığı görülmüştür (Tablo 4.1). Yapılan 

çalışmalarla paralel olarak; kullanılan yöntemden bağımsız olarak enkapsülasyon 
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işleminin mide koşullarına karşı koruyucu etkilerinin olduğu gösterilmiştir (198, 214-

216). 

Li ve ark.’nın yaptığı bir çalışmada (198); LGG probiyotik bakteriler, farklı 

materyaller kullanılarak dondurarak kurutma yöntemi ile enkapsüle edilmiştir. Serbest 

formda bulunan bakterilerin canlılığında mide çözeltisi içinde 2 saatte 7.5 log’luk bir 

azalma olduğu, farklı içerikte materyal ile enkapsüle edilen probiyotik bakterilerin 

canlılığında ise 2 log’luk ve <1 log’luk azalma olduğu gösterilmiştir. Çalışmanın 

sonunda kullanılan farklı materyallerden bağımsız olarak enkapsülasyon işleminin 

simüle mide koşullarında koruyucu etkilerinin olduğu belirtilmiştir. Yapılan 

çalışmadan farklı olarak serbest formda bulunan bakterilerin azalma düzeyinin daha 

fazla olmasının nedeni, simüle mide çözeltisinin pH değerinin (pH 1.6) yapılan 

çalışmadan (pH 3) farklı olmasından kaynaklanmaktadır. Aynı çalışmada, pH’nın 3 

olduğu durumlarda, serbest formda bulunan bakterilerin canlılığında anlamlı bir 

azalmanın olmadığı da gösterilmiştir.  

Benzer şekilde selüloz asetat ve polivinil alkolün duvar materyali olarak 

kullanıldığı bir çalışmada (214); L. plantarum elektroeğirme yöntemiyle enkapsüle 

edilmiştir. Çalışmanın sonunda enkapsüle edilen bakterilerin canlılığında istatistiksel 

olarak anlamlı bir azalma görülmezken, serbest formda bulunan bakterilerin 

canlılığında anlamlı bir azalma olduğu bulunmuştur. 

Yapılan çalışmada, serbest halde bulunan EcN probiyotik bakterilerinin simüle 

mide koşullarında canlılığının, LGG probiyotik bakterilere kıyasla daha fazla azaldığı 

bulunmuştur (Tablo 4.2). Bu durum, LGG probiyotik bakterilerin 

ekzopolisakkaritlerin (EPS) üretme yeteneğiyle ilişkilendirilebilir. Laktik asit 

bakterileri tarafından üretilen ve hücre zarına bağlanan EPS’lerin, bakterilerin etrafını 

sararak koruyucu bir tabaka oluşturduğu, bunun sonucunda da gastrointestinal sistem 

boyunca mikroorganizmaların canlılığını sürdürmesini sağladığı belirtilmiştir (198, 

217). EPS’lerin ayrıca gastrointestinal sistemde sindirilmediği için prebiyotik özellik 

gösterdiği de bildirilmiştir (218).   

Konuyla ilgili yapılan literatür taramalarında; farklı probiyotik bakterilerin 

farklı yöntemler ve farklı materyallerle enkapsüle edilerek in vitro koşullarda canlılık 

düzeylerinin araştırıldığı görülmektedir (198, 214). Aynı zamanda çalışmalarda 

belirlenen simüle mide ya da bağırsak çözeltisi parametrelerinin de birbirinden farklı 



 

 
 

74 

olduğu görülmüştür. Bu durum çalışma sonuçlarını karşılaştırmayı oldukça 

zorlaştırmakta ve elde edilen sonuçların farklılığını açıklar niteliktedir. Fakat yapılan 

tüm çalışmalarda bahsedilen değişkenlerden bağımsız olarak, enkapsülasyonun, 

serbest halde bulunan bakterilere göre canlılığı büyük ölçüde koruduğu belirtilmiştir 

(212, 214).  

5.2. Depolamanın Canlılık Üzerine Etkisi  

Çalışmanın in vitro kısmında mikroenkapsülasyon yöntemiyle enkapsüle 

edilen probiyotik bakterilerin canlılık düzeyleri, nanofiber ile enkapsüle edilen 

probiyotik bakterilerin canlılığına göre daha yüksek bulunduğundan; çalışmanın in 

vivo kısmı için üretilecek olan mikroenkapsüle bakterilerin depolama (+4oC) 

koşullarındaki canlılık düzeyleri analiz edilmiştir. Birinci, üçüncü ve yedinci 

günlerdeki mikroenkapsüle bakterilerin ve serbest formda bulunan bakterilerin 

canlılığında anlamlı bir azalma olmadığı görülmüştür (Tablo 4.3).  

Yapılan çalışmalarda; farklı yöntem ve materyallerle enkapsüle edilen 

probiyotiklerin depolama süresince, canlılığını büyük oranda koruduğu gösterilmiştir 

(175, 212, 219, 220). Uzun süre depolama yapıldığında serbest formda bulunan 

bakterilerin canlılığında azalma olduğu görülürken enkapsüle edilen probiyotiklerin 

canlılığında anlamlı bir azalma olmadığı belirtilmiştir (175, 212). Yapılan bir 

çalışmada (175); karreganan ile mikroenkapsüle edilen B. longum B6 ve B. longum 

ATCC 15708 bakterilerinin yoğurt içerisine eklenerek, buzdolabı koşullarında 30 gün 

boyunca canlılık düzeylerine bakılmıştır. Çalışmanın sonunda serbest formda bulunan 

B. longum B6 ve B. longum ATCC 15708 bakterilerinin canlılık düzeylerini sırasıyla 

%89.3 ve %91.8 oranında kaybettiği bulunmuştur. Enkapsüle edilen bakterilerin ise 

canlılığında anlamlı bir azalma olmadığı gösterilmiştir. Her iki bakteride de ilk beş 

günde anlamlı bir azalma olmamıştır (sırasıyla %16.0, %26.6).  

Kısa süreli depolama durumlarında, enkapsülasyon parametrelerinden 

bağımsız olarak probiyotiklerin canlılık düzeylerinde anlamlı bir azalmanın olmadığı 

görülmüştür (220, 221). Çalışmada, farelere verilecek ürünlerin üretim sıklığının 

belirlenmesi amacıyla depolamayla canlılık düzeylerindeki değişimler analiz edildiği 

için, kısa süreli (1 hafta) depolama tercih edilmiştir. Belirtilen koşullarda depolamanın 
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serbest formda bulunan probiyotiklerin canlılığında bile anlamlı bir azalmaya neden 

olmadığı gösterilerek, diğer çalışmalarla paralel sonuçlar elde edilmiştir. 

5.3. Enkapsüle Edilen Probiyotik Bakterilerin in vivo Koşullarda 

Etkinliğinin Değerlendirilmesi 

Gram (-) ve gram (+) iki probiyotik bakterinin farklı iki yöntemle 

enkapsülasyonu ve in vitro koşullarda yöntem karşılaştırması ilk defa bu çalışma 

kapsamında yapılmıştır. Buradan elde edilen sonuçlar doğrultusunda çalışmanın in 

vivo kısmına; etkinliğinin daha iyi olduğu gösterilen mikroenkapsüle probiyotik 

bakteriler ile devam edilmiştir. Mikroenkapsüle formda bulunan probiyotik 

bakterilerin ilk olarak sağlıklı farelerde denendiği çalışmanın bu kısmında; farelerin 

vücut ağırlığı değişimleri, histopatalojik değerlendirme ve karaciğer dokularında 

inflamasyonla ilişkili sitokinlerin ekspresyon düzeyleri değerlendirilmiştir.   

5.3.1. Deney Hayvanlarının Vücut Ağırlığı Değişimlerinin 

Değerlendirilmesi 

Çalışmada farelerin vücut ağırlığındaki değişimleri temel olarak farelerin genel 

sağlık durumunu yansıttığı için her gün değerlendirilmiştir. Yapılan hayvan 

çalışmalarında kullanılması planlanan oral gavaj boyutunun; farelerin vücut 

ağırlıklarına göre belirlenmesi gerektiği bildirilmiştir (222, 223). Çalışma kapsamında 

hazırlanan probiyotik ürünler, tüm gruplara aynı boyuttaki oral gavaj ile verildiğinden, 

çalışmanın sonucunu etkilememesi amacıyla çalışmaya dahil edilen farelerin benzer 

ağırlıkta olmalarına dikkat edilmiştir. Çalışmanın başında ve standardizasyon dönemi 

sonunda ortalama vücut ağırlıkları açısından gruplar arasında anlamlı bir farklılık 

olmadığı saptanmıştır (Tablo 4.4).  

Probiyotiklerin vücut ağırlığı üzerine etkilerini değerlendiren çalışmaların 

büyük çoğunluğu obez fareler ile yürütülmüştür (78, 224). Genel olarak yapılan 

çalışmaların sonucuna bakıldığında; probiyotik müdahalesinde bulunulan gruplarda 

vücut ağırlığında ve vücut yağ oranlarında azalma olduğu gösterilmiştir. Yapılan 

çalışmada; müdahale başlangıcına kıyasla, müdahale sonunda tüm grupların ortalama 

vücut ağırlıklarında artış olmuş, bu artışın en fazla kontrol grubunda olduğu 

görülmüştür (Tablo 4.4). Fakat bu artış hem LGG verilen gruplar hem de EcN verilen 
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gruplar için istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır (p>0.05). Standardizasyon 

dönemine kıyasla, probiyotik müdahalesinin uygulandığı dönemdeki ortalama vücut 

ağırlıklarında ise kontrol grubunda hafif bir artış olduğu görülürken, probiyotik verilen 

grupların (LGG ve EcN) vücut ağırlıklarında azalma olduğu görülmüştür (Tablo 4.5).  

Türe bağlı olarak probiyotiklerin vücut ağırlığı üzerindeki etkilerinin farklı 

olduğu bildirilmiştir (225). Çalışmada benzer şekilde, EcN ve LGG verilen gruplarda 

vücut ağırlığındaki değişimlerin farklı olduğu saptanmıştır (Grafik 4.2). EcN 

probiyotik bakterilerinin LGG probiyotik bakterilere göre vücut ağırlığında daha fazla 

azalmaya neden olduğu görülmüştür (p>0.05). Fakat bu probiyotik türlerinin, vücut 

ağırlığı ve obezite üzerindeki etkilerinin değerlendirilmesi için (örn. vücut yağ 

oranlarının ya da Lee İndekslerinin de değerlendirmeye katıldığı) daha kapsamlı bir 

çalışma yapılması gerekmektedir.  

Altı haftalık probiyotik müdahalesi süresince; serbest EcN (p=0.018), 

mikroenkapsüle LGG (p=0.012) ve mikroenkapsüle EcN (p=0.0122) verilen gruplarda 

ilk hafta ve son haftadaki ortalama vücut ağırlıkları arasında istatistiksel olarak anlamlı 

fark bulunmuştur (Tablo 4.4). Kontrol grubu (p=0.122) ve serbest formda LGG verilen 

gruptaki (p=0.526) haftalık ortalama vücut ağırlığı değişimlerinde ise anlamlı bir fark 

bulunmamıştır (Tablo 4.4). Yapılan çalışmalarda oral gavaj ile müdahalenin, vücut 

ağırlığında azalmaya neden olduğu gösterilmiştir (226-228). Çalışmada da, diyet 

müdahalesi oral gavaj ile yapıldığı için ilk haftalarda genel olarak tüm grupların vücut 

ağırlıklarında azalma olduğu, sonraki haftalarda ise gavaja alıştıkları için vücut 

ağırlıklarında bir artış olduğu görülmüştür. 

Yapılan bir çalışmada (229); 15 haftalık alıştırma dönemi sonrasında altı hafta 

boyunca oral gavaj müdahalesinin fareler üzerindeki fizyolojik parametreler, vücut 

ağırlıkları, besin alımları, mortalite oranları ve organlar üzerindeki etkileri 

değerlendirilmiştir. Çalışmada; oral gavaj yapılan ve yapılmayan grupların her ikisi 

için de, alıştırma döneminin başındaki ortalama vücut ağırlıkları ile çalışmanın 

sonundaki ortalama vücut ağırlıkları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

olduğu gösterilmiştir. Fakat çalışmanın sonunda oral gavaj yapılan grubun ortalama 

vücut ağırlığındaki artış ile kontrol grubundaki ortalama vücut ağırlığındaki artış 

arasında anlamlı bir fark bulunmamıştır. Çalışma sonunda; oral gavaja bağlı stres ve 

mortalitenin minimal düzeyde olduğu belirtilmiştir. Yapılan bu çalışmada da benzer 
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şekilde, başlangıçta hem farelerin hem de araştırmacının alışma süresinde strese bağlı 

tüm gruplarda vücut ağırlığında bir azalma olduğu görülürken sonraki haftalarda vücut 

ağırlığında artış olduğu görülmüştür (p1.hafta-6.hafta < 0.05) (Tablo 4.4).  

Yapılan önceki çalışmalardan elde edilen sonuçlar; bu çalışma sonuçları ile 

benzer şekilde, özellikle müdahale döneminde farelerin vücut ağırlığını 

etkileyebilecek faktörlerin arasında besleme yönteminin olabileceği yönündedir.   

5.3.2. Deney Hayvanlarının Yem Tüketimleri ve Enerji ve Makrobesin 

Ögesi Alımlarının Değerlendirilmesi 

Çalışmada, müdahale öncesi dönemde tüm gruplardaki farelerin yem 

tüketimlerinin, müdahale dönemindeki tüketimlerine göre daha yüksek olduğu 

bulunmuştur (Tablo 4.6). Kontrol ve serbest EcN verilen gruplarda bu farklılık, 

istatistiksel olarak anlamlı olmamasına karşın serbest LGG, mikroenkapsüle LGG ve 

mikroenkapsüle EcN verilen gruplarda müdahale öncesi ve sonrası dönemlerde 

tüketilen yem miktarları arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur 

(Tablo 4.6). Müdahale öncesi ve müdahale döneminde ise, yem tüketimleri açısından 

gruplar arasında anlamlı bir fark bulunmamıştır (sırasıyla LGG için p=0.846 ve 

p=0.412; EcN için p=0.114 ve p=0.174). Yem tüketimleriyle benzer şekilde; enerji 

düzeyleri de müdahale öncesi dönemde, müdahale dönemine kıyasla daha yüksek 

bulunmuştur (Tablo 4.7). Fakat kontrole kıyasla LGG verilen gruplar arasında ve EcN 

verilen gruplar arasında ortalama enerji ve makrobesin ögesi alım düzeyleri açısından 

anlamlı bir fark bulunmamıştır (p>0.05).  

Yapılan bir çalışmada (230); 7 hafta boyunca farelere yüksek yağlı diyet ve 

yüksek yağlı diyete ek düşük dozda ve yüksek dozda LGG probiyotik bakteri 

verilmiştir. Çalışmanın sonunda, standart yem tüketen farelerin, yüksek yağlı diyet 

verilen gruba göre daha fazla yem tükettikleri görülmüş (p<0.05). Fakat enerji alımları 

arasında anlamlı bir fark olmadığı gösterilmiş. Yüksek yağlı diyete ek olarak düşük ve 

yüksek dozlarda probiyotik verilen gruplarda ise, yem tüketimlerinin benzer 

düzeylerde olduğu belirtilmiştir. Çalışmada ayrıca oral gavaj müdahalesinin ilk 

haftasında yem tüketimlerinde bir azalma olduğu sonraki haftalarda artış olduğu 

gösterilmiştir. Çalışmayla benzer şekilde (Grafik 4.3a ve Grafik 4.3b), ilk alışma 
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haftalarında oral gavaja bağlı olarak daha olası irritasyon ve stres durumlarının 

farelerin besin alımlarını olumsuz yönde etkilediği düşünülmektedir. 

5.3.3. Deney Hayvanlarının İnflamasyonla İlişkili Sitokinlerin Gen 

Ekspresyon Düzeylerinin Değerlendirilmesi 

Çalışmada; probiyotiklerin sağlıklı farelerdeki sistemik/mukozal bağışıklığı ve 

doğal/kazanılmış bağışıklığı nasıl etkilediğini göstermek için proinflamatuvar ve anti-

inflamatuvar sitokinlerden TNF-α, IFN γ, IL-4, IL-6 ve IL-10’un gen ekspresyon 

düzeyleri analiz edilmiştir.  

Çalışmada probiyotik müdahalesinin pro-inflamatuvar sitokinlerden IFN-γ, 

TNF-α ve IL-6 üzerine etkilerine bakıldığında; kontrol grubuna kıyasla 

proinflamatuvar sitokinlerin her iki probiyotik grupları için daha düşük olduğu 

görülmüş, gruplar arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır  (EcN 

verilen gruplardaki ortalama IFN γ gen ekspresyon düzeyleri hariç, p<0.05) (Tablo 

4.8). Anti-inflamatuvar sitokinlerden IL-4 ve IL-10 düzeylerine bakıldığında ise; en 

düşük düzeylerin kontrol grubunda olduğu bulunmuştur (p>0.05).  

Konuyla ilgili literatüre bakıldığında; inflamasyonla ilişkili hastalık geliştirilen 

farelerde probiyotik müdahalesinin, pro-inflamatuvar sitokin düzeylerinde azalmaya 

ve anti-inflamatuvar sitokin düzeylerinde ise artışa neden olduğu genel olarak kabul 

edilmektedir (78-80). Fakat bunun aksine probiyotik kullanımının inflamasyon ve 

hastalığa bağlı semptomları da şiddetlendirebileceği bildirilmiştir (82, 231). Özellikle 

hastalık durumlarında hastalığa uygun probiyotik türlerinin seçilmesi, bu nedenle 

kritik önem taşımaktadır. Yapılan bir çalışmada (232); germ-free farelerde EcN’in 

patojenik etkileri değerlendirilmiştir. Çalışmada EcN’nin genel olarak patojenik 

olmadığı belirtilmesine karşın, konak bağırsak epitel hücrelerinde bağışıklık cevabını 

uyarabileceği belirtilmiştir (233). Çalışmanın sonunda, serumda TNF-α düzeylerinde 

anlamlı bir artış olduğu bulunmuştur. Ayrıca EcN’nin probiyotik ya da patojen olarak 

etki göstermesinde normal bakteri florasının varlığı ve genetik özelliklerinin etkili 

olduğu bildirilmiştir. Yapılan başka bir çalışmada (234); gram (-) bakterilerin hücre 

dışına lipopolisakkarit (LPS) salınımına neden olduğu bunun sonucunda inflamatuvar 

sitokin salınımını indüklediği bildirilmiştir. Aynı zamanda LPS salınımıyla sağlıklı 
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bireylerin fekal mikrobiyotasını da etkilediği belirtilmektedir. Yapılan çalışmada ise; 

LGG verilen gruplara kıyasla EcN gruplarının pro-inflamatuvar sitokinlerin 

ekspresyon düzeyleri benzer bulunmuştur (Tablo 4.8). Antiinflamatuvar sitokinlerin 

ekspresyon düzeylerine bakıldığında ise serbest formda EcN verilen grupların en 

yüksek düzeylerde olduğu görülmüştür (p>0.05). Çalışmada, belirtilen olumsuz 

etkilere karşı EcN’nin inflamasyon göstergelerinde olumlu etkilerinin olduğu 

bulunmuştur. EcN’nin patojenik etkilerine yönelik yapılan bir hücre çalışmasında 

(235); EcN’nin genotipindeki bir defektten dolayı LPS üretemediği ve anti-

inflamatuvar aktiviteyi desteklediği bildirilmiştir. EcN’nin probiyotik olarak kabul 

edildiği göz önünde bulundurulduğunda, bu defektin de gram (-) EcN bakterilerinin 

antiinflamatuvar sitokinlerin ekspresyon düzeyleri üzerindeki etkilerini açıklar 

niteliktedir.  

Kronik bağırsak hastalıkları üzerine yapılan bir derleme çalışmada (231); 

probiyotiklerin toll benzeri reseptörler aracılığıyla pro-inflamatuvar sitokinlerin 

ekspresyonunu azalttığı belirtilmiştir. Klinik semptomları, histolojik değişimleri ve 

mukus üretiminde olumlu etkilerinin olduğu fakat inflamatuvar bağırsak 

hastalıklarının başlangıç dönemlerinde dikkatli kullanılması gerektiği ve kronik 

enteropatilerde etkisinin olmadığı bildirilmiştir. Ayrıca ülseratif kolit hastalarında 

klinik semptomların arttığı da görülmüştür. Çalışmanın sonunda, bağırsakla ilgili 

hastalıklarda probiyotik kullanımının yararlı etkilerinin birçok çalışmada 

gösterilmesine rağmen, fayda ve risklerinin kapsamlı bir şekilde değerlendirilmesi 

gerektiği belirtilmiştir.  

Çalışmada; aljinat ile mikroenkapsüle edilen probiyotik bakterilerle serbest 

formda bulunan probiyotik bakteri verilen grupların pro-inflamatuvar sitokinlerin 

ekspresyon düzeyleri arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunmamıştır 

(Tablo 4.8). Pro-inflamatuvar sitokinlerin ekspresyon düzeyleri açısından bakıldığında 

kontrol grubundaki düzeylerin probiyotik verilen gruplara kıyasla daha düşük olduğu 

saptanmıştır (Grafik 4.6). Anti-inflamatuvar sitokinlerin ekspresyon düzeylerinin ise; 

her iki bakteri için de kontrol gruplarında daha düşük olduğu bulunmuştur (p>0.05) 

(Grafik 4.7). IL- 4 ve IL-10 anti-inflamatuvar sitokinlerin ekspresyon düzeylerinde 

LGG probiyotik bakterileri için; mikroenkapsüle formda verilen gruplarda daha fazla 
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bir artış olduğu görülürken, EcN probiyotik bakterileri için ise serbest formda verilen 

gruplarda en yüksek olduğu bulunmuştur (Tablo 4.8).  

Enkapsülasyon çalışmalarında probiyotiklerin etkilerinin yanı sıra kapsül 

materyallerinin de etkilerinin göz önünde bulundurulması gerektiği bildirilmiştir 

(236). Konuyla ilgili yapılan bir çalışmada (237); mikroenkapsülasyon materyalinin 

inflamasyon üzerindeki etkileri değerlendirilmiştir. Yer fıstığı proteini ve aljinat 

kullanılarak dondurarak kurutma yöntemi ile mikroenkapsüle edilen LGG ve L. 

helveticus probiyotik bakterileri 2 hafta boyunca kolit geliştirilen farelere verilmiştir. 

Çalışmanın sonunda; gruplar arasında inflamatuvar sitokinlerin ekspresyon düzeyleri 

açısından anlamlı bir farklılık bulunmamıştır.  

Yapılan çalışmalarda (238-240); çalışmada da kullanılan sodyum aljinatın 

ratlarda immün cevabı indüklediği, özellikle TNF-α, IL-1 ve IL-6 sitokin düzeylerinde 

etkili olduğu bildirilmiştir. Konuyla ilgili yapılan bir çalışmada (241); sodyum 

aljinatın, adjuvant olarak kullanıldığında Th1 immün cevabı arttırdığı belirtilmektedir. 

Yapılan başka bir çalışmada (242); sodyum aljinatın IFN γ düzeyini arttırdığı ve IL-4 

üretiminde ise azalmaya neden olduğu bildirilmiştir. Fakat bu etkinin kalsiyum 

iyonlarından da kaynaklanabileceği belirtilmiştir. Çalışmada benzer şekilde 

mikrokapsüllerin sert ve kapsül yapıları oluşturması için Ca çözeltisi kullanılmıştır. 

Ca ile çapraz bağlı aljinatın da; polisakkarit kökenli adjuvantlara benzer etki 

gösterebildikleri fakat etki mekanizmalarının tam olarak açıklanamadığı ifade 

edilmiştir (243). Çalışmadan elde edilen sonuçlar; kapsül materyalinin kimyasal 

özellikleri, probiyotik türlerinin kullanılan materyallerle etkileşimleri ya da bakteri 

türlerine göre parabiyotik ya da postbiyotiklerin inflamasyon biyogöstergelerini 

etkileyebileceği için, bu doğrultuda değerlendirme yapmayı zorlaştırmaktadır. 

Yapılan bu kapsamlı çalışma ile; farklı fizyolojik etkilere sahip gram (-) ve 

gram (+) probiyotik bakterilerin, aynı parametrelerle ve probiyotiklerin 

kapsülasyonunda en yaygın kullanılan iki farklı enkapsülasyon yöntemiyle 

kapsüllendiği, yöntemlerin in vitro koşullarda etkinliğinin değerlendirildiği ve 

devamında sağlıklı farelerde inflamasyon üzerindeki etkilerinin değerlendirildiği ilk 

çalışmadır. Literatürde yer alan çalışmalar incelendiğinde; benzer çalışma olmadığı 

için, çalışma sonunda elde edilen pro-inflamatuvar ve anti-inflamatuvar sitokinlerin 
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ekspresyon düzeyleri arasındaki farklılıkların nedeninin; hayvanları besleme yöntemi, 

bakteri türleri, enkapsülasyon yöntemleri, enkapsülasyon materyalleri, müdahale 

süresi, hastalık ya da sağlıklı olma durumları veya analiz yöntemlerinin farklı 

olmasından kaynaklandığı düşünülmektedir.  

Çalışmanın in vitro kısmında çalışmaya dahil edilen probiyotik bakterilerin 

enkapsülasyonunda kullanılan yöntemlerin etkinliği karşılaştırılmıştır. Fakat 

çalışmada seçilen enkapsülasyon yöntemlerinde stabilitenin sağlanması için farklı 

materyallerin kullanılması karşılaştırmayı zorlaştırmaktadır. Yapılan literatür 

taramaları sonucu; mikroenkapsülasyon yönteminde tek materyal kullanımının canlı 

organizmaların enkapsülasyonunda yetersiz kalabileceği, bu nedenle destek bir 

materyalin yöntem etkinliğini arttıracağı bildirilmiştir. Bu yüzden çalışmada aljinata 

ek olarak selüloz asetat, destek materyal olarak kullanılmıştır. Probiyotiklerin 

nanofiberle enkapsülasyonuyla ilgili yapılan literatür taramalarında ise; selüloz 

asetatın salınım hızının sindirim süresinden daha uzun olduğu ve salınımının bu 

yöntemde oldukça yavaş olması nedeniyle, kapsüllerin tamamının açılmadığı 

belirtilmiştir. Bu nedenle çalışmanın nanofiberle enkapsülasyonunda tek polimer 

kullanılmıştır. Bu farklılık, çalışmada nanofiberle enkapsülasyon yönteminin in vitro 

koşullarda probiyotiklerin canlılığında daha etkin olacağı düşünülmesine karşın 

mikroenkapsüle probiyotiklerin canlılığının daha yüksek bulunmasını açıklar 

niteliktedir. Enkapsülasyon yöntemlerinde kullanılan polimerlerin farklı kimyasal 

özelliklerinden (fiberleşme, çözünürlük, viskozite gibi) yararlanılarak enkapsülasyon 

işlemleri yapıldığı için, karbonhidrat polimerlerinin aynı olması mümkün olmamıştır. 

Bu yüzden her iki enkapsülasyon yönteminde de koruyuculuğunun daha iyi olduğu 

düşünülen materyaller kullanılarak in vitro koşullarda yöntem karşılaştırması 

yapılmıştır.  

Çalışmanın Kısıtlılıkları 

Çalışmada kullanılan enkapsülasyon yöntemlerinin in vitro koşullardaki 

canlılık düzeyleri karşılaştırılarak bir değerlendirme yapılmıştır. Fakat tüketici hedef 

alınarak planlanan bu çalışmada, uzun süreli depolama koşullarındaki canlılık 

değişimleri analiz edilmemiş yalnızca farelere verilecek ürünlerin kısa süreli 

depolamadaki canlılık düzeyleri belirlenmiştir. Ticari olarak geliştirilen probiyotik 
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ürünlerde raf ömrü önemli bir parametre olduğu için, kullanılan yöntemlerin uzun 

süreli depolama koşullarındaki etkileri ileri çalışmalarla karşılaştırılabilir.  

Çalışmanın in vitro kısmında, nanofiberle enkapsülasyon sonrası canlılık 

analizleri rutinde olduğu gibi iki paralel olarak yapılmıştır. Fakat istatistiksel analizler 

için sayının yetersiz olması sebebiyle elde edilen sonuçlar arasında anlamlı bir fark 

bulunamamıştır. Bu analizlerde sonuçları daha sağlıklı karşılaştırmak için teknik ve 

biyolojik paralel sayısı arttırılabilir.  

Çalışmanın in vivo kısmında; inflamasyonun değerlendirilmesi için belirlenen 

pro-inflamatuvar ve anti-inflamatuvar sitokinlerin analizinde gereken miktarlarda 

serum elde edilemediği için karaciğer dokuları kullanılarak PCR yöntemi ile gen 

ekspresyon düzeyleri belirlenmiştir. Serum yerine dokuların analizde kullanılması, 

inflamatuvar sitokinlerin ekspresyon düzeylerinin değerlendirilmesinde gruplar 

arasında farklılıklara neden olabilir. Özellikle gram negatif bir bakteri olan EcN 

üzerinde yapılan bir çalışmada (244); farklı dokulardaki farklı MPO aktivitelerinden 

dolayı TNF-𝛼 düzeyleri üzerindeki etkisinin değişiklik gösterebileceği belirtilmiştir. 

Bu nedenle yapılacak ileri çalışmalarda dokudan yapılan analizler serumdan yapılan 

analizler ile desteklenmelidir.  

Çalışmada enkapsülasyonda kullanılan polimerlerin, GRAS listesinde yer 

almasına özellikle dikkat edilmiştir. Buna karşın GRAS listesinde olmasına rağmen, 

bu materyallerin inflamasyonu etkileyebileceği belirtilmiştir. İnflamasyon üzerinde, 

çalışma kapsamında kullanılan materyallerden kaynaklı bir etkinin olup olmadığının 

belirlenmesi için, içerisinde probiyotik bulunmayan (boş) kapsül verilen farelerin 

karaciğerlerindeki sitokin düzeylerinin değerlendirilmesi önerilebilir.   
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6. SONUÇ ve ÖNERİLER 

Olumsuz çevre koşullarına karşı koruyuculuğunun arttırılması için yeni 

teknolojik yaklaşımlardan biri olan enkapsülasyon yöntemlerinden, canlı 

organizmaların kapsülasyonunda en sık kullanılan nanofiberle enkapsülasyon ve 

mikroenkapsülasyon yöntemleri, farklı türde probiyotik bakterilerinin enkapsülasyonu 

için çalışma kapsamında ilk kez yapılmıştır. Çalışmalarda benzer probiyotik türleri ya 

da alt türlerinin etkileri karşılaştırılırken, yapılan çalışmada gram negatif ve gram 

pozitif bakteriler tercih edilmiştir. Özellikle gram negatif bakterilerin LPS salınımına 

neden olduğu ve inflamasyon üzerinde farklı etkilere neden olabileceği için bu 

bakteriler tercih edilmiştir. Çalışmanın devamında üretilen ürünlerin in vitro 

koşullarda canlılıklarının değerlendirildiği, yöntemlerin etkinliğinin karşılaştırıldığı 

ve canlılık düzeyi daha yüksek bulunan yöntem kullanılarak enkapsüle edilen farklı 

türdeki probiyotiklerin sağlıklı C57BL/6 türü erkek farelere verilerek inflamasyon 

üzerindeki etkilerinin in vivo koşullarda ilk kez değerlendirildiği kapsamlı çalışmadan 

elde edilen başlıca sonuçlar aşağıda verilmiştir. 

- Probiyotiklerin yöntemden bağımsız olarak enkapsüle edilmesi, in vitro koşullarda 

canlılığı korur. 

- Kısa süreli uygun koşullarda depolama, probiyotiklerin canlılığını korur. 

- Gram negatif ve gram pozitif probiyotik bakterilerin in vitro koşullara direnci 

farklıdır. 

- Farklı türde probiyotiklerin anti-inflamatuvar sitokin ve pro-inflamatuvar sitokin 

düzeyleri üzerine etkileri farklılık göstermektedir. 

- Enkapsüle probiyotiklerin sağlıklı farelerde kullanımının inflamasyon üzerinde 

anlamlı bir değişikliğe neden olmadığı görülmüştür. 

Çalışmada LGG ve EcN probiyotik bakterileri kullanılmış, sonuçlar bakteri 

türlerine göre ayrı değerlendirilmiştir. Çalışmanın in vivo aşamasında ise; kontrol 

grubu, serbest LGG verilen grup, mikroenkapsüle LGG verilen grup, serbest EcN 

verilen grup ve mikroenkapsüle EcN verilen grup olarak sonuçlar karşılaştırılmıştır.  

Çalışmadan elde edilen tüm sonuçlar maddeler halinde aşağıda verilmiştir. 
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1. Çalışmanın in vitro aşamasında LGG probiyotik bakterileri için, serbest 

formda olan bakterilerin mide koşullarında canlılıklarını %83,74  2,89 

oranında, mikroenkapsüle edilen bakterilerin %98,69  1,64 oranında 

ve nanofiberle enkapsüle edilen bakterilerin ise %98,1  2,69 oranında 

koruduğu saptanmıştır (p<0.05). 

2. Çalışmanın in vitro aşamasında LGG probiyotik bakterileri için, serbest 

formda olan bakterilerin bağırsak koşullarında canlılıklarını 

%35,801,87 oranında, mikroenkapsüle edilen bakterilerin 

%41,941,24 oranında ve nanofiberle enkapsüle edilen bakterilerin ise 

%41,24 7,05 oranında koruduğu saptanmıştır (p>0.05). 

3. Çalışmanın in vitro aşamasında EcN probiyotik bakterileri için, serbest 

formda olan bakterilerin mide koşullarında canlılıklarını %64,920,75 

oranında, mikroenkapsüle edilen bakterilerin %101,434,37 oranında 

ve nanofiberle enkapsüle edilen bakterilerin ise %83,46  1,86 oranında 

koruduğu saptanmıştır (p<0.05). 

4. Çalışmanın in vitro aşamasında EcN probiyotik bakterileri için, serbest 

formda olan bakterilerin bağırsak koşullarında canlılıklarını 

%61,130,57 oranında, mikroenkapsüle edilen bakterilerin 

%83,891,31 oranında ve nanofiberle enkapsüle edilen bakterilerin ise 

%71,21 1,65 oranında koruduğu saptanmıştır (p<0.05). 

5. Bir haftalık depolama (+4oC)  boyunca serbest formda bulunan LGG 

probiyotik bakterilerin canlılık düzeyleri; birinci gün 9,17±0,56 log, 

kob/mL, üçüncü gün 8,29±0,35 log, kob/mL ve yedinci gün ise 

9,26±0,21 log, kob/mL olduğu bulunmuştur (p>0.05). 

6. Bir haftalık depolama (+4oC) boyunca mikroenkapsüle LGG probiyotik 

bakterilerin canlılık düzeyleri; birinci gün 8,99±0,52 log, kob/mL, 

üçüncü gün 7,54±0,34 log, kob/mL ve yedinci gün ise 7,48±0,67 log, 

kob/mL olduğu bulunmuştur (p>0.05). 

7. Bir haftalık depolama (+4oC)  boyunca serbest formda bulunan EcN 

probiyotik bakterilerin canlılık düzeyleri; birinci gün 9,63 ±0,09 log, 

kob/mL, üçüncü gün 9,34±0,47 log, kob/mL ve yedinci gün ise 9,36 ± 

0,25 log, kob/mL olduğu bulunmuştur (p>0.05). 
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8. Bir haftalık depolama (+4oC)  boyunca mikroenkapsüle EcN probiyotik 

bakterilerin canlılık düzeyleri; birinci gün 8,60±0,49  log, kob/mL, 

üçüncü gün 8,21 ± 0,18 log, kob/mL ve yedinci gün ise 8,73 ± 0,35 log, 

kob/mL olduğu bulunmuştur (p>0.05). 

9. Çalışmanın in vivo kısmında; müdahale öncesi dönemde kontrol 

grubunun ortalama vücut ağırlığının 21,43±4,06 g, serbest formda LGG 

verilen grubun 21,85±2,46 g, mikroenkapsüle LGG verilen grubun 

19,90±1,44 g olduğu, serbest formda EcN verilen grubun 22,14±1,72 g 

olduğu ve mikroenkapsüle EcN verilen grubun ise 20,73±1,13 g olduğu 

gösterilmiştir (p>0.05).   

10. Çalışmanın in vivo kısmında; müdahale döneminde kontrol grubunun 

ortalama vücut ağırlığının 21,67±2,99g, serbest formda LGG verilen 

grubun 21,67±2,49g, mikroenkapsüle LGG verilen grubun 

19,72±1,47g olduğu, serbest formda EcN verilen grubun 21,38±1,91g 

olduğu ve mikroenkapsüle EcN verilen grubun ise 20,21±,61g olduğu 

gösterilmiştir (p>0.05).   

11. Çalışmanın in vivo kısmında; müdahale öncesi dönemde kontrol 

grubunun ortalama yem tüketim miktarının 4,45±1,16 g, serbest formda 

LGG verilen grubun 4,40±1,16 g, mikroenkapsüle LGG verilen grubun 

4,30±0,25 g olduğu, serbest formda EcN verilen grubun 3,79±0,76 g 

olduğu ve mikroenkapsüle EcN verilen grubun ise 4,20±0,03 g olduğu 

saptanmıştır (p>0.05).   

12. Çalışmanın in vivo kısmında; müdahale döneminde kontrol grubunun 

ortalama yem tüketim miktarının 3,80±,47 g, serbest formda LGG 

verilen grubun 3,57±,44 g, mikroenkapsüle LGG verilen grubun 

3,49±,22 g olduğu, serbest formda EcN verilen grubun 3,66±,32 g 

olduğu ve mikroenkapsüle EcN verilen grubun ise 3,46±,08 g olduğu 

saptanmıştır (p>0.05).   

13. Çalışmaya dahil edilen farelerin müdahale öncesi dönemde ortalama 

enerji alım düzeylerinin; kontrol grubunda 11,58±3,01 kkal /gün, 

serbest LGG verilen grupta 11,44±3,02 kkal /gün, mikroenkapsüle 

LGG verilen grupta 11,19±0,66 kkal /gün, serbest EcN verilen grupta 
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9,86±1,98 kkal/gün ve mikroenkapsüle EcN verilen grupta ise 

10,91±0,09 kkal/gün olduğu gözlenmiştir (p>0.05). 

14. Çalışmaya dahil edilen farelerin müdahale öncesi dönemde ortalama 

karbonhidrat alım düzeylerinin; kontrol grubunda 1.95±0.51 g/gün, 

serbest LGG verilen grupta 1.93±0.51 g/gün, mikroenkapsüle LGG 

verilen grupta 1.89±0,17 g/gün, serbest EcN verilen grupta 1,66±0,33 

g/gün ve mikroenkapsüle EcN verilen grupta ise 1,84±0,02 g/gün 

olduğu gözlenmiştir (p>0.05). 

15. Çalışmaya dahil edilen farelerin müdahale öncesi dönemde ortalama 

yağ alım düzeylerinin; kontrol grubunda 0,07±0.02 g/gün, serbest LGG 

verilen grupta 0,07±0.02 g/gün, mikroenkapsüle LGG verilen grupta 

0,07±0,01 g/gün, serbest EcN verilen grupta 0,30±0,06 g/gün ve 

mikroenkapsüle EcN verilen grupta ise 0,07±0,00 g/gün olduğu 

gözlenmiştir (p>0.05). 

16. Çalışmaya dahil edilen farelerin müdahale öncesi dönemde ortalama 

protein alım düzeylerinin; kontrol grubunda 0,79±0.21 g/gün, serbest 

LGG verilen grupta 0,35±0.21 g/gün, mikroenkapsüle LGG verilen 

grupta 0,76±0,05 g/gün, serbest EcN verilen grupta 0,13±0,03 g/gün ve 

mikroenkapsüle EcN verilen grupta ise 0,74±0,01 g/gün olduğu 

gözlenmiştir (p>0.05). 

17. Çalışmaya dahil edilen farelerin müdahale döneminde ortalama enerji 

alım düzeylerinin; kontrol grubunda 9,87±1,22 kkal /gün, serbest LGG 

verilen grupta 9,28±1,13 kkal /gün, mikroenkapsüle LGG verilen 

grupta 9,08±,57 kkal /gün, serbest EcN verilen grupta 9,52±,82 

kkal/gün ve mikroenkapsüle EcN verilen grupta ise 8,99±,20 kkal/gün 

olduğu gözlenmiştir (p>0.05). 

18. Çalışmaya dahil edilen farelerin müdahale döneminde ortalama 

karbonhidrat alım düzeylerinin; kontrol grubunda 1.67±0.21 g/gün, 

serbest LGG verilen grupta 1.56±0.19 g/gün, mikroenkapsüle LGG 

verilen grupta 1.53±0,10 g/gün, serbest EcN verilen grupta 1,61±0,14 

g/gün ve mikroenkapsüle EcN verilen grupta ise 1,52±0,03 g/gün 

olduğu gözlenmiştir (p>0.05). 
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19. Çalışmaya dahil edilen farelerin müdahale döneminde ortalama yağ 

alım düzeylerinin; kontrol grubunda 0,06±0.01 g/gün, serbest LGG 

verilen grupta 0,05±0.01 g/gün, mikroenkapsüle LGG verilen grupta 

0,05±0,01 g/gün, serbest EcN verilen grupta 0,06±0,01 g/gün ve 

mikroenkapsüle EcN verilen grupta ise 0,05±0,01 g/gün olduğu 

gözlenmiştir (p>0.05). 

20. Çalışmaya dahil edilen farelerin müdahale döneminde ortalama protein 

alım düzeylerinin; kontrol grubunda 0,67±0.08 g/gün, serbest LGG 

verilen grupta 0,63±0.08 g/gün, mikroenkapsüle LGG verilen grupta 

0,62±0,04 g/gün, serbest EcN verilen grupta 0,65±0,06 g/gün ve 

mikroenkapsüle EcN verilen grupta ise 0,61±0,01 g/gün olduğu 

gözlenmiştir (p>0.05). 

21. Çalışmanın sonunda farelerin karaciğer dokularıyla yapılan PCR analiz 

sonucuna göre IFN- ekspresyon düzeylerinin; kontrol grubunda 

1,391,16; serbest LGG verilen grupta 3,464,96; mikroenkapsüle 

LGG verilen grupta 5,377,42; serbest EcN verilen grupta 9,7710,10 

ve mikroenkapsüle EcN verilen grupta 1,391,04 olduğu saptanmıştır.  

22. Çalışmanın sonunda farelerin karaciğer dokularıyla yapılan PCR analiz 

sonucuna göre TNF- ekspresyon düzeylerinin; kontrol grubunda 

1,321,08; serbest LGG verilen grupta 2,272,28; mikroenkapsüle 

LGG verilen grupta 2,542,32; serbest EcN verilen grupta 1,451,16 

ve mikroenkapsüle EcN verilen grupta 1,841,36 olduğu saptanmıştır.  

23. Çalışmanın sonunda farelerin karaciğer dokularıyla yapılan PCR analiz 

sonucuna göre IL-6 ekspresyon düzeylerinin; kontrol grubunda 

2,041,59; serbest LGG verilen grupta 6,106,74; mikroenkapsüle 

LGG verilen grupta 3,723,67; serbest EcN verilen grupta 9,289,37 

ve mikroenkapsüle EcN verilen grupta 6,67,21 olduğu saptanmıştır.  

24. Çalışmanın sonunda farelerin karaciğer dokularıyla yapılan PCR analiz 

sonucuna göre IL-4 ekspresyon düzeylerinin; kontrol grubunda 

1,250,87; serbest LGG verilen grupta 3,412,18; mikroenkapsüle 
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LGG verilen grupta 3,752,99; serbest EcN verilen grupta 7,737,34 

ve mikroenkapsüle EcN verilen grupta 2,631,90 olduğu saptanmıştır.  

25. Çalışmanın sonunda farelerin karaciğer dokularıyla yapılan PCR analiz 

sonucuna göre IL-10 ekspresyon düzeylerinin; kontrol grubunda 

1,351,13; serbest LGG verilen grupta 2,883,15; mikroenkapsüle 

LGG verilen grupta 4,014,88; serbest EcN verilen grupta 7,1514,30 

ve mikroenkapsüle EcN verilen grupta 1,391,14 olduğu saptanmıştır.  

26. Çalışmanın sonunda farelerin tüm gastrointestinal sisteminin 

histopatolojik değerlendirmesi yapıldığında; inflamasyonu ya da başka 

bir patolojik durumu düşündüren bulguya rastlanmadığı sonucuna 

varılmıştır.  

Yapılan çalışmada; probiyotiklerin enkapsülasyonunda en sık kullanılan 

mikroenkapsülasyon ve nanofiberle enkapsülasyon işlemleri ilk olarak gram (+) ve 

gram (-) olmak üzere iki farklı bakteri türünde denenmiştir. Yapılan literatür 

araştırmasına dayanarak aynı probiyotik türlerinde farklı enkapsülasyon yöntemlerinin 

in vitro koşullarda etkinliklerinin karşılaştırıldığı ilk çalışmadır. Yapılan çalışmalarda 

enkapsülasyon etkinliklerinin genellikle yalnızca in vitro koşullarda değerlendirildiği 

buna karşın asıl hedef grup olan canlılardaki etkinlikleri değerlendirilmediği 

görülmüştür. Sindirim simülasyonlarında enkapsülasyon işleminin olumsuz koşullara 

karşı probiyotikleri anlamlı düzeyde koruduğunun gösterilmesine karşın, bu etkinin in 

vivo koşullardaki farkı değerlendirilmemiştir. Bu sebeple enkapsülasyonda kullanılan 

materyallerin de fizyolojik etkilerinin olabileceği göz önünde bulundurularak, 

enkapsüle edilen ve edilmeyen probiyotiklerin etkilerinin sağlıklı farelerde in vivo 

denemeleri bu çalışma kapsamında ilk olarak yapılmıştır. Literatüre bakıldığında 

probiyotiklerin bazı inflamasyon parametreleri üzerindeki etkilerinin genellikle 

hastalık durumlarında incelendiği görülmüştür. Sağlıklı insan ya da hayvan 

çalışmalarında probiyotiklerin etkisini araştıran az sayıda çalışma bulunmaktadır. Bu 

çalışma enkapsüle ve serbest formda bulunan farklı türdeki bakterilerin herhangi bir 

semptomun gelişmediği durumlarda inflamasyon üzerine etkilerinin değerlendirilmesi 

açısından yapılan ilk çalışmadır. Yapılan bu çalışmanın sonuçlarının, farklı 

materyaller kullanılarak nanofiberle enkapsülasyon yöntemlerinin denenmesi ve bu 
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doğrultuda üretilen ürünlerin etkinliklerinin sağlıklı bireylerde de değerlendirilmesine 

yönelik yapılacak çalışmalara yol gösterici olacağı düşünülmektedir. 

Çalışmadan elde edilen sonuçlar doğrultusunda; sağlıklı farelerin haricinde 

beslenmeyle ilintili hastalık geliştirilen farelerde de enkapsüle probiyotiklerin 

inflamasyon üzerindeki etkilerinin değerlendirilmesi, farklı materyaller kullanılarak 

nanofiberle enkapsüle edilen probiyotiklerin sağlık üzerindeki etkilerinin 

değerlendirilmesi, nano boyuttaki materyallerin dokularda herhangi bir hasara ya da 

değişikliğe neden olup olmadığının ileri analizlerle belirlenmesi önerilmektedir. 

Sinbiyotiklerin ya da fonksiyonel besin ögelerinin benzer yöntemlerle enkapsüle 

edilerek etkinliğinin ve sağlık üzerindeki etkilerinin değerlendirilmesi, ayrıca farklı 

diyet örüntüleriyle birlikte enkapsüle probiyotikler verildiğinde oluşabilecek 

değişikliklerin belirlenmesi ve enkapsüle ürünlerin uygun besinlere ilave edilerek 

etkinliklerinin ve canlılık düzeylerinin analiz edilmesi önerilmektedir. Bununla 

birlikte canlılık düzeyi ve etkinlik analizinin hücre kültürü çalışmalarıyla 

desteklenmesi önerilmektedir. Elde edilen veriler, sağlıklı farelerde probiyotik 

kullanımının, inflamasyon üzerinde herhangi bir etkisinin olmadığını göstermiştir. 

Farelerle insanlar arasında fizyolojik farklılıkların olduğu göz önüne alındığında; 

geliştirilmesi düşünülen tüm ürünlerin etkinliklerinin insan çalışmalarıyla da 

çalışılması önerilmektedir. Bununla birlikte, sağlığın korunması ve geliştirilmesi için 

farklı besin destekleri kullanmak yerine bireylerin fizyolojik gereksinimlerine uygun, 

yeterli ve dengeli beslenmeyi yaşam şekli haline getirmesinin daha etkili bir yol 

olacağı düşünülmektedir.  
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8. EKLER 

EK-1: Etik Kurul Raporu. 
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EK-2: Probiyotiklerin MALDİ-TOF analizi sonuçları. 
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EK-3: Vücut ağırlığı, yem tüketimleri, enerji makrobesin ögeleri ile inflamasyon 

sitokinlerinin gen ekspresyon düzeyleri arasında korelasyon. 

  İnflamasyon sitokinlerin ekspresyon düzeyleri (2^-ddCt) 

  TNF 𝜶 

 

IFN𝜸 IL4 IL6 IL10 

Ortalama Vücut 

ağırlığı 

r -,045 ,059 -,050 -,154 ,165 

p 
,797 ,735 ,774 ,378 ,344 

n 35 35 35 35 35 

Ortalama Yem 

tüketim miktarları 

r ,081 ,013 -,164 -,274 -,051 

p ,644 ,943 ,346 ,111 ,773 

n 35 35 35 35 35 

Enerji düzeyleri r ,081 ,013 -,164 -,274 -,051 

p ,644 ,943 ,346 ,111 ,773 

n 35 35 35 35 35 

Karbonhidrat alım 

düzeyleri 

r ,081 ,013 -,164 -,274 -,051 

p ,644 ,943 ,346 ,111 ,773 

n 35 35 35 35 35 

Protein alım 

düzeyleri 

r ,081 ,013 -,164 -,274 -,051 

p ,644 ,943 ,346 ,111 ,773 

n 
35 35 35 35 35 

Yağ alım düzeyleri r ,081 ,013 -,164 -,274 -,051 

p ,644 ,943 ,346 ,111 ,773 

n 35 35 35 35 35 

Non-parametrik, Pearson korelasyon testi uygulanmıştır. r: korelasyon katsayısı.  
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Ek-4: Tez Çalışması Orjinallik Raporu 
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9. ÖZGEÇMİŞ 


