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Son yillarda bagirsak sagliginin 6nemi ilgi ¢eken konular arasindadir. Probiyotik
mikroorganizmalarin bagirsak sagliginin devamlilifinda olduk¢a ©nemli oldugu
bilinmektedir. Ancak saglik tizerinde olumlu birgok etkisi bulunan bu mikroorganizmalar
cesitli faktorlere karsi yiiksek duyarlilifa sahiptir. Probiyotiklerin farkli sartlara kars
direncinin arttirllmasi i¢in enkapsiilasyon teknikleri kullanilmaktadir. Elektroegirme
yontemi probiyotik mikroorganizmalarin enkapsiilasyonunda kullanilan yontemlerden

biridir.

Tez kapsaminda yapilan ¢alismada, ac¢ili ¢ift nozul elektroegirme sistemi kullanilarak
polivinil alkol (PVA) ile seliiloz asetat (cellulose acetate, CA) hibrit fiberleri iiretilmistir.
ilk kez probiyotik enkapsiilasyonu amactyla CA kullanilan ¢alismada sindirim sistemi
kosullarina direngli enkapsiilasyon materyali liretmek amaglanmistir. Sulu ortamla temas



halinde fiber yapisi bozulacagindan, suda ¢oziinen polimerlerin enkapsiilasyon amaciyla
kullanilmas1 bazi kisitlamalar1 beraberinde getirmektedir. Bu kisitlamalarin iistesinden
gelmek icin caligma kapsaminda suda ¢6ziinmeyen bir polimer (CA) kullanilmasina karar
verilmigtir. Ancak CA ¢dOzeltisi hazirlarken kullanilan solventler mikroorganizmalar
tizerinde toksik etki gosterebilmektedir. Bu olumsuz etki, a¢ili ¢ift nozul elektroegirme
sistemi sayesinde solventin mikroorganizma ile temasi 6nlenerek engellenmistir. A¢ili
cift nozul elektroegirme yonteminde CA ve PVA c¢ozeltileri sisteme iki ayri nozuldan
beslenmis ve olusan fiber jetlerinin ¢akismasiyla hibrit bolgeler yaratilmistir. Kullanilan
bu sistem sayesinde PV A ¢6zeltisi i¢ine inokiile edilmis olan Escherichia coli Nissle 1917
(EcN), CA’nin ¢oziiciisine maruz kalmadan hibrit fiberlere enkapsiile edilmistir.
Elektroegirme prosesi dncesinde polimer ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda farkli ¢oziiciiler
denenmis ve damla kusuru olmayan, tek diize fiber liretimine imkan veren CA’nin asetik
asit-etanol (8:2 (h/h)) ile hazirlanmis %20 (a/h)’lik ¢6zeltisinin kullanilmasina, PVA’nin
% 1.0 (a/a) Triton X-100 iceren 1 mM PBS (pH 7.4) ile hazirlanan %10 (a/h)’lik
¢ozeltisinin kullamlmasina karar verilmistir. Daha sonra EcN’nin PVA — CA hibrit
fiberleri (PVA/CA fiberleri) igerisine enkapsiilasyonu (PVA/CA-EcN fiberleri)
gerceklestirilmistir. Ayrica kontrol olarak kullanilmak iizere PVA — PV A hibrit fiberleri
(PVA/PVA fiberleri) de iretilmis ve ECN enkapsiile edilmis PVA/PVA fiberleri
(PVA/PVA-EcN fiberleri) tiretilmistir. Enkapsiilasyon sonrasi elektroegirme prosesinin
canlilik tizerinde 6nemli bir etkisinin olmadig1 gozlemlenmistir. Yapilan enkapsiilasyon
verimi analizinde her iki hibrit fiberde de %90 nin tizerinde enkapsiilasyon verimi elde
edilmistir. Daha sonra sindirim sistemi simiilasyonuyla, hibrit fiberlere enkapsiile edilmis
probiyotik mikroorganizmalarin sindirim sistemi direnci arastirilmistir. PVA/CA-ECN
fiberlerinin simiilasyon sonuglari degerlendirildiginde sadece serbest EcCN’ye karsi degil
ayni zamanda PVA/PVA-EcN fiberlerine kiyasla daha yiiksek canlilik sonuglari elde
edilmistir. Bu durum firetilen PVA/CA fiberlerinin probiyotik mikroorganizmalarin
sindirim sistemi kosullarina direncini arttirmak amaciyla kullanilabilecek bir

enkapsiilasyon materyali oldugunu gostermektedir.

Son olarak farkli sicakliklarda yapilan depolama siiresinin sonunda PVA/CA-EcCN
fiberleriyle probiyotiklerin canliliginin uzun siire korunabildigi gériilmiistiir. Calismanin

sonucunda, agilt ¢ift nozul elektroegirme sistemi sayesinde CA’nin solventinin neden



oldugu olumsuz etkiler engellenerek, suda ¢oziinmeme ve sindirim sistemine direng gibi
avantajlarindan yararlanilabilen ve probiyotik enkapsiilasyonunda kullanilabilen bir
hibrit fiber iiretilmistir. Uretilen PVA/CA fiberleri ile sindirim sistemi kosullarina
dayanikli ve bu sayede probiyotik mikroorganizmalarin enkapsiilasyonunda avantaj

saglayabilecek bir enkapsiilasyon materyali tiretilmistir.

Anahtar Kelimeler: Probiyotik mikroorganizmalar, enkapsiilasyon, elektroegirme,

fiber, seliiloz asetat.



ABSTRACT

PROBIOTIC ENCAPSULATION IN ELECTROSPUN POLYVINYL
ALCOHOL/CELLULOSE ACETATE HYBRID FIBERS

Emine Merve CANGA

Master of Science, Department of Food Engineering
Supervisor: Dr. Ogr. Uyesi Fahriye Ceyda DUDAK SEKER

January 2020, 72 pages

The importance of intestinal health has been getting attention in recent years. Probiotic
microorganisms are known to be very important for intestinal health. Although these
microorganisms affect the health positively, they have high sensitivity to various factors.
Encapsulation techniques are used to increase the resistance of probiotics towards
different conditions. Electrospinning is one of the encapsulation methods used for
probiotic microorganisms. In this thesis, polyvinyl alcohol (PVA) — cellulose acetate
(CA) hybrid fibers (PVAICA fibers) were produced by using angled dual nozzle
electrospinning system. The aim of this study is to produce encapsulation material,
resistant to digestive system conditions by using CA. CA was used for the first time for
probiotic encapsulation with this project. The use of water soluble polymers for
encapsulation has some limitations. Fibers lose their integrity due to contact with aqueous
media. In order to overcome these limitations, a water insoluble polymer, CA was used

for encapsulation. However, it was known that the solvents, which was used to prepare
iv



CA solution, may have toxic effects on microorganisms. This undesirable effect was
prevented by angled double nozzle electrospinning system to avoid the contact of the
solvent with the microorganism. CA and PVA solutions were fed into the system from
different nozzles with angled double nozzle electrospinning system. Hybrid fibers were
produced as a result of overlapping fiber jets. Using the developed system, Escherichia
coli Nissle 1917 (EcN), which was inoculated into PVA solution, was encapsulated in

hybrid fibers without exposure to the toxic solvent of CA.

Firstly, the solutions which were used to produce hybrid fiber, were optimized. 20% (a/h)
CA (acetic acid: ethanol(8:2, v/v)) and 10% (a/h) PVA (1 mM PBS (pH 7.4) containing
1% Triton X-100) solutions were used for uniform and beadless fiber production. Then,
EcN was encapsulated into PVA/CA fibers (PVA/CA-EcN fibers). As the control, ECN
was encapsulated into PVA —PVA hybrid fibers (PVA/PVA-EcN fibers). It was observed
that the electrospinning process had no significant adverse effect on viability.
Encapsulation efficiency was found to be over 90% in both hybrid fibers. Digestive
resistant of encapsulated probiotic microorganisms was investigated by in vitro
simulation. It was observed that higher viability results were obtained from PVA/CA-
EcN fibers, compared to not only free EcN but also PVA/PVA-EcN fibers. This results
showed that PVA/CA fibers can be used to increase the resistance of probiotic
microorganisms to digestion condition. It was found that the stabilization of probiotics
encapsulated with PVA/CA-EcN fibers could be protected for a long time. By using
angled double nozzle electrospinning, a hybrid fiber has been produced which can be used

for probiotic encapsulation without disadvantages of the CA solvent.

The results of the study showed that PVA/CA fibers provided remarkable resistance to
digestive system conditions, which is a critical issue for the encapsulation of probiotic

microorganisms.

Keywords: Probiotic microorganisms, encapsulation, electrospinning, fiber, cellulose
acetate.
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1.GIRIS

Patojenik tiirlerin gelisiminin engellenmesi, bagirsak mikroflorasinin stirdiiriilmesi ve
bagirsak hareketlerinin iyilestirilmesi, mineral maddelerin emilimi, vitamin ve
antimikrobiyal madde sentezi gibi gorevleri olan probiyotik bakteriler, yeterli miktarda
alindiginda, insan sagligin1 olumlu etkiler. Probiyotik mikroorganizmalarin bilinen bu
etkilerinden dolay1 hem probiyotik ilaglarin hem de probiyotik gidalarin tiikketimine olan
talep glinlimiizde artis gostermektedir. Probiyotik mikroorganizmalarin beklenen faydal
etkileri gosterebilmesi igin, gelistirilen {irliniin raf émri siliresince belirli sayida canli
bakteri icermesi ve sindirim sisteminin zor kosullarinda da canliligini koruyarak bagirsak
sistemine ulagmasi gerekmektedir. Ancak ¢evresel ortam sartlarina ve sindirim sistemi
kosullarina olduk¢a duyarli olan bu mikroorganizmalarin bagirsaga canli bir sekilde

ulasabilmesi i¢in olumsuz kosullara kars1 direncinin arttirilmasi gerekmektedir.

Yapilan calisma kapsaminda elektroegirme sistemi ile iiretilen fiberlere enkapsiile edilen
probiyotik mikroorganizmalarin bu olumsuz sartlara karst daha stabil kalmasi
amaclanmstir. Mikrometreden nanometre diizeyine kadar ¢esitli boyutlarda fiber eldesini
saglayan elektroegirme sistemi, enkapsiilasyon materyallerin ¢ok ¢esitli olmasi, yiiksek
sicaklik uygulamasi gerektirmemesi, elde edilen {irliniin yiiksek yiizey alani-hacim
oranina sahip olmasi, kiitle taginimin1 gelistirmesi ve kontrollii salinimin miimkiin olmasi

gibi avantajlara sahip olmasi nedeniyle enkapsiilasyon amaciyla kullanilan bir tekniktir.

Tez kapsaminda agili ¢ift nozul elektroegirme yontemiyle hibrit fiberler elde etmek igin
genel olarak giivenli kabul edilen (GRAS) sinifinda yer alan seliiloz asetat (cellulose
acetate, CA) ve polivinil alkol (PVA) kullanilmistir. Genel olarak hidrofilik polimerlere
kiyasla daha yavas salinim 6zelligine sahip CA’nin, asidik ortamda bazik ortama gore
salinim hizinin daha yavas olmasi avantajindan yararlanilarak sindirim sistemine
Ozellikle de mide kosullarina dayanikli enkapsiilasyon materyalinin iiretilmesi
amaclanmistir. Bu kapsaminda ilk olarak PVA ve CA polimerlerinin farkh
konsantrasyonda ve c¢oziiciilerde c¢oOzeltileri hazirlanmis ve bu parametrelerin

elektroegirme prosesi lizerindeki etkileri incelenmistir. Hazirlanan ¢ozeltilerden elde
1



edilen fiberlerde ¢evresel taramali elektron mikroskobu (environmental scanning electron
microscope, ESEM) kullanilarak goriintii analizi yapilmis ve damla kusuru olmayan
tekdiize fiberlerin elde edildigi ¢ozeltiler daha sonraki asamalarda kullanilmak iizere
secilmistir. Kurulan agili ¢ift nozul elektroegirme sistemi ile PVA —CA hibrit fiberlerinin
(PVAICA fiberleri) iretilip iretilmediginin kontrolii elde edilen fiberlerinde hibrit
bolgelerinin ESEM ile taranmasiyla saptanmistir. Ayrica elde edilen fiberlerin termal

stabiliteleri termogravimetrik analizor kullanilarak tespit edilmistir.

Bu calismada c¢esitli gastrointestinal hastaliklara kars1 etkinlik gosterdigi bilinen
Escherichia coli Nissle 1917 (EcN) susu model probiyotik olarak kullanilmistir. EcN,
toksik 6zellikte olmayan ve ¢ok iyi fiberlesme 6zelliklerine sahip olan PV A polimeri ile
karigtirilarak ~ sisteme  verilmistir. Acili  ¢ift nozul elektroegirme yOnteminin
kullanilmastyla birlikte bir nozuldan sisteme EcN inokiile edilmis PV A beslenirken, diger
nozuldan beslemesi yapilan CA ¢ozeltisinin solventi olan asetik aside probiyotiklerin
temasi1 engellenerek, solventin mikroorganizma iizerindeki toksik etkisi engellenmis ve
EcN enkapsiile edilmis PVA/CA fiberleri (PVA/CA-EcN fiberleri) elde edilmistir. Bu
calisma kapsaminda iretilen PVAJ/CA-EcN fiber enkapsiilasyonuyla, CA’nin
avantajlarindan yararlanilirken, olumsuz etkileri bertaraf edilmistir. Ayni1 zamanda bu tez
kapsaminda ilk kez CA mikroorganizma enkapsiilasyonunda kullanilmistir. Probiyotik
enkapsiile edilen fiberlerde, mikroorganizmalarin elektroegirme isleminden ne kadar
etkilendigi canlilik testleriyle belirlenmistir. Canlilik analizi sonrasi in-vitro sindirim
simiilasyonu ile PVA/CA-EcN fiberlerinin sindirim sistemi kosullarina kars1 direnci
aragtirlmistir. Son asamada enkapsiile haldeki probiyotiklerin 4°C ve 20°C’deki

depolama kosullarinda canliliklarini ne kadar siire muhafaza ettikleri analiz edilmistir.

Tez ¢alismas1 sonucunda, PVA/CA fiberleri iiretilmis ve karakterizasyonu yapilmistir.
Bu hibrit fiberle yapilan enkapsiilasyon sonucunda probiyotik mikroorganizmalarin
sindirim sistemine daha dayanikli hale gelebilecegi saptanmistir. Ayrica belirlenen
sicakliklardaki depolama kosullarinda enkapstile formdaki EcN’nin canliligini uzun siire
korudugu goézlenmistir. Sonu¢ olarak {iretilen hibrit fiberlerin enkapsiilasyonda
kullanilmastyla probiyotiklerin c¢esitli sartlardaki direncinin arttirilabilecegi ortaya

konmustur.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Probiyotik Mikroorganizmalar

Tarihi fermente gidalarin tiiketimi ile birlikte baglayan probiyotik terimi, Antik
Yunanca’da “yasam i¢in” anlamina gelmektedir [1]. Probiyotik mikroorganizmalarin
insan sagliginda yararli etkileri ilk kez Ellie Metchnikoff tarafindan ortaya konmustur [2].
Probiyotik terimi ise ilk olarak 1953’te Kollath tarafindan kullamlmistir [3]. Gida ve
Tarmm Orgiitii'niin yaymlanmis oldugu raporda [4] probiyotikler yeterli miktarda
alindiginda, konakg¢isinin sagligini olumlu yonde etkileyen canli mikroorganizmalar

olarak tanimlanmustir.

Probiyotik mikroorganizmalarin ¢ok biiyiikk bir ¢ogunlugu Lactobacillus ve
Bifidobacterium cinslerindendir. Ancak bu cinslerin yaninda bazi koklar, laktik asit
bakterisi olmayan bazi tiirler, mayalar (Saccharomyces cerevisiae (“boulardii”)) ve kimi
diger tiirlerin (EcN, Sporolactobacillus spp.) probiyotik 6zellik gosterdigi gézlenmistir
[2, 5].

En cok arastirilan ve belgelenen probiyotik bakterilerden biri, birinci diinya savasi
sirasindaki yaygin bagirsak rahatsizliklarindan hig etkilenmemis bir askerden izole edilen
ve su an farmasotik olarak kullanimi olan EcN adli sustur [6, 7]. Cok genis dl¢lide giivenli
kabul edilen bu susla ilgili yapilan son c¢alismalarda EcN’nin bebekler ve kiigiik
cocuklarda da giivenilir oldugu ortaya konulmustur [8]. Ozellikle otoimmiin
rahatsizliginin tedavisinde kullanilan EcN, ilseratif kolit, irritabl bagirsak sendromu,
antibiyotige bagl diyare ve kronik kabizlik dahil olmak tizere gesitli gastrointestinal
hastaliklara kars1 etkinlik gostermistir [6, 8-10].

2.1.1. Probiyotiklerin Saghk Uzerine Etkileri

Probiyotik canlilarin konak¢inin sagligi tizerindeki faydali etkilerinden dolayi, son
yillarda bu mikroorganizmalar ile ilgili arastirmalar artig gostermektedir. Probiyotik
mikroorganizmalarin (6zellikle Lactobacillus rhamnosus GG (LGG)) rotaviriisiin neden

oldugu infantil diarenin Onlenmesinde ve hafiflemesinde 6nemli etkileri oldugu



gosterilmistir [11]. Ayrica laktik asit bakterilerinin bagirsak hareketlerini diizenleyerek
kabizlig1 6nledigi bilinmektedir [12]. Bu mikroorganizmalarin 6zellikle bagirsaklardaki
dogal ve kazanilmis bagisiklik {izerindeki tesiri ilgi gekmektedir. Urettikleri metobolitler
sayesinde natural killer hiicre aktivitesini, fagositozu ve immiinoglobilin seviyelerini
arttirarak; sitokin profilini degistirerek etkinlik gosterdikleri ortaya konmustur [13].
Kesin kanit olmasa da Lactobacillus ve Bifidobacterium tiirlerini iceren fermente
gidalarin kolon kanseri riskini azalttigina dair bulgular saptanmistir [14-16]. Helicobacter
pylori’nin mide mukozasinda kolonizasyonu gastrit, {ilser, mide karsinomu ve lenfomaya
neden olabilmektedir. Bazi probiyotik suslarin in vitro kosullarda bu patojeni inhibe ettigi
gozlenmistir [11, 17, 18]. Konak¢1 sagligi iizerindeki bu olumlu etkilerine ek olarak
laktoz  intoleransimin  diizenlenmesi,  kolesterol ve triasilgliserol  plazma
konsantrasyonlarinin  azaltilmasi, alerjik semptomlarin  azaltilmasi, patojenik
mikroorganizmalarin baskilanmasi, osteoporoz ve tlirogenital enfeksiyonlarin dnlenmesi

gibi pek ¢ok yararinin da bulundugu yapilan ¢alismalarla gosterilmistir [2, 19-21].

Probiyotiklerin saglik {izerinde olumlu etki gostermesini saglayan belli bash
mekanizmalar : Organik asitler, hidrojen peroksit ve bakteriyosin gibi patojenleri inhibe
edici metebolitlerin iiretilmesi, bagirsaklardaki adezyon bdlgelerine yerleserek ve besin
rekabetine neden olarak patojenlerin inhibasyonuna katki saglamasi, toksin
dedektorlerinin degredasyonu ve toksin iiretiminin baskilanmasi, bagirsak pH’inin

diistirilmesi seklinde siralanabilmektedir [16, 20, 22-24].

2.1.2. Probiyotik Uriinler

Konakg¢imin sagliginda ciddi olumlu etkiler yaratan probiyotik mikroorganizmalara ilgi
her gecen giin artmaktadir. Bu nedenle probiyotik {irlinlerin kullanimi da artis
gostermektedir. Probiyotik mikroorganizmalar geleneksel fermente gidalar, farmasotik
iirlinler ve fonksiyonel gidalarda kullanilmaktadir (Sekil 2.1.). Giiniimiizde fonksiyonel
gidalarin yaklasik %60-70’ini probiyotik gidalar olusturmaktadir [2, 5]. Ancak bu
riinlerde proses ve depolama kosullari, yiiksek duyarliliktaki probiyotik

mikroorganizmalarin canliligi tizerindeki etkileri, diisiiniilerek planlanmalidir [25].



PROBIYOTiK URUNLER

GELENEKSEL FARMASOTIK FONKSIYONEL
FERMENTE GIDALAR URUNLER GIDALAR

Fonksiyonel ozellikleri
icin secilen ve kapsiiller,
tabletler veya liyofilize

Bitki veya hayvan orjinli
mikroorganizmalarin

Fonksiyonel 6zellikleri
icin segilen, canh bakteri

kontrollG gelisimiyle
uretilen gidalardir

suslari igeren yeni tip
fermente gidalar

edilmis halde uygulanan
urunler

Sekil 2.1. Probiyotik {irtinler [2, 5].

2.1.3. Cevresel Faktorlere Duyarhhk ve Efektif Doz

Probiyotik mikroorganizmalarin metabolik aktiviteleri sonucu konakg¢1 sagligini olumlu
yonde etkileyebilmesi i¢in gastroentestinal sistemde canliligini korumasi gerekmektedir.
Ancak bu tiirlerin bir¢ok ¢evresel faktore karsi duyarliligi bulunmaktadir. Oksijen varligi,
asitlik, proses sicakligi, depolama sicakligi, tiriin isleme prosesleri gibi faktorler canlilig
siirlayan 6nemli etmenlerdendir [26]. Cevresel faktorlerin yani sira sindirim sistemi
boyunca maruz kaldigi diisiik pH, mide suyu, safra tuzlar1 ve sindirim enzimleri de
probiyotik mikroorganizmalarin canliliginda 6nemli azaliglara neden olmaktadir [25, 27].
Hem proses ve depolama kosullarindan hem de cevresel faktorlerden etkilenen bu
mikroorganizmalarin konakg1 tizerindeki yararinin gozlenebilmesi i¢in baslangi¢ yiikii

Onem kazanmaktadir.

Probiyotik mikroorganizmalarin sahip olduklar1 bu duyarliliklar: ile birlikte konake1
sagligi tizerinde olumlu etki gosterebilmeleri i¢in efektif dozda alinmalar gerekmektedir.
Yapilan meta analiz ¢aligmalarinda bu mikroorganizmalarin efektif dozlar1 genellikle
antibiyotikle alakali diyare (AAD) ve nekrotizan enterokolite kars1 etkinlikleri tizerinden
belirlenmistir [28]. LGG, L. sporogens ya da S. boulardii tiirlerinin AAD {izerinde daha
yiiksek etki gosterdigi dozun 10° koloni olusturan birim/giin (kob/giin) ve iistii oldugu
bildirilmistir [29]. Mcfaarland ve ark. [30] tarafindan yapilan meta analiz ¢alismasinda S.
boulardii, LGG, Bacillus clausii, Bifidobacterium longum, Clostridium butyricum
miyairir, L. acidophilus, Enterococcus faecium SF68 tiirleri tek baslarina ve ikili

karisimlarmin etkisi arastirilmistir. Bu tiirler i¢in 10° kob/giin’den daha diisiik dozlarda



etki gozlenmemistir. Probiyotik suslarin etkin dozunun belirlenmesi igin yapilan
calismalarda ¢ogunlukla optimum islevsellik icin giinliik alimin 10°%-10'° kob/giin
seviyesinde olmasi gerektigi kabul edilmistir. Ancak ishal 6nleyici etki i¢in probiyotik
dozunun 107-10° kob/ml seviyesinde yeterli oldugunun gbzlenmesi nedeniyle
fonksiyonel gidalarda ve giinliik alimlarinda, probiyotiklerin minimum 105-107 kob/mL
veya g seviyesinde bulunmasi tavsiye edilir [26]. Uluslararasi Siit ve Siit Uriinleri
Federasyonu’na gore probiyotik iiriinlerde raf émrii siliresince canliligini ve metabolik
aktivitesin korumak sartryla en az 107 kob/g konsantrasyonda probiyotik mikroorganizma
bulunmalidir [31]. Tarmm ve K&y lsleri Bakanligi'nca 7 Temmuz 2006 tarihinde 26221
sayill Resmi Gazetede yayinlanan, Tiirk gida kodeksi gida maddelerinin genel etiketleme
ve beslenme yoniinden etiketleme kurallar1 tebliginde degisiklik yapilmasi hakkinda
teblig (2006/34)’e gore probiyotik gidanin en az 10° kob/g canli probiyotik bakteri
icermesi gerekmektedir [32].

Probiyotiklerin ¢evresel sartlara ve probiyotik {iriin isleme sirasindaki proses kosullarina
karst duyarliliklar1 g6z oniine alindiginda bu canlilarin daha uzun siirelerde metabolik
aktivitelerini ve canliliklarin1 koruyabilmeleri i¢in c¢esitli enkapsiilasyon yontemleri

gelistirilmistir.

2.2. Probiyotik Mikroorganizmalarin Mikroenkapsiilasyonu

Uriine islenecek (ozellikle gida iiriinleri) probiyotiklerin dondurularak veya
puskiirtiilerek kurutulmasi, canliligin korunmasi i¢in en iyi se¢eneklerden degildir. Ciinkii
mikroorganizmalarin {iriinle dogrudan temas halinde olmasi canlilig1 azaltabilir, bu da
istenen faydali etkileri elde etmek i¢in gerekli probiyotik sayisina ulasilmasini engeller
[33]. Probiyotiklerin enkapsiilasyonu bu problemi ¢6zmek i¢in uygulanan alternatif bir
yontemdir. Cevre sartlarina, proses ve depolama kosullarina, ve sindirim sistemindeki
sartlara daha dayanikli hiicreler enkapsiilasyonla elde edilebilir [34]. Ayrica kapsiile
edilen probiyotikler olasi kontaminasyonlara karst biyokiitle korumasina sahip olurken
baslangi¢ yilikiinii arttirmak amaciyla herhangi bir konsantrasyon islemine gerek

duyulmadigi i¢in {iretim maliyetlerinde azalma gibi avantajlar saglar [5, 21].



Enkapsiilasyon, kati, sivi veya gaz formundaki maddelerin ¢esitli kaplama materyalleri
ile sarildig1 fiziko-kimyasal bir islemdir [35]. Enkapsiilasyon sayesinde ilgili bilesenin
dis ortamdan izolasyonu ve korunmasi, taginmasi ve salinimi saglanabilir. Probiyotiklerin
mikroenkapsiilasyonu sayesinde bu yararlarina ek olarak sindirim sisteminde
mikroorganizmalarin daha uzun siire canli kalmasi ve bagirsaga canli hiicre ulagsmasi
hedeflenir [36, 37]. Enkapsiilasyon prosesinde ¢ekirdek/i¢ faz ve kabuk/duvar materyali
olmak {izere 2 tip materyal kullanilir. Cekirdek etken maddenin bulundugu kisimken,
kabukta koruyucu polimerler yer alir. Morfolojik agidan 3 tiir kapsiil bulunur: Aktif
maddenin koruyucu bir tabaka i¢ine hapsoldugu kapsiil tipi, etken maddenin polimerik
ag bosluklarinda bulundugu matris tipi ve bu iki morfolojik yapinin da &zelliklerini

tastyan kaplamali matris tipi.

Probiyotik  mikroorganizmalarin  mikroenkapsiilasyonu ig¢in  ¢esitli  yontemler
kullanilmaktadir. Emiilsiyon, ekstriizyon, sprey kurutma, dondurarak kurutma ve

elektroegirme/elektrospreyleme baslica yontemlerdir.

2.2.1. Emiilsiyon

Emiilsiyon teknigi, probiyotik hiicrelerin organik fazda dagitilmasiyla elde edilir. Bu
yontemde, siireksiz faz (hiicre polimer siispansiyonu), siirekli faza (yag) eklenir. Daha
sonra karisim, yag iginde su emiilsiyonu olusturmak i¢in homojenlestirilir [36]. Bu
yontemle elde edilen kiire formundaki yapilar genellikle 100 pm’nin altindadir. Sodyum
aljinatin duvar materyali olarak kullanildig1 bir ¢alismada, L. casei 298 NCDC diisiik pH,
yiiksek safra tuzu konsantrasyonu ve 1sil islem prosesine karsi serbest hiicreye gore

canliligini daha yiiksek oranda korumustur [38].

2.2.2. Ekstriizyon

Bu enkapsiilasyon tekniginde, uygun polimer ¢ozeltisi mikroorganizmalarla karistirilir ve
daha sonra siringa yardimi ile damlaciklar halinde ¢apraz baglama ajani igine
ekstriizyonlanir [35]. Kiire morfolojisinde elde edilen kapsiillerin boyutlar1 ancak 50-100
um araligina inilebilmektedir [2, 39]. Chen ve ark.’nin [40] yaptig1 bir ¢alismada bazi

Lactobacillus ve Bifidobacterium tiirlerinin sodyum aljinat kullanilarak ekstriizyon



yontemiyle yapilan enkapsiilasyonunda, enkapsiile edilen mikroorganizmalarin serbest
hiicrelere gore sindirim simiilasyonunda canliliklarin1 daha uzun siire koruduklar

gosterilmistir.

EcN susu sodyum aljinatin matris olarak kullanildigi bir c¢alismada ekstriizyon
yontemiyle enkapsiile edilmistir. 4°C’de yapilan depolama ¢alismalarinda 40 giinii agan
stirede canliligini serbest hiicreye kiyasla daha iyi korudugu goézlemlenmistir. Simiile
mide ¢ozeltisi (SMC) kullanilarak yapilan similasyonda 2 saat sonunda serbest hiicrede 1
log (kob/mL) diizeyinde canlilik gézlemlenmisken enkapsiile edilmis hiicrelerde 4.7 log
(kob/mL) diizeyindedir. Simiile bagirsak ¢ozeltisi (SBC) ortaminda ise serbest hiicrelerde
3.2 log (kob/mL); enkapsiile hiicrelerde 6.2 log (kob/mL) diizeyinde canlilik

gozlemlenmistir [41].

2.2.3. Sprey Kurutma

Sprey kurutma isleminde ilk olarak enkapsiilasyon materyali ve biyoaktif maddenin
homojen ¢ozeltisi hazirlanir. Daha sonra hazirlanan ¢ozelti belirli bir akis hizinda, sprey
kurutma sisteminin bir parcasi olan kurutma odasina atomize edilir. Cozeltinin
atomizasyonu sirasinda sicakligin etkisiyle solvent evapore olur ve enkapsiilasyon
gergeklesir [35]. 40 um’nin altinda enkapsiile partikiillerin iiretilmesine olanak saglayan
bu teknik, gida endiistrisinde en ¢ok kullanilan yontemlerden olmasina ragmen uygulanan
yiiksek sicaklik prosesi nedeniyle probiyotik enkapsiilasyonu i¢in kullanima uygun
degildir. Kurutma i¢in uygulanan sicaklik hiicreler i¢in vital etki yaratabilmektedir [35,

39].

2.2.4. Dondurarak Kurutma

Dondurarak kurutma teknigi probiyotiklerin kurutulmasi igin ticari amacla siklikla
kullanilan bir yontemdir. Ancak bu teknik mikroorganizma enkapsiilasyonu i¢in yeni bir
konsept olarak kabul edilebilir [35, 36]. Dondurarak kurutma yontemi
mikroorganizmalarin asir1 diisiik sicaklikta dondurulmasinin ardindan yiiksek vakum
altinda siibliminasyon yoluyla kurutulmasi prensibine dayanir. Proses siiresince yiiksek

sicaklik uygulanmamasi sayesinde sprey kurutmaya gore mikroorganizma canliligi daha



yiiksek oranda korunabilmektedir [42]. Ancak diisiik sicaklik nedeniyle olusan kristaller,
yiiksek basing ve 0zmozite mikroorganizmalar1 olumsuz etkilemektedir. Bu olumsuz
sartlarin etkisini azaltmak i¢in koruyucu ¢ozeltiler kullanilmaktadir [35, 36, 42]. Yapilan
bir ¢caligmada peynir alt1 suyu proteini ve sodyum aljinat, sprey kurutma ve dondurarak
kurutma yontemlerinde L. plantarum’un enkapsiilasyon materyali olarak kullanilmstir.
Calisma sonucunda dondurarak kurutma yontemiyle enkapsiile edilen hiicrelerdeki
canliligin, sprey kurutma yontemiyle enkapsiile edilen mikroorganizmalara gore %9-12

oraninda daha yiiksek oldugu goriilmiistiir [43].

2.3. Elektroegirme

Web of Science veri tabani [44] incelendiginde “electrospinning” teriminin ilk kez 1993
yilinda Jayesh Doshi ve Darrell H. Reneker tarafindan yazilan “Electrospinning Process
and Applications of Electrospun Fibers” makalesinde rastlanmistir. Bu tarihten gliniimiize

bu teknik kullanilarak yapilan arastirma sayis1 devamli artis gostermektedir (Sekil 2.2.).

Elektroegirme sistemi hem kapsiil formunda hem de fiber formunda, mikronalt1 ve
nanometre Olg¢eginde enkapsiilasyona olanak saglayan, yiliksek voltajli giic kaynag,
kolektor, siringa pompa ve metal nozul kullanilan bir enjektértérden olusan basit bir

nanofiber liretme yontemidir [45, 46].
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Sekil 2.2. Yillara gore "electrospinning" konu baslikli makale sayis1 [44].



Elektroegirme sisteminde metal nozul ile kolektdr arasinda uygulanan elektrik alan
sayesinde nanofiber iiretilecek polimer ¢ozeltisi elektrik yiiklenir. Voltaj, Taylor konisi
ad1 verilen yapimin olusmasini saglayacak kritik seviyeye ulastiginda, elektrostatik itme
¢ozeltinin yiizey gerilimini asar ve kolektdre dogru polimer jeti olusur (Sekil 2.3.). Jet
kolektore ulasirken solvent evapore olur ve kolektorde kati formda fiberler toplanir [47].
Elektroegirme ve elektrospreyleme yontemleri ayni prensibin isledigi, yalnizca proses
sonucu elde edilen iiriiniin morfolojisinin farkli oldugu (elektroegirme yonteminde fiber

formunda; elektrospreyleme yonteminde kiire formunda) iki tekniktir [45].

Elektroegirme sisteminin hem klasik enkapsiilasyon yontemlerinden hem de diger
nanofiber proseslerinden daha avantajli yonleri bulunmaktadir [48]. Sicaklik uygulamasi
icermemesi, biiylik yiizey alanina sahip iiriin eldesi, yiiksek yilizey hacim orani, ¢ok cesitli
ozelliklere sahip polimer ve solvent kullanimina olanak vermesi, basit ve uygun maliyetli
bir proses olmasi ve endiistriyel boyutlarda iiretime olanak saglamasi bu yontemin
avantajlarindandir  [42, 48, 49]. Ayrica polimer ozellikleri, sistem ve ortam
parametrelerinin ayarlanmasiyla arzu edilen oOzelliklerde ve boyutlarda (mikro,

submikron, nano) materyal {iretimi elektroegirme sistemiyle miimkiindiir [50].
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Sekil 2.3. Elektroegirme diizeneginin sematik gosterimi. (1. siringa pompa, 2.

enjektor, 3. metal nozul, 4. yiiksek voltaj kaynagi, 5. kolektor, 6. Taylor
konisi, 7. fiber jet)
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2.3.1. Elektroegirme Sistemini Etkileyen Parametreler

Elektroegirme uygulanacak olan ¢ozeltinin Ozellikleri ve g¢alisma parametreleri hem
elektroegirme islemini hem de elde edilecek olan yapilarin morfolojisini etkilemektedir
[45, 46]. Bu parametrelerin uygun secilmesiyle istenilen morfoloji ve boyuta sahip

materyaller elde edilebilmektedir [51].

Elektroegirme ¢ok ¢esitli tiirlerde materyal kullanilarak yapilabilmektedir. Istenilen
ozelliklere ve morfolojiye gore kullanilacak polimer tipi belirlenmektedir [46].
Enkapsiilasyonda kullanilacak olan polimerin, kullanim amacina uygun 6zelliklere sahip
olmasina, ¢evresel faktorlere karsi koruyuculugunun olmasina, yiiksek konsantrasyonda
iyi reolojik 6zelliklere ve iyi bir duyusal kaliteye sahip olmasina ve biiyiik ¢apl iiretim
icin uygun maliyetli olmasma dikkat edilmelidir [2, 52]. Cok sayidaki organik veya
sentetik yapili polimerler, elektroegirme sisteminde en yaygin olarak kullanilan siniftir
[53]. PVA, polietilen oksit (PEO), polilaktikasit gibi polimerler 6zellikle elektroegirme
yonteminde, yiiksek fiberlesme 6zelliklerinden dolayr kullanilmaktadir [54].

PVA, GRAS olarak bilinen, toksik 6zellik gostermeyen, yiiksek termal ve kimyasal
kararliliga sahip, yar1 kristal yapida, hidrofilik bir polimerdir. Yiiksek biyouyumlulugu
ve diisiik maliyeti nedeniyle elektroegirme sisteminde siklikla kullanilmaktadir [31, 55].
Suda ¢Ozlinen yapisi nedeniyle hiicrelerin kolay geri kazanimina imkan verdigi igin,
probiyotiklerin elektroegirme yontemiyle enkapsiilasyonu amaciyla gesitli ¢aligmalarda

kullanilmustir [31, 56, 57].

Bu polimerler disinda ¢esitli karbonhidratlar (nisasta ve seliiloz tlirevleri, gumlar, kitosan,
aljinat, karragenan vb.) ve proteinler (kollojen, fibrinojen, jelatin, peynir alti suyu
proteinleri, soya proteinleri, zein, kazein, amarant vb.) de elektroegirme sisteminde
enkapsiilasyon amaciyla siklikla kullanilmaktadir [46, 52]. Proteinler i¢erdikleri yiiksek
besin degerleri nedeniyle 6zellikle fonksiyonel gida liretimi amaciyla kullanilacagi zaman
elektroegirme isleminde tercih edilmektedir. Ancak sahip olduklari ikincil ve {igiinciil
yapilar1 geregi c¢ogu proteinine tek basimna elektroegirme uygulanmasi miimkiin

olmamaktadir. Bu nedenle genellikle fiberlesme 6zelligi iyi olan polimerlerle
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karistirilarak kullanilmaktadir [58]. Dogal ve modifiye edilmis polisakkaritler, biyolojik
olarak uyumlu, parcalanabilen ve gerekli 6zellikleri elde etmek i¢in modifiye edilme
potansiyeli yiiksek oldugu i¢in enkapsiilasyon materyali olarak siklikla tercih
edilmektedir [59]. Ayrica fonksiyonel gruplari sayesinde birgok biyoaktif bilesenin
taginmasinda basarilidirlar. Yiiksek sicakliklarda protein bazli polimerlere gore

stabilitelerini daha iyi korumalari da sahip olduklari avantajlardandir [60].

Seliiloz ve seliiloz tiirevleri elektroegirme isleminde enkapsiilasyon materyali olarak en
cok kullanilan polisakkaritlerden biridir [59, 61]. CA, seliilozun esterlestirilmesiyle elde
edilen, en bilinen ve kullanilan seliiloz tiirevlerindendir. Suda ¢ézliinmeyen yapidaki CA
sahip oldugu cok iyi su tutma 6zelligi nedeniyle bir¢ok farkli alanda kullanilmaktadir
[62]. Son zamanlarda fiber yapisi ve enkapsiile edilen biyoaktif bilesen arasindaki
etkilesimi arttirma  kabiliyeti nedeniyle elektroegirme proseslerinde siklikla
kullanilmaktadir [63]. Aseton, dimetilasetamid, dimetilformamid (DMF), asetik asit,
trifloroetilen solventlerinin tek basina veya karisimlarinin kullanilmasiyla elde edilen CA
cozeltilerinin elektroegirme igin uygunlugu cesitli ¢alismalarda gosterilmistir [59, 61].
Farkli solvent sistemlerinin kullanildigi bircok calismada CA biyoaktif materyalin
enkapsiilasyonu i¢in elektroegirme sisteminde kullanilmistir [64-67]. Enkapsiilasyon
materyali olarak CA kullanilan baz1 ¢alismalarda, biyoaktif bilesigin saliniminin yavas
oldugu gozlenmistir [63, 68]. Ayrica kimi ¢alismalarda pH’a duyarli, asidik pH’da daha
yavas, bazik ve notral pH’da daha hizl, bir salinim izlenmistir [69, 70]. Bu 6zellikleri
CA’y1 kontrollii salinim i¢in uygun bir polimer yapmaktadir. Sahip oldugu avantajlar
nedeniyle biyoaktif bilesenlerin enkapsiilasyonunda en ¢ok kullanilan materyallerden
olmasmma  ragmen = mikroorganizma  enkapsiilasyonunda  bu  polimerden
yararlanilamamaktadir. Kullanilan solventlerin mikroorganizmalar {izerindeki toksik
etkisi nedeniyle canlilig1 olumsuz etkilemesi bunun baslica nedenidir. Ancak ¢ok sayida
avantaji bulunan bu polimerin mikroorganizma enkapsiilasyonunda kullanilamamasi

biiyiik bir eksikliktir.

Elektroegirme islemini ve sonugta elde edilen {iriiniin morfolojisini en ¢ok etkileyen
parametre kullanilan polimer ¢6zeltisinin 6zellikleridir [53]. Cozelti konsantrasyonu,

onemli parametrelerden biridir [45, 46]. Konsantrasyon ¢ok diisik oldugunda
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elektroegirme degil elektrospreyleme yapilabilir ve elde edilen yapilar fiber degil partikiil
morfolojisine sahiptir. Optimum c¢ozelti konsantrasyonuna yaklastikga damla kusuru
olmayan nano fiberler elde edilebilir. Polimer ¢ozeltisinin konsantrasyonunun ¢ok yiiksek

olmasi ise mikro boyutta seritler elde edilmesine neden olmaktadir [51].

Polimerin molekiiler agirligt (Ma), konsantrasyon etkisine benzer sekilde
elektroegirmeye etki etmektedir. Fiber ¢apt Ma ile dogru orantili artmaktadir. Uygun
Ma’ye sahip polimerlerde tekdiize fiberler elde edilebilirken, yiiksek Ma’da serit
morfolojisine sahip yapilar olusabilmektedir [55].

Viskozite electroegirmeyi etkileyen baska bir polimer 6zelligidir. Ayrica viskozitenin,
polimer konsantrasyonunun ve Ma’nin birbirleriyle iliskili olduklar1 unutulmamalidir
[51, 55]. Sirekli ve tekdiize fiberlerin ¢ok diisiikk viskozitede elde edilemeyecegini
gosteren caligmalar vardir, ancak ¢ok yiiksek viskozite, fiber jetlerinin olusmasini

engellemektedir [71].

Yang ve Wang’in [72] ylizey geriliminin etkisini incelemek i¢in yaptiklari ¢aligmada,
konsantrasyon sabitken ylizey gerilimini azaltarak damla kusurlu fiberlerin tekdiize

fiberlere doniistiigli bildirilmistir.

Cozeltinin kondaktivitesi kullanilan polimerin tipine, solvente ve tuz yogunluguna
baglidir. Polimer ¢6zeltisinin iletkenligi arttik¢a fiber ¢ap1 azalir. Ayrica fiberlerde olusan

damla kusuru ¢ozeltinin iyon yiikiiniin arttirtlmasiyla giderilebilmektedir [45, 46, 51].

Elektroegirme prosesinde uygulanan parametreler de (voltaj, akis hizi, kolektor ve igne
arasi uzaklik vb.) fiber morfolojisini etkilemektedir [73]. Ayrica optimum proses

parametreleri segilen ¢ozeltiye gore degisiklik gostermektedir.

Sisteme uygulanan voltaj, elektroegirme prosesini etkileyen en dnemli parametrelerden
biridir. Bir ¢alismada voltaj ile fiber ¢capinin ters orantili oldugu, voltaj arttik¢a ¢apin

kiiciildiigt bildirilmistir. Ancak elde edilen fiberlerdeki damla kusuru da artmustir [74].
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Akis hizi, sisteme enjekte edilen ¢ozeltinin miktarini belirleyen parametredir. Genellikle
basarili fiberlerin eldesi i¢in diisiik akis hizlar1 tavsiye edilir. Akis hiz1 ¢ok yiiksekse,
solvent evaporasyonu i¢in yeterli zaman olmayacagindan, daha biiyiik ¢apli ve damla
kusurlu fiberler olusur [51]. Tekdiize ve stabil fiberlerin eldesi igin voltaj ve akis hizi
birlikte ayarlanmalidir. Yapilacak olan ¢aligmalarda, belirli bir voltajda kararli bir Taylor

konisinin olugmasi i¢in uygulanmasi gereken akis hizi belirlenmelidir [74, 75].

Kollektor ve metal igne arasindaki mesafe hem elektrik alan siddetini hem de polimer
jetlerin ugus siiresini etkilemektedir [46]. Aradaki mesafe ¢ok kisa oldugu durumda

solventin uzaklasmasi i¢in gerekli zaman kalmazken, mesafe fazla uzunsa damla kusurlu

fiberler elde edilebilmektedir [76].

Sistem  parametreleri disinda ortam  kosullar1 da elektroegirme islemini
etkileyebilmektedir. Yapilan bir caligmada sicaklik ve viskozite arasindaki iligkiye bagl
olarak yiiksek sicakliklarda daha kiigiik yari¢apl fiberler elde edildigi gosterilmistir [51].
Elektroegirme c¢emberindeki yiiksek nem oraninin da porlu fiberlere neden oldugu

bilinmektedir [46].

Elektroegirme prosesinin etkileyen parametreler optimum proses i¢in diizenlenirken; bu

parametrelerin bireysel degil biitiinlesik etkilerinin daha 6nemli oldugu unutulmamalidir.

2.3.2. Probiyotiklerin Elektroegirme Yontemiyle Enkapsiilasyonu

Fonksiyonel gida iiretiminde probiyotik suslarin ¢esitli etkenlere karsi stabilizasyonunun
arttirtlmas1  igin mikroenkapsiilasyon teknikleri kullamilmaktadir [21]. Cesitli
boyutlardaki fiberlerin yiiksek yiizey alani gibi birgok avantajindan dolay1 elektroegirme
teknigi ile iretilen fiberlerin probiyotik mikroorganizmalarin enkapsiilasyonunda
kullanilmasina olan ilgi giin gectikge artmaktadir [31]. Bu alanda hem elektrospreyleme

hem de elektroegirme tekniginin kullanildigi ¢esitli calismalar bulunmaktadir.
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Yapilan bir ¢alismada sodyum aljinat kullanilarak L. plantarum elektrospreyleme
yontemiyle enkapsiile edilmistir. SMC ve SBC serbest hiicre canliliginda sirasiyla 6 ve
4.2 log (kob/mL) biriminde azalma yasanirken mikroenkapsiile edilmis hiicrelerde
sirasiyla 2.9 ve 2.7 log (kob/mL) azalma gozlenmistir. Ayrica ayni ¢aligmada 4°C’de
serbest ve enkapsiile hiicrelerin depolanmasi sonucunda, 21 giin sonunda enkapsiile L.
plantarum’da 9 log (kob/mL) canlilik gozlenirken; serbest hiicrede sadece 1 log (kob/mL)
diizeyinde canli hiicre kalmistir [77]. Ayn1 susun kullanildig: bir baska elektrospreyleme
caligmasinda polimer protein alt1 suyu tozu se¢ilmistir. Bu ¢alismada probiyotik hiicrenin
canliliginda elektrospreyleme sonucu sadece 1 log (kob/mL) diislis yasanmistir. Elde
edilen mikrokapsiiller, yaygin olarak kullanilan dondurarak kurutma ydntemine kiyasla
sindirim sisteminde benzer bir koruma saglarken; yiiksek bagil nem ortamindaki
depolamada daha gelismis koruma saglamustir [78]. Baska bir ¢alismada PEO, gliserol ve
dekstran enkapsiilasyon materyali olarak kullanilmis ve test mikroorganizmasi olarak
kullanilan E. coli hiicreleri elektroegirme teknigiyle enkapsiile edilmistir. Elektroegirme
teknigiyle elde edilmis enkapsiile fiberlerin oda sicakligindaki hiicrelerin canliligini,
serbest hiicrelere kiyasla daha uzun siire korudugu gézlenmistir [79]. PVA’nin polimer
olarak kullanildig1 elektroegirme ¢alismasinda B. animalis Bb12 hiicrelerinin 20°C, 4°C
ve -20°C’deki canliliklar arastirilmistir. 20°C’de 40 giin boyunca canligini korurken, 4°C
ve -20°C’de 140 giin sonrasinda canliliginda 6nemli bir azalma olmamistir. Enkapsiile
edilmis ve edilmemis olan hiicreler karsilastirildiginda ise fiberlere enkapsiile edilmis
olan B. animalis Bb12 hiicrelerinin farkli sicakliklardaki depolama kosullarinda daha

uzun siire stabil kaldig1 gozlemlenmistir [31].

Probiyotiklerin mikrooenkapsiilasyonunda genellikle suda c¢oziinebilen fiberler
kullanilmaktadir. Kullanilan solventin hiicreler i¢in toksik olmamasi ve canlilik
aragtirmalarinda daha kolay hiicre salimimina imkan vermesinden dolayr bu tipteki
polimerlerin kullanimi1 yaygindir [31]. Ancak elektroegirme sirasinda suyun hizli
evaporasyonu canliligi olumsuz etkilemektedir, ayrica su aktivitesinin yiiksek oldugu
gida ve benzeri ortamlarda hiicrelerin polimerden hizli salinimi, mikroenkapsiilasyonda
kullanilan fiberlerin avantajlarindan faydalanilmasini olanaksiz hale getirmektedir [80,
81]. Elektroegirme sisteminin var olan avantajlarindan su aktivitesi yliksek ortamlarda da
faydalanilmasi amaciyla, suda ¢éziinmeyen polimerlerin enkapsiilasyon materyali olarak

kullanim1 ilgi ¢ekmektedir. Ancak suda ¢oziinmeyen polimerlerin hazirlanmasinda
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kullanilan solventlerin hiicreler tizerinde toksik etkileri bulunmaktadir. Bu toksik etkinin

bertaraf edilmesi i¢in ¢esitli yontemler 6nerilmektedir [81].

EcN hiicreleri suda ¢oziinmeyen bir polimer olan poli (etilen glikol)—polilaktit polimerine
kabuk ve ¢ekirdek soliisyonunun birbirine temas etmeden sisteme basildig1 koaksiyel
elektroegirme teknigi kullanilarak enkapsiile edilmistir. Suda ¢6ziinmeyen polimer i¢ine
nano boyutta NaCl eklenerek, fiber yiizeyinde porlarin olusturulmasi ve salinimin
saglanmas1 hedeflenmistir. Koaksiyel elektroegirme islemi sonucunda %50 oranda, 5 log
(kob/mL) diizeyinde bakteri canli kalmigtir. Bu oran ayn1 polimere afinite adsorbsiyonu
ve kovalent baglama teknikleriyle imobilize edilmis ECN hiicrelerinden daha yiiksektir.
Ayrica fiberlere enkapsiile edilen hiicrelerde 12 saatlik inkiibasyon sonucunda gelisme
gozlenmistir [81]. Ancak bu ¢alismada sindirim sisteminin ya da depolama kosullarinin

etkisi incelenmemistir.

Suda ¢oziinmeyen karakteristige sahip Pluronik F127 dimetakrilatin kullanildig:
elektroegirme ¢alismasinda Zymomonas mobilis enkapsiile edilmistir. Yapilan ¢alismada
bu tiiriin 4°C’de 1 haftadan, -70°C’de ise 2 aydan daha uzun siire canliligin1 korudugu

gortilmistiir [80]. Bu ¢aligmada herhangi bir sindirim sistemi simiilasyonu yapilmamastir.

Yapilan c¢alismalar incelendiginde suda ¢6ziinmeyen polimerlerin  probiyotik
enkapsiilasyonunda kullanilmasiyla ilgili ¢ok sinirli sayida ¢aligma oldugu goriilmiistiir.
Ek olarak var olan calismalarda kapsamli analizlerin eksikligi gozlenmistir. Bu tez
kapsaminda, PVA/CA fiberlerinin &zelliklerinden yararlanilarak  probiyotik
mikroorganizmalarin 6zellikle sindirim sistemi kosullarina daha direncli hale getirilmesi
amaglanmistir. Ayrica CA ilk kez bu tez kapsaminda probiyotik enkapsiilasyonunda

kullanilmistir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Materyal
3.1.1. Kimyasal ve Biyokimyasal Malzemeler

Calismada kullanilan EcN, Mutaflor® (Ardeypharm GmbH, Herdecke, Almanya) adiyla
ticari {irlin olarak satilan tabletlerden tek koloni diisiirme yontemi ile izole edilmistir.
PVA (Ma 85000-124000, %99+ hidrolize), CA (Ma ~30000 Da), Triton X-100, asetik
asit (%100), etanol (> %99.8), N,N-dimetilformamit (DMF, > %99.8), aseton (> %99.9),
Luria Broth (LB) besiyesi, Agar, sodyum kloriir, potasyum kloriir, potasyum fosfat
monobazik, sodyum fosfat dibazik, pepsin (> 2500 unit/mg protein), pankreatin (§<USP),
safra tuzu Sigma-Aldrich Co. (St Louis, A.B.D.) firmasindan saglanmistir.

3.1.2. Elektroegirme Cihazi

Yapilan c¢alismada fiberlerin iiretilmesi igin elektroegirme cihazi kullanilmistir. Bu
amagcla degisken yiiksek voltajli giic kaynagi (8-35 kV) ve hareketli silindir bigimli
kolektor entegre edilmis ELECTROSPINNING ESM 1100 cihazi Solvan A.S. (Ankara,
Tiirkiye) firmasindan saglanmistir. Bu cihazda yiiksek voltajli gii¢ kaynagi, hareketli
silindir kolektor, metal nozul kullanilan bir siringa ve siringa pompa (NE-300 siringa
pompasi, New Era Pump Systems, Inc., New Jersey, A.B.D.) kullanilarak polimer

cozeltilerinin beslemesi saglanmistir.

3.1.3. Cevresel Taramal Elektron Mikroskobu

Cevresel taramali elektron mikroskobu (environmental scanning electron microscope,
ESEM) analizi Oncesi lizerinde fiber toplanmis aliiminyum folyolarin rastgele birkag
bolgesinden pargalar kesilmis ve karbon bant kullanilarak SEM stoplar1 (SEM stub)
tizerinde oOrnekler sabitlenmigtir. Elektroegirme prosesinden elde edilen fiberlerin
gortintiisii, her bir numunede iletken bir ylizey saglamak amaciyla piskiirtmeli bir
kaplama cihazi (Precision Etching and Coating System 682, Gatan Inc., Pleasanton, CA,
USA) kullanilarak, numuneler 10 nm altin-paladyum kaplandiktan sonra, ESEM
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(FEIQuanta 200 FEG, Thermo Fisher Scientific Co., Waltham, MA, ABD) kullanilarak
belirlenmistir. Biitiin fiber goriintiileri 3 spot genisliginde, 10 kV’de elde edilmistir.

Fiberlerin ¢ap histogramlar1 ve ortalama caplari, ImageJ yazilimi1 (NIH, Maryland, ABD)
kullanilarak ESEM cihazindan alinan goriintiilerin islenmesi ile elde edilmistir. Ortalama
cap degerleri ve standart sapma verileri, en az 2000 6l¢iim/mikrograf olacak sekilde

belirlenmistir.

3.1.4. Termogravimetrik Analizor

PVA — PVA hibrit fiberleri (PVA/PVA fiberleri), CA — CA hibrit fiberleri (CA/CA
fiberleri) ve PVA/CA fiberlerinin termal stabilitesi, TA Q500 (TA Instruments, New
Castle, USA) cihazinin kullanildigi termogravimetrik analiz (TGA) ile belirlenmistir. Bu
cihaz kullanilarak, kontrollii atmosfer ortaminda (azot, oksijen veya hava) oda
sicakligindan 1000°C’e varan sicaklik araliginda 6rnekteki kiitle kaybi ol¢iilebilmektedir.
TGA analizi igin 6rnekler cihaza platin kap kullanilarak yerlestirilmistir. Orneklerde
meydana gelen kiitle degisimleri, bozulma baslangi¢ sicakliklart ve maksimum bozulma
sicakligi TA Instruments Universal Analysis 2000 (TA Instruments, New Castle, USA)
yazilimi kullanilarak incelenmistir. Bozulma baslangi¢ sicakligi termogravimetri (TG)
egrisinden elde edilmistir. Daha sonra TG egrisinden diferansiyel termogravimetrik
analiz (DTG) egrisi tiiretilmistir. DTG egrisinden yararlanilarak drneklerin maksimum

bozulma sicakliklar tespit edilmistir.

3.2. Metot
3.2.1. Elektroegirme Cozeltilerinin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Elektroegirme yontemi ile fiberlerin eldesi i¢cin GRAS sinifinda yer alan CA ve PVA
polimerleri tercih edilmistir. CA ¢6zeltisinin hazirlanmasi i¢in ti¢ farkli solvent karisimi
kullanilmustir. Ilk ¢dzelti asetik asit-etanol (8:2, (h/h)), ikincisi aseton-DMF (2:1, (h/h)),
liciinciisii ise aseton-DMF-su (85:10:5, (h/h)) karisimi kullanilarak hazirlanmustir. ikinci
ve iigiincii ¢ozeltide CA konsantrasyonu %17 (a/h)’dir. 11k ¢ozelti ise %10, %12.5, %15,
%17, ve %20 (a/h) CA igerecek sekilde hazirlanmistir. Optimum konsantrasyonunun
belirlenmesi igin %8, %10 ve %12 (a/h) oraninda PVA igeren ¢ozeltiler 80°C’de ultra saf

18



su kullanilarak hazirlanmistir. Daha sonra solvent olarak %20 etanol, 10 mM PBS (10
mM fosfat tamponu, 137 mM NaCl, (pH 7.4)) ve 1 mM PBS (1 mM fosfat tamponu, 13.7
mM NaCl, (pH 7.4)) kullanilan %10’luk PVA ¢ozeltileri hazirlanmigtir. Ayrica 1 mM
PBS kullanilarak hazirlanan ¢ozeltilere, ylizey gerilimini diistirmek amactyla, farkli
oranlarda (%0.2, %0.5 ve %1 (a/a)) Triton X-100 eklenerek yeni PVA ¢ozeltileri de

hazirlanmistir.

Farkli solventler kullanilarak, ¢esitli konsantrasyonlarda hazirlanan ¢6zeltilerin
karakterizasyonu i¢in viskozite (goriiniir) ve kondaktivite analizleri yapilmistir.
Cozeltilerin viskozite analizi, viskozite degerlerine gore secilmis olan SC4-25 ve LV3
(63) milleri kullanilarak Brookfield Viscometer DV-11+Pro viskozimetresi (Brookfield
Engineering Laboratories INC., Middleboro, MA, USA) ile yapilmistir. 25°C’de yapilan
Olgtimlerde, kullanilan viskozimetrenin talimatlarina uygun olarak, % 10-90 tork
araligindaki (gilivenilir 6lglim aralif1) viskozite degerleri kaydedilmistir. Hazirlanan
cozeltilerin kondaktivite degerleri HI 8633 kondiiktivimetre (Hanna Instruments,
Woonsocket, A.B.D.) cihazi kullanilarak 6l¢tilmistiir. pH ve kondaktivite analizleri igin

yapilan dlgiimlerde ii¢ paralel kullanilmistir.

3.2.2. PVA ve CA Fiberlerinin Uretilmesi ve Karakterizasyonu

Hazirlanan farkli 6zellikteki ¢ozeltilerden PVA ve CA fiberlerinin elde edilmesi i¢in tek
nozullu elektroegirme sistemi (Sekil 2.3.) kullanilmistir. Bu sistemde biitiin ¢ozeltiler
kolektor ve nozul arast mesafe 8 cm olacak sekilde, 25 kV’de, siringa pompa kullanilarak,
i¢ yarigap1 0.41 mm (22 Gauge (22G)) olan metal nozuldan, ¢esitli hizlarda sisteme
beslenmistir. Elektroegirme prosesinde, ¢dzeltilere uygulanan yiiksek voltaj sayesinde
tiretilen fiberler, hareketli silindir kolektdre sarilan aliiminyum folyo {izerinde

toplanmustir.

Uretilen fiberlerin ESEM cihazi kullamlarak goriintiileri elde edilmis ve goriintiiler

ImagelJ yazilimi ile islenerek fiberlerin ortalama ¢aplart hesaplanmistir.
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3.2.3. PVA/CA Fiberlerinin Eldesi ve Karakterizasyonu

PVA/CA fiberlerinin iiretimi i¢cin %10 (a/h)’lik PVA (1 mM PBS (pH 7.4) - %1 (a/a)
Triton X-100) ve %20 (a/h)’lik CA (asetik asit-etanol (8:2 (h/h))) ¢ozeltileri agili ¢ift
nozul elektroegirme sisteminde (Sekil 3.1.) kullanilmistir. Sistemin kurulumu Liao
vd.’nin [82] ¢alismasindaki protokoliin modifikasyonu ile yapilmistir. Agili ¢ift nozul
elektroegirme sistemi yiiksek voltajli bir giic kaynagi, hareketli silindir kolektor ve iki
polimer ¢dzeltisinin ayr1 ayri sisteme beslenmesi i¢in iki siringa pompadan olusmaktadir.
22 Gauge (22G) gapli iki metal nozul, aralarinda 80° a¢1 bulunacak sekilde bakir tel
kullanilarak birbirlerine baglandiktan sonra gii¢ kaynagina baglanmistir. Bu sistemde
olusan fiber jetlerinin kolektor nozul arasi alanda, nozullar arasi acinin sayesinde
birbiriyle etkileserek hibrit fiberlerin olusmasi saglanmaktadir [83]. Bu sayede probiyotik
mikroorganizmalarin asetik asidin olumsuz etkilerine mazur kalmadan CA ile

enkapsiilasyonu saglanacaktir.

“« = ~—
[ v ]
LY ]

Sekil 3.1. Acili ¢ift nozul elektroegirme sisteminin sematik gosterimi.

Hibrit fiber iiretmek icin PVA 1 mL/sa, CA ise 0.4 mL/sa akis hizinda sisteme
beslenmistir. Elektroegirme prosesi 25 kV’da, nozullar ile kolektor arasi uzaklik 8 cm
olacak sekilde ayarlama yapildiktan sonra baglatilmistir. Hibrit fiberler kolektore sarilan

alliminyum folyo iizerinde toplanmistir.
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Acili ¢ift nozul elektroegirme sistemi ile PVA/PVA, CA/CA ve PVAICA fiberleri
tretilmistir. Bir onceki asamada oldugu gibi fiberlerin ESEM ile goriintiileri elde
edilmistir. Hibrit fiberlerin kesisim bolgeleri yine ESEM kullanilarak arastirilmigtir. Daha
sonra elde edilen goriintiiler Image] yazilimi ile islenerek fiberlerin ortalama caplar

kaydedilmistir.

Ayrica TGA ile elde edilen fiberlerin termal 6zellikleri aragtirilmistir. TGA igin her bir
hibrit fiberden ~3 mg’lik drnekler hazirlanmig ve analizde platin kap kullanilmistir. TA
Q500 cihaz1 kullanilarak 60 mL/dk akis hizindaki azot atmosferi altinda, 10°C/dk'lik
1sitma hizinda, rampa modu (ramp mod) kullanilarak 6rnekler analiz edilmistir. Bu
yontemle ornekler ilk 6nce 35°C’den 100°C’e kadar 1sitilip daha sonra tekrar 35°C’e
sogutulmustur. Bunun amaci fiberlerde iz miktarda kalan solventin evaporasyonunu
saglamaktir. Son olarak hibrit fiberler 35°C-600°C araliginda isitilarak orneklerde
meydana gelen kiitle degisimleri kaydedilmistir.

3.2.4. EcN’nin Hibrit Fiberlere Enkapsiilasyonu

EcN ticari tabletlerden elde edilmistir. Bu amagla ilk olarak kapsiiliin dis ¢ceperi kirllmis
ve toz icerik 5 mL LB besiyerinde 37°C’de bir gece inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
ortaminda mikroorganizma disindaki icerigin giderilmesi i¢in bu ortamdan 200 pL 6rnek
almarak tekrar bir gece inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda yaygin olarak
koliform ve fekal koliformlarin izolasyonu ve ayrimi i¢in kullanilan selektif Eosin
Methylene Blue Agar (EMBA) besiyerine tek koloni diisiirme teknigine uygun olarak
ekim yapilmis ve petri kaplart 37°C°de bir gece inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonrast mavi-siyah merkezli yesil metalik koloniler E. coli hiicreleri olarak segilmistir.
EMBA besiyerinden izole edilen EcN kolonisi LB besiyerinde gelistirildikten sonra
kiltir 1:1 (h/h) oranda gliserol ile karistirilarak stok hazirlanmig ve -20°C’de

depolanmistir. Daha sonraki biitiin analizlerde hazirlanan bu stok kullanilmaistir.

Elektroegirme islemi 6ncesi stoktan alinan 200 uL EcN, 5 mL LB besiyerinde gece boyu
inkiibe edilmistir. Gece boyu inkiibe edilen kiiltlirtin 4 mL’si, 100 mL LB besiyerine
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inokiile edimis ve 4 saat boyunca 37°C’de inkiibe edilerek taze EcN kiiltiiri
hazirlanmistir. MEGA STAR 1.6R (VWR International, LLC., A.B.D.) sogutmali
santrifiij kullanilarak 100 mL’lik besiyeri 16000xg’de 15dk santrifiij edilmistir.
Baslangic mikroorganizma yiikiinii konsantre etmek amaciyla elde edilen hiicre pelleti 10

mL PBS (1ImM, pH 7.4) ile slispanse edilmistir.

Elektroegirme prosesinde kullanilacak PVA ¢ozeltisinin son konsantrasyonunun %10
olmasi i¢in, %20 (a/h)’lik PVA ¢ozeltisi hazirlanmis ve 1:1 (h/h) oranda EcN kiiltiiri ile
1 saat boyunca karistirilmstir. Islem sonucunda EcN inokiile edilmis, %10 (a/h)’lik PVA
(1 mM PBS - %1 (a/a) Triton X-100) ¢ozeltisi elde edilmistir.

Acili ¢ift nozul elektroegirme islemi bir Onceki asamada bahsedilen yontem ve
parametreler kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu asamada hem PVA/PVA fiberlerine
hem de PVAJ/CA fiberlerine EcN’nin enkapsiilasyonu saglanmistir. Elde edilen EcN
enkapsiile edilmis PVA/CA fiberlerini (PVA/CA-EcN fiberleri) ESEM kullanilarak
incelenmis ve PVA/CA-EcN fiberlerindeki kesisim noktalari arastirilmistir.

3.2.5. Elektroegirme Prosesinin Mikroorganizma Canhhigma Etkisi ve

Enkapsiilasyon Verimliligi

PVA/CA-EcN fiberlerinde ilk once elektroegirme isleminin etkisi arastirilmustir.
Kullanilan sistemle CA’nin mikroorganizma {iizerindeki olumsuz etkisinin Onlenip
onlenmediginin kontrolii amaciyla EcN enkapsiile edilmis PVA/PVA fiberleri
(PVA/PVA-EcN) bu asamada kontrol grubu olarak kullanilmistir.

Elektroegirme isleminin canlilik iizerine etkisinin anlasilmasi i¢in Oncelikle, proses
oncesi EcN inokiile edilmis PVA ¢ozeltisinden 6rnek alinmistir. Bu amagla teorik olarak
hibrit fiber i¢cindeki agirlikga 10 mg PVA fiberine denk gelecek sekilde ¢cozeltiden 84 pL
alimmis ve 1 mL PBS (10 mM, pH 7.4) kullanilarak siispanse edilmistir. Daha sonra bu
cozeltinin seri dilisyonlar1 hazirlanmigtir. LB Agar besiyerine ylizeye yayma yontemine
uygun olarak ekim yapilmis ve petri kaplar1 bir gece boyunca 37°C’de inkiibasyona

birakilmustir. Inkiibasyon sonunda olusan plaklar sayilmis ve sonuglar kaydedilmistir.
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Kontrol olarak kullanilacak olan PVA/PV A-EcN fiberlerinden her bir paralel igin 10 mg
tartilmistir ve iizerine 1 mL PBS (10 mM, pH 7.4) eklemistir. Sadece fiber ylizeyine
tutunmus olup enkapsiile olmayan EcN’lerin tespiti i¢in PBS (10 mM, pH 7.4) ile yikama
yapilmistir. Bu amagla PBS (10 mM, pH 7.4) ile siispanse edilen ornekler 10 s
vortekslendikten sonra 5000xg’de 20 s santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrasi elde edilen
stipernatantin seri dilisyonlar1 PBS (10 mM, pH 7.4) ile hazirlanmis ve dilisyonlardan LB
Agar besiyerine yiizeye yayma yontemine uygun olarak ekim yapilmistir. Bir gece
boyunca inkiibasyona sonrasi petri kaplarindaki ECN kolonileri sayilmis ve sonuglar
kaydedilmistir. Bu asamanin sonunda yikama sonrasi siipernatantta bulunan ve enkapstile

olmamis olan EcN sayisi (kob/mL) belirlenmistir.

PVA/PVA-ECN fiberlerindeki toplam bakteri sayisinin tespiti icin 10 mg fiber numunesi
1 mL PBS (10 mM, pH 7.4) ile siispanse edildikten sonra ¢ozelti fiber i¢indeki EcN’nin
salinimi i¢in oda sicakliginda (~25°C) karistiricida 4 saat calkalanmigtir. Daha sonra
ornekler 5000xg’de 20 sn santrifiijlenmis ve siipernatantin seri dilisyonlarindan LB
besiyerine yilizeye yayma yoOntemine uygun olarak ekim yapilmigtir. Gece boyu

inkiibasyon sonrasi plaklar sayilarak sonuglar kaydedilmistir.

PVA/CA-EcN fiberlerinde elektroegirmenin etkisinin belirlenmesi i¢in 20 mg’lik (teorik
olarak 10mg PVA fiberine agirlik¢a denk miktar) numuneler kullanilmistir. PVA/CA
fiberlerine enkapsiile olmayan EcN ve fiberdeki toplam bakteri sayisinin tayini igin

PVA/PVA-EcN fiberlerine yapilan islemler bu agsamada da uygulanmstir.

Elektroegirme isleminin EcN’nin canlilifina etkisinin tespiti icin EcN inokiile edilen
PVA ¢ozeltisinden alinan sayim sonugclari ile elektroegirme islemi sonucu elde edilen
hibrit fiberlerdeki toplam bakteri sayis1 (kob/mL) karsilastirilmis ve logaritmik diisiis

olup olmadig1 incelenmistir.

Enkapsiilasyon verimi (%EV) (Esitlik 3.1) ise fiberlerdeki toplam bakteri sayisiyla,

fiberlere yapilan yikama islemi sonucunda elde edilen enkapsiile olmamis
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mikroorganizma sayilar1 karsilastirilarak hesaplanmistir (a: PVA ¢ozeltisindeki EcN
sayis1, b: hibrit fiberdeki toplam bakteri sayis1). Bu asamadaki biitiin analizler ii¢ paralel

ile gerceklestirilmistir.

WEV = (‘H’) x 100 (Esitlik 3.1)

a

3.2.6. Sindirim Sistemi Simiilasyonu

Calisma kapsaminda, uygulanan enkapsiilasyon yontemlerinin model probiyotik
mikroorganizmayr sindirim sistemi kosullarina karsi daha direngli hale getirip
getirmedigi arastirilmistir. Sindirim simiilasyonunda mide ve bagirsak ortamlar taklit
edilmistir. Minekus vd. [84] ve Annan vd. [85]’nin ¢alismalarinda yer alan yontemin

modifikasyonu ile hazirlanilan SMC ve SBC’nin bilesenleri Cizelge 3.1.’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Simiile mide ¢o6zeltisi (SMC) ve Simiile bagirsak ¢ozeltisi (SBC)

ortamlarindaki bilesenler

Bilesenler SMC (pH 2) SBC (pH 8.5)

PBS 10 mM 10 mM

Pepsin 2000 U/mL -

Pankreatin - 100 U/mL tripsin esdegerliginde
Safra tuzu - % 4.5 (a’h)

Simiilasyon ¢6zeltilerini hazirlarken ilk 6nce SMC icin 10 mM PBS (pH 2.0) ve SBC i¢in
% 4.5 (a/h) konsantrasyonda safra tuzu igeren 10 mM PBS (pH 8.5), 121°C’de 15 dk
sterilize edilmistir. Kullanilan enzimler Cizelge 3.1.e uygun sekilde analizin hemen

oncesinde ilgili ¢cozeltilere eklenmistir.

Serbest hiicrelerin sindirim simiilasyonu i¢in 5 mL, 4 saatlik taze EcN Kkiiltiirleri
kullanilmistir. Inkiibasyon sonrasinda 16000xg’de 15 dk’lik santrifiij islemi ile elde

edilen hiicre pelletleri 5 mL SMC ile siispanse edilmis ve pH 2’ye ayarlanmustir.
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Mide simiilasyonu 37°C’de devamli hafif ¢alkalama ile 2 saatte tamamlanmistir. Mide
simiilasyonu sonrasi ¢ozelti SBC ile 1:1 h/h oranda karistirilmis, pH 8.5’e ayarlanmis ve
37°C’de devamli hafif calkalama ile 2 saatlik bagirsak simiilasyonu baslatilmistir.
Sindirim simiilasyonunun en basinda ve daha sonraki her 20 dakikada bir simiilasyon
cozeltilerinden 6rnek alinarak canliliktaki degisim takip edilmistir. Bu amagla periyodik
olarak alinan 6rneklerin PBS (10 mM, pH 7.4) ile seri dilisyonlar1 hazirlanmig ve bu
dilisyonlardan LB Agar besiyerine ylizeye yayma yontemine gore ekim yapilmistir.

Sayim sonuglar bir gecelik inkiibasyonun sonrasinda alinmistir.

PVA/PVA-EcN fiberlerinin sindirim simiilasyonu i¢in 50 mg fiber 5 mL SMC ile
kanistirilip pH 2.0’ye ayarlanmistir. Mide simiilasyonu 37°C’de hafif ¢alkalamali ortamda
gergeklestirilmistir. 2 saat siiren simiilasyonunun basinda ve sonraki her 20 dakikada bir
cozeltiden canlilik analizlerinde kullanilmak iizere 6rnek alinmistir. Mide simiilasyonu
sonunda SMC ile SBC 1:1 h/h oranda karistirilip pH 8.5’e ayarlanmistir. Bagirsak
simiilasyonunda da her 20 dakikada bir alinan 6rneklerin PBS (10 Mm, pH 7.4) ile
dilisyonlar1 hazirlanmis ve LB Agar besiyerine ylizeye yayma yontemine uygun olarak
ekim yapilmistir. Ekim sonuglar bir gecelik inkiibasyon sonucunda petri kaplarinda

olusan EcN plaklarinin sayilmasi ile hesaplanmistir.

PVA/CA-EcN fiberlerinin sindirim simiilasyonu i¢in 100 mg fiber (teorik olarak 50 mg
PVA fiberine denk miktar) kullanilmistir. Mide ve bagirsak simiilasyonlari, PVA/PVA-
EcN fiberleri ile ayni sekilde gergeklestirilmistir.

Sindirim simiilasyonu analizinde periyodik olarak SMC ve SBC’den alinan 6rneklere ek
olarak ayni zamanda ortamdan fiber 6rnekleri de alinmis ve PBS (10 mM, pH 7.4)
ortaminda salinimina devam etmesi saglanmistir. Bu islem biitiin fiber Orneklerinde
toplam salinim siiresi 4 saat (fiberlerde %100 salinimin gerceklestigi siire) olacak sekilde
uygulanmistir. Bu siire sonunda salinim ortamindan alinan 6rneklerin PBS (10 mM, pH
7.4) ile hazirlanan dilisyonlar1 daha onceki asamadaki prosediire uygun olarak inkiibe
edilmis ve sayim sonucu alimmistir. Yapilan bu analiz ile salinmayip hibrit fiber i¢inde
tutuklu kalan probiyotik sayisinin tespiti amaglanmigtir. Sindirim simiilasyonu

asamasindaki sonuglar, ayn1 siirede sindirim ¢ozeltisinden alinan 6rnekteki ve PBS (10

25



mM, pH 7.4)’de salinimina devam ettirilen fiberin salinimi sonucu elde edilen sayim

sonuglarinin toplanmasiyla elde edilmistir.

Ayrica PVA/PVA-EcCN ve PVA/CA-EcN fiberlerinin pepsin igermeyen SMC (pH 2) ve
pankreatin ve safra tuzu icermeyen SBC (pH 8.5) ortamlarinda da ayn1 yontemle sindirim
simiilasyonu gergeklestirilmis ve sayim sonuglari alinmistir. Bu asama ile sindirim
simiilasyonu boyunca canliliktaki degisimde temel olarak pH degerinin mi sindirim
enzimlerinin ve safra tuzunun mu etkili oldugunun anlasilmasi amaglanmistir. Sindirim

simiilasyonundaki biitiin analizler ikili paralel seklinde gerceklestirilmistir.

3.2.7. Depolama Kosullarinin Canhihiga EtKisi

4°C ve 20°C’de fiber formunda ve PBS (10 Mm, pH 7.4) iginde siispanse halde olan
orneklerin zamana bagli canliliklarindaki degisim incelenmistir. Bu analiz kapsaminda
10 mg PVA/PVA-EcN ve 20 mg PVA/CA-EcN fiberleri numune olarak kullanilmistir.
Depolanan biitiin paralellerde 2 ay boyunca periyodik olarak canlilik analizleri

yapilmugtir.

PBS i¢inde siispanse fiber numuneleri ile karsilastirilmak tizere 4 saatlik taze EcN kiiltiirii
1 mL’lik paralellere boliinmiis ve 16000xg’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Besiyerinin
ortamdan uzaklastirilmasi amaciyla santrifiij ile elde edilen hiicre pelletleri 1 mL PBS (10
mM, Ph 7.4) ile siispanse edilmis ve 4°C ve 20°C’de depolanmistir. Hibrit fiber
numunelerinde ise belirtilen miktarlarinin 1 mL PBS (10 mM, pH 7.4) ile siispansiyonu
hazirlanarak elde edilen paraleller ayni sicakliklarda depolanmustir. Serbest ve hibrit
fiberlere enkapsiile edilmis halde depolanan EcN o6rnekleri vortekslendikten sonra PBS
(10 mM, Ph 7.4) kullanilarak dilisyonlar1 hazirlanmis ve LB Agar besiyerine ylizeye
yayma yontemine uygun sekilde ekim yapilmistir. Ekim yapilan 6rneklerin bir gecelik

inkiibasyonu sonucunda sayim sonuglar1 kaydedilmistir.

Kuru fiber formunda depolama yapilan 6rneklerde, yapilan analizlerde canlilik analizleri
oncesi hibrit fiberler 1 mL PBS (10 mM, pH 7.4) ile siispanse edilmis ve enkapsiile

hiicrelerin salinimi i¢in oda sicakliginda 4 saat boyunca ¢alkalanmistir. Bu siire sonunda
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biitiin 6rneklerin PBS (10 mM, pH 7.4) ile dilisyonlar1 hazirlanmis ve ekim daha 6nceki
asamalarda oldugu sekilde gerceklestirilmistir. Bu asamada analizler iki tekrarli olacak

sekilde gergeklestirilmis ve sayim sonuglar1 % Canlilik olarak verilmistir.

3.2.8. istatistiksel Analiz

Viskozite, kondaktivite, ortalama fiber ¢aplari, %EV, sindirim sistemi simiilasyonu ve
depolama kosullarinin etkisinin arastirilmasi i¢in yapilan analizler sonucunda elde edilen
verilerin istatistik analizi i¢in Tukey’in Diiriistce Anlamli Fark (Tukey Honestly
Significant Difference (HSD)) ¢oklu karsilastirma testleri (a=0.05) ile birlikte tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) uygulanmistir. Istatistik analizi JMP Trial (Version 15.0.0,
SAS Institute Inc., Carolina, A.B.D.) yazilim1 kullanilarak gerceklestirilmistir. p < 0.05

istatistiksel olarak anlamli fark olarak kabul edilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Cozelti Ozelliklerinin Fiber Morfolojisine EtKisi

Damla kusuru olmayan ve tek diize boyutlara sahip fiberler, basarili fiber yapilar1 olarak
belirlenmis ve daha sonraki asamalara bu fiber formlarinin iiretilebildigi ¢ozeltilerle
devam edilmistir. Ayrica nano boyutun sagladigi avantajlardan yararlanmak amaciyla
genel olarak daha diisiik ortalama gapa sahip fiberler tercih edilmistir. Hibrit fiberlerin
iretilebilmesi i¢cin PVA ve CA cozeltilerinin karakterizasyonu yapilmis ve alinan
sonuclar degerlendirilerek en uygun bulunan PVA ve CA ¢ozeltilerinin daha sonraki

asamalarda ayni1 parametrelerle kullanilmasina karar verilmistir.

Optimum CA ¢dzeltisinin hazirlamasinda ilk once kullanilacak solvent tipine karar
verilmistir. Bu amagla %17 (a/h) CA ¢ozeltisi aseton-DMF (1:1), aseton-DMF-su
(85:15:5) ve asetik asit-etanol (8:2) kullanilarak hazirlanmistir. Farkli solventler
kullanilarak iiretilen fiberlerin goriintiilerinden (Sekil 4.1.) yararlanilarak boyut analizleri

yapilmigtir.

Cizelge 4.1.  Farkli solventler kullanilarak hazirlanmis %17 (a/h)’lik CA ¢ozeltilerinin

viskozite, kondaktivite ve ortalama cap degerleri

Solvent Viskozite Kondaktivite Ortalama Fiber Cap1 (nm)
(mPa-s) (mS/cm)
Aseton-DMF 1278+62 0.653+0.010¢ 1564+7809
Aseton-DMF-su 768+1° 0.693+0.020¢ 85243359
Asetik asit-etanol 1833+3¢ 0.083+0.001f 956+6679

Sonuglar ii¢ paralelin ortalamasi + standart sapma (SS) olarak verilmistir. ¥ 4% 9 Farkli
harfler, 6rneklerden elde edilen degerlerin arasindaki anlamli farki gostermektedir (p <

0.05).
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Farkli solventler kullanilarak hazirlanan ¢ozeltilerin viskozite ve kondaktivite verileri
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamhdir. Aseton-DMF ve aseton-DMF-su
karisimlar1 kullanilan ¢ozeltilerde beklendigi gibi viskozite ve kondaktivite artigiyla
birlikte fiber capinda azalma goriilmiistiir. Ortalama fiber ¢aplar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmasa da daha kiigiik standart sapma ile en kii¢iik ortalama fiber
cap1 degerine sahip oldugu icin, aseton-DMF-su karisimi ile hazirlanan ¢ozelti CA icin
diger solvent karisimlarindan daha avantajli durmaktadir (Cizelge 4.1.). Ancak solvent
karisimlarinda aseton kullanilan polimerlerde, Taylor konisi yapisindaki ¢ozeltide aseton
evaporasyonuna bagli olarak zamanla kuruma meydana gelmis, bu durumda siirekli fiber
tiretimini imkansiz kilmistir. Bu nedenle daha sonraki asamalarda asetik asit-etanol

karisiminin kullanilmasina karar verilmistir.

Solvent se¢iminden sonra optimum konsantrasyonun segilmesi i¢in %10.0, %12.5,
%15.0, %17.0, ve %20.0 (a/h) CA c¢ozeltileri hazirlanmis ve ¢ozeltiler karakterize
edilmistir (Cizelge 4.2.).

Cizelge 4.2. Farkli konsantrasyonlardaki (%, a/h) CA ¢ozeltilerinin viskozite,

kondaktivite ve ortalama ¢ap degerleri

CA (a/h) Viskozite Kondaktivite Ortalama Fiber Cap1
Konsantrasyonu (mPa-s) (mS/cm) (nm)
%10.0 441412 0.106+0.001 -
%12.5 748+3° 0.099+0.001¢ -
%15.0 867+3° 0.086+0.001" 812+3664
%17.0 1833+3¢ 0.083+0.001' 956+667~
%20.0 2286+2° 0.079+0.001) 990+424X

Sonuglar iig paralelin ortalamasi = SS olarak verilmistir. #% ™k Farkli harfler, drneklerden

elde edilen degerlerin arasindaki anlaml farki géstermektedir (p < 0.05).
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Sekil 4.1. Farkl1 solventlerle hazirlanmis %17 (a/h) CA c¢ozeltilerinden elde edilen
fiberlerin ESEM goriintiileri ve boyut dagilimlari. A) aseton-DMF,
B)aseton-DMF-su, C) asetik asit-etanol. Biiyiitme 1600X

%10.0 (a/h) CA ¢ozeltisinin sahip oldugu diisiik viskozite nedeniyle fiber iiretilememistir.
Konsantrasyon degerleri %10.0’dan %17.0’ye (a/h) ¢iktik¢a fiber morfolojisi iyilesmis
ve damla kusuru giderilmistir (Sekil 4.2.). %12.5 ve %15.0 (a/h) konsantrasyonlara sahip
CA ¢ozeltilerinde, viskozite degerlerine bagli olarak, damla kusurlu fiberler iiretildigi i¢in
bu iki konsantrasyon ileriki asamalar i¢in uygun bulunmamistir. %17.0 (a/h)’lik CA
cozeltisinde en yiiksek konsantrasyona kiyasla istatistiksel olarak da anlamli olan daha
diisiik viskozite ve yiiksek kondaktivite degerlerine bagl olarak, daha kiigiik ortalama
capa sahip fiberler tiretilmistir. %17.0 ve %20.0 (a/h)’lik CA’lardan elde edilen fiberlerin
ortalama c¢aplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmasa da, %17.0

(a/h)’lik CA ¢ozeltisinden elde edilen ortalama fiber ¢aplarinda standart sapma degerinin
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daha ytiksek oldugu goriilmektedir. Bu nedenle tek diize fiber {iretimine olanak saglayan
ve daha kiigiik standart sapmali ortalama fiber ¢aplarina sahip olan %20.0 (a/h) CA
¢Ozeltisinin daha sonraki asamalarda hibrit fiberlerin iiretiminde kullanilmasina karar

verilmistir.

CA ¢ozeltisinin optimizasyonunda bu asamaya kadar 0.5 mL/sa akis hizinda, 25kV
yiiksek voltajda ve nozul ile kolektér arasi mesafe 8 cm olacak sekilde yiiriitiilen
elektroegirme prosesinde, son olarak secilen CA ¢dzeltisinin (%20 (a/h) CA (asetik asit-
etanol (8:2 (h/h))) akis hiz1 optimize edilmistir. Yapilan morfolojik analiz sonrasinda 0.2,
0.4 ve 0.6 mL/sa akis hizlar1 ile iiretilen fiberlerin sirastyla 606+200% 679+188?, 999+69°
nm ortalama ¢aplara sahip olduklar: tespit edilmistir (Sekil 4.3.). Beklendigi gibi akis
hizinin artmasiyla birlikte fiber ¢ap1 artmustir. 0.2 ve 0.5 mL/sa akis hizlarinda elde edilen
ortalama fiber ¢aplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur. Ancak 0.2
mL/sa akis hizinda CA ¢6zeltisinin elektroegirme sistemine siirekli beslenmesinde sorun
yasanmasi, 0.6 mL/sa akis hizinda ise tercih edilmeyen fiber ¢apina ulasilmasi nedeniyle

bu akis hizlar1 optimizasyonda elenmistir.

Ozetle CA ¢dzeltisinin optimizasyonu sonucu hibrit fiber iiretimi igin %20 (a/h) (asetik
asit-etanol (8:2 (h/h))) konsantrasyondaki CA ¢6zeltisinin elektroegirme sistemine 0.4

mL/sa akis hizinda beslenmesine karar verilmistir.
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Sekil 4.2. Farkli konsantrasyonlardaki CA ¢ozeltilerden elde edilen fiberlerin ESEM
gortintiileri ve boyut dagilimlari. A) %10.0 (a/h) CA; B) %12.5 (a/h) CA,;
C) %15.0 (a/h) CA; D) %17.0 (a/h) CA; E) %20.0 (a/h) CA. Biiylitme
1600X
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Sekil 4.3. Farkli akis hizlarindaki CA (%20 (a/h)) ¢ozeltilerden elde edilen fiberlerin
ESEM goriintiileri ve boyut dagilimlari. A) 0.2; B) 0.4; C) 0.6 mL/sa,

Biiyiitme 3000X

CA c¢oOzeltisinin  optimizasyonu sonrasinda PVA ¢dzeltisinin  optimizasyonuna
gecilmistir. Bu asamada ilk olarak 80°C ultra saf su kullanilarak %8, %10 ve %12 (a/h)
konsantrasyonlarinda PVA c¢ozeltileri hazirlanmistir. Cozeltilerin  karakterizasyonu

amactyla viskozite ve kondaktivite 6l¢timleri yapilmistir (Cizelge 4.3.).

Konsantrasyonu %12 (a/h) olan PV A ¢6zeltisinin yiiksek viskozite degerine bagli olarak
elektroegirme isleminde fiber jetleri olugturulamadigi i¢in, bu konsantrasyonda goriintii

elde edilmemistir. Fiber jetleri elde edilemeyen bu ¢ozeltinin kullanilamayacagina karar

33



verilmistir. %8 (a/h)’lik PVA ¢d6zeltisinde ise elde edilen ESEM goriintiileri incelenmis
ve sadece fiber degil ayni zamanda film formunda PVA Kkiitlelerinin bulundugu
gozlemlenmistir (Sekil 4.4.). Tek diize fiber yapilarinin elde edilemedigi bu
konsantrasyon daha sonraki agamalarda kullanilmamaistir. Optimizasyon i¢in hazirlanan
iic ¢ozeltiden ikisinin tez kapsaminda yapilan ¢aligmada kullanima uygun olmamasi
nedeniyle ileriki asamalarda kullanilmak tizere %10 (a/h) PVA konsantrasyonunun

kullanilmasina karar verilmistir.

Cizelge 4.3. Farkli konsantrasyonlardaki (%, a/h) PVA c¢ozeltilerinin viskozite,

kondaktivite ve ortalama ¢ap degerleri

PVA (a/h) Viskozite Kondaktivite
Konsantrasyonu (mPa-s) (mS/cm)
% 8 185+22 1.1+0.12
%10 64642 1.3+0.12P
%12 1356+2° 1.5+0.2°

Sonuglar ti¢ paralelin ortalamasi = SS olarak verilmistir. ¢ Farkli harfler, 6rneklerden

elde edilen degerlerin arasindaki anlamli farki géstermektedir (p < 0.05).

Sekil 4.4, Farkli konsantrasyonlardaki PVA c¢ozeltilerinden elde edilen ESEM
goriintiileri. A) %8 (a’h) PVA; B) %10 (a/h) PVA, Biiyiitme 3000X
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Ancak bu konsantrasyondan elde edilen fiber yapilar1 yeterli goriilmedigi i¢in farkli
solventler kullanilmasina karar verilmistir. Bu amagla %10 (a/h) PVA ¢ozeltisi %20’°lik
etanol, 10 mM PBS (pH 7.4) ve 1 mM PBS (pH 7.4) kullanilarak hazirlanmistir.
Kullanilan  solvent sistemlerinde etanoliin  kullanilma amaci evaporasyonun
kolaylastirilmasi;; PBS’in ise igerdigi iyon yiikiiyle c¢Ozeltinin kondaktivitesinin
arttirilmasidir. Hazirlanan ¢ozeltilerde viskozite ve kondaktivite analizleri yapilmis ve

beklendigi gibi PBS eklenmesiyle ¢ozelti iletkenligi artmistir (Cizelge 4.4.).

%20’1ik etanoliin solvent olarak kullanildig1i ¢6zeltide hem istenmeyen biiytikliikte
ortalama fiber cap1 elde edilmis (1044+711 nm) hem de bu c¢ozeltide yapilan 6n
denemelerde probiyotiklerin ¢ozelti iginde canliliklarini yitirdikleri gézlenmistir. 10 mM
PBS (pH 7.4) ile hazirlanan ¢6zeltide kondaktivite degeri daha yiiksek olmasina ragmen,
1 mM PBS (pH 7.4) kullanilan ¢ozelti ile viskozite degerleri ve ortalama fiber gaplari

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur (Cizelge 4.4.).

Ancak fiber goriintiileri incelenmis ve solvent olarak 10 mM PBS (pH 7.4) kullanilan
¢oOzeltiden iiretilen fiberlerin ylizeyinde yogun miktarda tuz kristalleri oldugu ve damla
kusurlu fiberler elde edildigi gozlemlenmistir (Sekil 4.5.). Bu nedenle daha sonraki
asamalarda bu ¢ozelti ile hazirlanan PVA c¢ozeltileri kullanilmamis ve 1 mM PBS (pH

7.4)’in solvent olarak kullanilmasina karar verilmistir.

PVA ¢ozeltisinin optimizasyonunda kullanilan farkli solventlerin ve konsantrasyonlarin
bazilarinda istenilen ¢apa sahip fiberler elde edilmis olsa da, fiber iiretme prosesi kesikli
olarak devam etmis, stabil fiber jetleri elde edilememistir. Bu sorunun giderilmesi i¢in
¢Ozeltinin yiizey gerilimini diisiirmek amaciyla Triton X-100 kullanilmasina karar

verilmistir [86].
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Cizelge 4.4. Farkli solventler kullanilarak hazirlanmis %10 (a/h)’luk PVA

¢ozeltilerinin viskozite, kondaktivite ve ortalama ¢ap degerleri

Solvent Viskozite Kondaktivite Ortalama Fiber
(mPa-s) (mS/cm) Cap1 (nm)
%20 (a/h) Etanol 1308+22 0.9+0.2° 1044+511"
10 mM PBS 756+2P 12.8+0.1f 377+137
1 mM PBS 759+30¢ 2.6+0.29 384+116'
1 mM PBS 765+2¢ 2.6+0.19 380+105

(%0.2 (a/a) Triton X-100)

1 mM PBS 806+44 2.6+0.09 357+218

(%0.5 (a/a) Triton X-100)

1 mM PBS 813+2¢ 2.6+0.19 364+70

(%1.0 (a/a) Triton X-100)

Sonuglar ii¢ paralelin ortalamast = SS olarak verilmistir. ¥% ¢9 ™ Farkli harfler,

orneklerden elde edilen degerlerin arasindaki anlamli farki géstermektedir (p < 0.05).

Solvent olarak 1 mM PBS (pH 7.4) kullanilan %10 (a/h)’luk PVA ¢ozeltisine % 0.2, %
0.5 ve % 1.0 (a/a) Triton X-100 eklenerek yeni ¢ozeltiler elde edilmistir. Fiber liretim
asamasina gegmeden once kullanilan yogunluklardaki Triton X-100’lin mikroorganizma

canliligina etkisi arastirilmis ve herhangi bir etki géstermedigi anlasilmistir.
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Sekil 4.5. Farkl1 solventlerle hazirlanmis %10 (a/h) PV A ¢ozeltilerinden elde edilen
fiberlerin ESEM goriintiileri ve boyut dagilimlari. A) %20 etanol (h/h); B)
10 mM PBS (pH 7.4); C) 1 mM PBS (pH 7.4), Biiyiitme 3000X

Cozelti karakterizasyonu sonrast 1 mM PBS (pH 7.4) ile % 0.2 (a/a) Triton X-100
eklenerek hazirlanan ¢ozeltilerin viskozite degerleri arasinda anlaml istatistiksel fark
olugsmamistir. Aymi sekilde % 0.5 ve % 1.0 (a/a) Triton X-100 eklenerek hazirlanan
¢ozeltilerin viskozite verileri arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamistir. Bu ¢ozeltilerde viskozite degerlerindeki degisim, katt madde miktarina
baglt olarak gerceklesmistir. Triton X-100’lin iyonik olmayan 6zellikteki yapisindan
dolay1, 1 mM PBS (pH 7.4) ve triton X-100 eklenen ¢ozeltilerin kondaktiviteleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark olusmamustir (Cizelge 4.4.). Ortalama fiber
caplarindaki iyilesmenin yiizey geriliminin diismesine bagli olarak gerceklestigi

distintilmektedir.
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Triton X-100 kullanilan ¢ozeltilerden elde edilen fiberlerin (Sekil 4.6.) boyut analizleri
yapildiginda ortalama fiber ¢aplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkin olmadigi
gorlilmiistiir (Cizelge 4.4.). Ancak % 0.2 (a/a) Triton X-100 kullanilan ¢6zeltide, stabil
fiber jetlerindeki sorun giderilemedigi i¢in bu oran elenmistir. Diger iki farkli Triton X-
100 konsantrasyonunda ise standart sapma degeri daha kiiciik olup, daha tek diize fiber
iiretimine olanak saglamis % 1.0 (a/a) Triton X-100 igeren, % 10 (a/h)’luk PVA (1 mM

PBS, pH 7.4) ¢6zeltisinin hibrit fiber tiretimi i¢in kullanilmasina karar verilmistir.

PV A ¢ozeltilerinden fiber elde edilirken bu asamaya kadar elektroegirme sistemi 1 mL/sa
akis hizinda, 25kV yiiksek voltajda ve nozul ile kolektor aras1t mesafe 8 cm olacak sekilde
kullanilmistir. Son olarak akis hizinin optimizasyonu igin % 1.0 (a/a) Triton X-100 i¢eren
% 10 (a/h)’luk PVA (1 mM PBS, pH 7.4) c¢ozeltisi, 1 ve 2 mL/sa akis hizinda sisteme
beslenmistir. Sonug olarak elde edilen goriintiiler (Sekil 4.7.) incelenip analiz edildiginde
1 mL/sa akis hizinda 364+70% nm, 2 mL/sa akis hizinda ise 765+363° nm ortalama cap
degerlerine sahip fiberlerin iiretildigi goriilmiistiir. 2 mL/sa akis hizinda elde edilen
ortalama fiber ¢ap1 degerinin arzu edilen degerden yiiksek olmasi nedeniyle, daha sonraki
asamalarda se¢ilen PVA ¢ozeltisinin sisteme 1 mL/sa akis hizinda beslenmesine karar

verilmistir.
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Sekil 4.6. Farkli konsantrasyonlarda Triton X-100 kullanilarak hazirlanmis %10
(a/h)’luk PVA (1 mM PBS, pH 7.4) ¢ozeltilerinden elde edilen fiberlerin
ESEM goriintiileri ve boyut dagilimlari. A) % 0.2 (a/a) Triton X-100; B)
% 0.5 (a/a) Triton X-100; C) % 1.0 (a/a) Triton X-100), Biiyiitme 3000X
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Sekil 4.7. Farkl1 akis hizlarinda sisteme beslenen % 1.0 (a/a) Triton X-100 iceren
%10 (a/h)’luk PVA (1 mM PBS, pH 7.4) cozeltilerinden elde edilen
fiberlerin ESEM goriintiileri ve boyut dagilimlari. A) 1 mL/sa; B) 2 mL/sa,
Biiyiitme 3000X.

4.2. Hibrit Fiberlerin Morfolojik ve Termal Karakterizasyonu

PVA ve CA ¢ozeltilerinin optimizasyonu sonucunda, CA’nin asetik asit-etanol (8:2 (h/h)
ile hazirlanmis %20 (a/h)’lik ¢ozeltisinin kullanilmasina, PVA’nin % 1.0 (a/a) Triton X-
100 iceren 1 mM PBS (pH 7.4) ile hazirlanan %10 (a/h)’luk ¢ozeltisinin kullanilmasina
karar verilmistir. Daha sonraki asamada hibrit fiberlerin iretilmesi amaciyla, PVA
cOzeltisi 1 mL/sa akis hizinda, CA ¢ozeltisi ise 0.4 mL/sa akis hizinda sisteme

beslenmistir.

PV A/CA fiberlerinin iiretilmesinden énce PVA/PVA ve CA/CA fiberleri de iiretilmis ve
elde edilen goriintiilerde hibrit bolgeleri aranmistir (Sekil 4.8. ve Sekil 4.9.). Boylece
kurulan agili ¢ift nozul elektroegirme sistemi ile hibrit fiber iiretilip iiretilemediginin 6n

denemeleri yapilmstir.

Elde edilen ESEM goriintiileri incelendiginde hibrit bolgelerinin varligi gozlenmistir.
PVA/PVA ve CA/CA fiberlerinden elde edilen goriintiilerde ayrica boyut analizi de
yapilmistir (Cizelge 4.5.). Analiz sonucunda PVA/PV A fiberlerinin ortalama fiber ¢ap1
416+120% nm, CA/CA fiberlerinin ise 971+131° nm olarak tespit edilmistir. Hibrit
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fiberlerin ortalama c¢aplarinin, ayni polimerden elde edilen ve hibrit yapisinda olmayan
fiberlerden daha biiyiikk oldugu anlagilmistir. Hibrit bolgelerinden kaynakli bu durum
literatiire uygundur [82, 87].

Bu asamadan sonra arzu edilen hibrit fiberlerin iiretilmesi i¢in acilt ¢ift nozul
elektroegirme sistemi kullanilarak PVA/CA fiberleri tiretilmistir. PVA/CA fiberlerinin
goriintiileri incelendiginde PVA ve CA’nin hibrit yaptig1 bolgeler tespit edilmistir (Sekil
4.10.). ESEM goriintiisiiniin analiz edilmesiyle, bu fiberlerin 754+497° nm ortalama gapa
sahip oldugu anlagilmistir. Tek baslarina farkli ortalama ¢ap degerlerine sahip PVA ve
CA’nin hibrit fiberi olmasindan dolayi, PVA/CA fiberlerinin ortalama ¢ap degerine ait
standart sapmanin yiiksek oldugu diistiniilmektedir.

%) O < S \
@ <O Q”’q\(\q\\\'\?p
Cap (nm)
Al

7

Sekil 4.8. CA/CA fiberlerinin farkli biiylitmelerdeki ESEM goriintiileri. A) Biiylitme
800X, B) Biiyiitme 9500X, C) Biiyiitme 15000X
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Sekil 4.9. PVA/PVA fiberlerinin farkli biiyiitmelerdeki ESEM goriintiileri. A)
Biiylitme 1600X, B) ve C) Biiyiitme 18000X
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Sekil 4.10.  PVA/CA fiberlerinin farkli biiylitmelerdeki ESEM goriintiileri. A)
Biiyiitme 11500X, B) ve C) Biiyiitme 30000X

Elde edilen hibrit fiberlerin termal karakterizasyonu i¢in TGA uygulanmistir. Bu amagla
~3 mg’lik 6rnekler, nitrojen atmosferi altinda, 35°C-600°C araliginda 1sitilarak kiitledeki
degisimler kaydedilmistir. Hibrit fiberlerin termal stabilitesi TGA ile arastirilmis ve bu
datalar islenerek bozulma asamalarinin baslangi¢ sicakliklari (Tq¢) hesaplanmistir. DTG

kullanilarak maksimum bozulma sicakliklari (Tmax) elde edilmistir (Cizelge 4.5.).

CA/CA fiberlerinde, TGA egrisinde iki ana kiitle degisim bolgesi tespit edilmistir. 200°C
- 250°C araligindaki kiitle kaybinin nedeni, ugucu maddelerden ve adsorbe edilmis
nemden kaynaklanmistir. Fiberde meydana gelen asil kiitle kaybi, CA'nin biiytik 6lciide
degredasyonu nedeniyle 320°C'nin iizerinde meydana gelmistir [88]. Diger hibrit
PVA/PVA fiberlerinde de iki asamal: kiitle kayb1 gdzlenmistir. Ilk kiitle kayb1 yaklasik
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240°C'de PVA'nin yapisindaki yan zincirilerin dekompozisyonu nedeniyle baslamistir.
Ikinci kiitle kayb1, PVA ana zincirinin dekompozisyonu nedeniyle yaklasik 410°C’de
gbzlemlenmistir [89] (Sekil 4.11. ve Sekil 4.12.). PVA/CA fiberlerinde ise kiitle kaybinin
iic asamada meydana geldigi tespit edilmistir. ik asama yapisindaki CA’ya bagh olarak
yaklagik 201°C’de baslamistir. Bu asama ugucu maddelerin ve adsorbe edilen nemin
uzaklagmasini temsil etmektedir. Yaklasik 290°C - 410°C araliginda gerceklesen kiitle
kaybinin ikinci asamasinda hem CA hem de PVA dekompozisyonu gergeklesmektedir.
Son kiitle kayb1 asamasi ise hibrit fiber yapisindaki PVA kaynaklidir ve bu bolgede

nitrojen atmosferi altindaki PVA dekompozisyonu tamamlanir [90].

Termal stabilite analizleri degerlendirildiginde PVA/CA fiberlerinin, PVA ve CA’ya
benzer sonuglar verdigi goriilmiistiir. Sonug¢ olarak iiretilen hibrit fiberlerin termal

stabilitesinde herhangi bir degisim olmadig1 anlagilmustir.

Cizelge 4.5. Hibrit fiberlerin farkli bozulma asamalarindaki Tq Ve Tmax degerleri

Birinci bozulma Ikinci bozulma Ucgiincii bozulma
Fiberler bolgesi bolgesi bolgesi
Ta (°C) Toax (°C)  Ta(°C) Tmax (°C)  Ta(°C)  Tmax (°C)
CAICA 205 226 326 359 - -
PVA/PVA 238 261 411 439 - -
PVAI/CA 201 210 295 326 410 428
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Sekil 4.11.  Hibrit fiberlerin termogravimetrik 6zellikleri.
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Sekil 4.12.  Hibrit fiberlerin DTG analizi.
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4.3. EcN’nin Hibrit Fiberlere Enkapsiilasyonu

Termal karakterizasyonun sonunda EcN’nin enkapsiilasyonuna gecilmistir. Bu amagla
2X konsantrasyondaki PVA ¢ozeltisi ve 10 mL PBS (I mM, pH 7.4) i¢inde silispanse
edilmis taze EcN kiiltiirii ile 1:1 (h/h) oranda karistirilmistir. Sonug olarak elektroegirme
cozeltisi olarak EcN inokiile edilmis %10 (a/h) PVA ( % 1.0 (a/a) Triton X-100 igeren 1
mM PBS (pH 7.4)) kullanilmastir.

Ilk olarak diger analizlerde kontrol grubu olarak kullanilacak olan PVA/PVA-ECN
fiberleri iiretilmistir. Bu amacla 1 mL/sa hizda EcN inokiile edilmis PVA ¢d6zeltisi
beslenen acili ¢ift nozul elektroegirme prosesi, 25 kV’de, nozullar ile kolektor arasi
mesafe 8 cm olacak sekilde calistirilmis ve aliiminyum folyo {izerinde toplanan

PVA/PVA-EcN fiberlerinin gortntisii (Sekil 4.13.) ESEM kullanilarak elde edilmistir.

PVAJ/CA-EcN fiberlerinin iiretilmesi i¢in daha Onceki karakterizasyon analizleri
sonucunda segilen %20 (a/h) CA ( asetik asit: etanol (8:2)) kullanilmistir. Bir nozuldan
0.4 mL/sa akis hizinda CA ¢d6zeltisinin, diger nozuldan ise 1 mL/sa akis hizinda EcN
inokiile edilmis PVA ¢dzeltisinin elektroegirme sistemine beslemesi yapilmistir. Ac¢ili
cift nozul elektroegirme sistemi daha 6nceki asamalarda oldugu gibi nozullar ve kolektor
aras1 mesafe 8 cm olacak sekilde, 25 kV’de yiiriitiilmiistiir. Proses sonunda elde edilen
hibrit fiberlerin goriintiileri (Sekil 4.14.) ESEM kullanilarak elde edilmistir.

Elde edilen goriintiiler incelendiginde PVA/PVA ve PVA/CA fiberleri ile basarili bir
sekilde EcN’nin  enkapsiilasyonunun  yapilabildigi  goriilmiistiir.  Gorlintiiler
incelendiginde PVA/CA-EcN fiberlerinde hem PVA hem de CA fiberleri tarafindan
sartlmis mikroorganizmalarin varli§i tespit edilmistir. Daha sonraki asamalarda

enkapsiile halde EcN igeren hibrit fiberlerin analizleri yapilmistir.
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Sekil 4.13. PVA/PVA-EcN fiberlerinin farkli biiyiitmelerdeki ESEM goriintiileri. A)
Biiytitme 4000X; B) Biiyiitme 8000X; C) Biiyiitme 10000X; D) ve E)
Biiylitme 25000X; F) Biiyiitme 40000X
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Sekil 4.14.  PVA/CA-EcN fiberlerinin farkli biiyiitmelerdeki ESEM gorintiileri. A)
Biiyiitme 8000X; B) Biiyiitme 16000X; C) ve D) Biiylitme 25000X; E) ve
F) Biiyiitme 30000X
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4.4. Elektroegirmenin EcN Canlihgina Etkisi

EcN’nin hibrit fiberlere enkapsiilasyonu amaciyla acgili ¢ift nozul elektroegirme islemi
kullanilmistir. Elektroegirme prosesinde daha Onceki asamalarda optimum olarak
belirlenen sistem parametreleri kullanilmistir. EcN inokiile edilmis PVA (elektroegirme
¢Ozeltisi) sisteme bir nozuldan 1 mL/sa hizda beslenirken diger nozuldan 0.4 mL CA
beslenmistir. Elektroegirme sistemi 25 kV’de ve nozullar ile kollektor arast 8 cm olacak
sekilde baslatilmistir. Hem PVA/PVA-EcN hem de PVA/CA-EcN fiberlerinden alinan
numunelerden sayim sonucu alinmistir. Calismanin bu agamasinda hem elektroegirme

isleminin hem de CA’nin mikroorganizma canlilig1 iizerindeki etkisi gozlenmistir.

Bu analizde, elektroegirme ¢ozeltisindeki ve proses sonucu elde edilen hibrit fiberlerdeki

sayim sonuglar1 (Cizelge 4.6.) dikkate alinmistir.

Cizelge 4.6.  Elektroegirme isleminin EcN'nin canliliina etkisi

Canlilik Sonuglari (log, kob/mL)

Elektroegirme Cozeltisi Hibrit Fiber
PVA/PVA-ECN 9.51+0.05 8.75+0.28
PVA/CA-EcN 10.6+0.16 8.71£0.10

Sonuglar ii¢ paralelin ortalamasi + SS olarak verilmistir.

Sayim sonuglari incelendiginde PVA/PV A-EcN fiberlerinde elektroegirme iglemi sonucu
canlilikta ~1 log (kob/mL) biriminde azalma oldugu goriilmiistiir. Ancak literatiirdeki
calismalarda bu seviyedeki ve tistiindeki diistisler dahi kabul edilebilir goriilmistiir [56,
91, 92]. Bu ac¢idan bakildiginda tercih edilen parametrelerle yapilan elektroegirme
isleminin EcN canliligin1 ciddi anlamda etkilemedigi ve probiyotik enkapsiilasyonu

amaciyla uygulanabilir oldugu kabul edilmistir. PVA/CA-EcN fiberlerinde ise bakteri
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canliliginda ~2 log (kob/mL) azalma tespit edilmistir. CA’nin hazirlanmasinda kullanilan
asetik asidin mikroorganizmalar {izerinde toksik etkili oldugu ve canlilikta azalmaya
neden oldugu bilinmektedir [93]. EcN canliligindaki diisiisiin elektroegirme prosesi
sirasindaki asetik asit evaporasyonu nedeniyle oldugu tahmin edilmektedir. Ancak ~2 log
(kob/mL) diisiistin normal kabul edildigi toksik etkeni olmayan c¢ozeltilerle yapilan
elektroegirme calismalarinin [56, 92] bulunmasi ve canliliktaki azalmaya ragmen
PVA/CA-EcN fiberlerinde ~9 log (kob/mL) diizeyinde canli mikroorganizmanin
bulunmasi, kurulan ag¢ili ¢ift nozul elektroegirme islemi ile CA’nin probiyotik

enkapsiilasyonunda kullanilabilirligini gostermektedir.

4.5. Enkapsiilasyon Verimliligi

Kullanilan ¢ozeltilerin etkinliginin daha iyi gozlenebilmesi i¢in mikroorganizmalarin
fiber ylizeyine immobilize degil fiber i¢ine enkapsiile olmalar gerekmektedir. Bu nedenle
enkapsiilasyon  yontemlerinin tamaminda enkapsiilasyon  verimliligi  6nemli

parametrelerdendir.

Bu calismada, fiberlere enkapsiile olmamis bakteri sayisi iiretilen fiberlerin PBS ile
yikanmasiyla elde edilen siipernatanttan yapilan ekimler sonucunda belirlenmistir. Hibrit
fiberlerdeki toplam bakteri sayisiyla, fiberlere enkapsiile olmamis bakteri sayisindan

yararlanilarak (Esitlik 3.1.) %EV hesaplanmuistir.

Cizelge 4.7. % Enkapsiilasyon verimliligi

Fiberler % EV
PVA/PVA-EcN % 91+12
PVA/CA-EcN % 96+2°

Sonuglar ii¢ paralelin ortalamasi + SS olarak verilmistir. ° Farkli harfler, farkli hibrit

fiberlerden elde edilen degerlerin arasindaki anlaml farki gostermektedir (p < 0.05).
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Sonuglar incelendiginde hem PVA/PVA-ECN hem de PVA/CA-EcN fiberlerinin yiiksek
enkapsiilasyon verimine sahip oldugu gériilmiistiir (Cizelge 4.7.). iki farkl1 hibrit fiberin
enkapsiilasyon verimlilikleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir. PVA/PVA-
EcN’nin daha diisiik %EV’ye sahip olmasinin nedeni, PVA’nin suda ¢6ziiniir yapisindan
dolayi, tamamen PVA’dan olusan hibrit fiberlerde yikama sirasinda da diisiik miktarda
da olsa salinimin gergeklesmis olabileceginden kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Ayrica
PVA/CA-EcN fiberlerinde oransal olarak daha az PVA bulunmasi ve CA fiberlerinin
PVA’y1 baz1 bolgelerde kaplamasi da PVA/CA-EcN fiberlerinde, daha yiiksek %EV

saglamis olabilir.

4.6. Sindirim Sistemi Simiilasyonu

Mide ve bagirsak ortamlarimin simiile edildigi sindirim simiilasyonu analizinde EcN
canliliginda enkapsiilasyon matrislerinin etkileri aragtirllmistir. Ayrica enzim ve safra
tuzu bulundurmayan similasyon ¢6zeltilerinin de etkisi gozlenmistir. Enzim igermeyen
bu ortamlarda da EcN canliliginda diisiis oldugu, ancak elde edilen sonuglarin (sonuglar
gosterilmemistir) enzim igeren simiilasyon ortamindakilerle karsilagtirilmasi sonucu,

canliligr asil etkileyen durumun enzimlerin varligi oldugu anlasilmistir.

SMC ve SBC ortamlarinda yapilan sindirim simiilasyonunda ~9 log (kob/mL) baslangi¢
yiikiine sahip olan serbest formdaki EcN, mide simiilasyonunun 100. dakikasinda
canliligmmi tamamen kaybetmistir (Sekil 4.15.). PVA/PVA-EcN fiberlerinde ise 120
dakikalik mide simiilasyonu sonucu mikroorganizma canliliginda ~5.0 log (kob/mL)
azalma yasanmis ve bagirsak simiilasyonu 4.1 log (kob/mL) EcN ile baslamistir. Bagirsak
simiilasyonu sonucunda ise canlilikta ~1 log (kob/mL) diislis yasanmistir. Sonug olarak
sindirim simiilasyonu sonucu PVA/PVA fiberleri ile yapilan enkapsiilasyonda EcN
sayisinda toplamda ~6.0 log (kob/mL) azalma goriilmesine karsin, simiilasyon sonucunda
bagirsaklarda 2.9 log (kob/mL) probiyotik canliligini siirdiirmektedir (Sekil 4.15.).
Serbest formdaki EcN’nin sindirim simiilasyonu sonucu diisiiniildiiglinde, ag1li ¢ift nozul
elektroegirme sistemi ile yapilan probiyotik enkapsiilasyonunun sindirim sisteminin

olumsuz kosullarina kars1 mikroorganizmayi korudugu gézlenmistir.
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Sekil 4.15.  Sindirim sistemi simiilasyonunda bakteri canliliinin zamana bagh

degisimi. Hata ¢ubuklar1 ortalamanin standart sapmasini temsil etmektedir
(n = 2), *® farkli harfler, farkli hibrit fiberlerden elde edilen degerlerin

arasindaki anlamli farki géstermektedir (p < 0.05)

PVAJ/CA-EcN fiberlerinin sindirim sistemi simiilasyonu incelendiginde, CA kullanimiyla
birlikte, mide simiilasyonu sonucu bu hibrit fiberin EcN’nin canliligini hem serbest
formdaki EcN’den hem de PVA/PVA-EcN fiberlerinden daha iyi korudugu
gozlemlenmistir. SMC’deki 120 dakika sonunda PVA/CA fiberleri ile enkapsiile edilen
probiyotiklerde ~2.0 log (kob/mL) diisiis gézlenmis ve 6.1 log (kob/mL) diizeyinde EcN
canli kalabilmistir. CA’nin 6zellikle diisiik pH’lardaki salinim hizinin diisiik olmasinin,
PVA/PVA-EcN fiberlerine kars1 avantajli olan bu sonucu sagladigi diisiiniilmektedir. 240
dakikalik sindirim simiilasyonu sonucunda, PVA/PVA-EcN fiberlerinden ~1.5 log
(kob/mL) biriminde daha yiiksek olmak iizere, 4.2 log (kob/mL) EcN canliligini
sirdiirmektedir (Sekil 4.15.).

Mide simiilasyonunun ve sindirim sistemi simiilasyonunun sonunda yapilan istatistik
analizleri, serbest EcN, PVA/PVA-EcN ve PVA/CA-EcN fiberlerinden elde edilen

datalarin istatistiksel olarak anlamli oldugunu gostermektedir.
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Bu sonuglar CA kullaniminin sindirim sistemindeki avantajini sergilemektedir. Yapilan
calismada kullanilan agili ¢ift nozul elektroegirme islemi ile CA’nin solventlerinin toksik
etkisine maruz kalmadan, probiyotik mikroorganizmalara sindirim sistemi kosullarina
kars1 direng kazandirilabilecegi anlagilmistir. Sonug olarak agili ¢ift nozul elektroegirme
sistemininde CA kullanimiyla sindirim sistemi kosullarina dayanikli enkapsiilasyon
materyallerinin iretilebilecegi tespit edilmistir. Ayrica aynmi sistemle, hazirlanmasinda
toksik olabilecek solventlerin kullanildigir polimerlerin bu etkilerinin bertaraf edilerek
avantajlarindan yararlanilabilecegi yeni enkapsiilasyon materyallerinin de tiretilebilecegi

gosterilmistir.

4.7. Depolama Kosullarinin EcN Canlihg: Uzerine Etkisi

Depolama kosullarinin EcN’nin canlilig1 iizerine etkisinin anlasilmasi igin 4°C ve 20°C
olmak tizere iki farkli sicaklikta 2 ay boyunca kontrol grubu olan serbest EcN ile birlikte
hibrit fiberler depolanmistir. Ayn1 zamanda hem PBS (10 mM, pH 7.4) tamponu hem de
kuru formda depolanan fiberlerin zamana bagli canliliklarindaki degisim incelenerek,

hibrit fiberlerin depolanmasi i¢in en iyi yontem belirlenmistir.

Tampon i¢inde 20°C’de depolanan numunelerin hepsinde 2 ay sonunda canlilik devam
etmektedir. Serbest EcN’de iki ay sonunda ~3.0 log (kob/mL) olan EcN sayisi, depolama
stiresince ~5.5 log (kob/mL) azalmistir. PVA/PVA-ECN ve PVA/CA-EcN fiberlerinin
numunelerinden yapilan analizlerde ise benzer canlilik sonuglari elde edilmistir.
Depolama siiresi sonunda bu hibrit fiberde de ~3.5 - 4.0 log (kob/mL) araliginda EcN
tespit edilmistir (Sekil 4.16.). Mikroorganizmalarin daha stabil oldugu 4°C’de, biitiin
numunelerde beklendigi gibi 20°C’de yapilan depolamaya gore daha yiiksek canlilik
sonugclar1 elde edilmistir ve sonuglar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir. 4°C’de
tampon iginde iki aylik depolama sonucunda, serbest EcN’de 4.32 log (kob/mL),
PVA/PVA-EcN fiberlerinde 4.70 log (kob/mL), PVA/CA-EcN fiberlerinde 5.02 log
(kob/mL) EcN canliligini stirdiirmiistiir (Sekil 4.16.).

53



9.00

A
_ ¥ o
g X . "
S 6.00 1 x .
g Lt
- . T
[=1)] 7
=
P ; =oa
= 3.00 A ¥
i‘ X Serbest EcN
“ T T
S ®PVA/PVA-EcN
PVA/CA-EcN
000 T T T T
0 4 8
Zaman (hafta)
9.00
35?_ B
Son 2
I -
_ [ )
= 6.00 1 n
E P
= b
2 L
&b
=
~ 3.00 -
ﬁ X Serbest EcN
ﬁ ®PVA/PVA-EcN
o~
o PVA/CA-EcN
0.00 T T T T
0 4 8

Zaman (hafta)

Sekil 4.16.  Tampon igerisinde depolanan Orneklerin zamana bagli olarak
canliliklarinda meydana gelen degisim, A) 20°C; B) 4°C. Hata ¢ubuklari
ortalamanin standart sapmasini temsil etmektedir (n = 2), farkli harfler,
farkl1 Orneklerden elde edilen degerlerin arasindaki anlamli fark:

gostermektedir (p < 0.05)

Sonuglar incelendiginde tampon kullanilarak yapilan depolamada, enkapsiile olmayan ve
enkapsiile EcN’nin canliliklar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
gozlenmemistir. Yapilan calismanin daha 6nceki asamalarinda dort saatte hibrit fiberdeki

mikroorganizmalarin saliniminin tamamlandigr goriilmiistiir. Uzun siireli depolama
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sirasinda  probiyotik mikroorganizmalarin = salinimmin tamamlanmasi nedeniyle
enkapsiile olduklari hibrit fiberlerin koruyuculuklarini kaybettikleri ve bu nedenle serbest

EcN’ye yakin bir canlilik sonucu elde edildigi diistiniilmektedir.

Tampon c¢ozelti olmaksizin kuru formda saklanan probiyotik enkapsiile edilmis
fiberlerde, 20°C’de yapilan depolamada PVA/PVA-EcN fiberlerinde canlilikta ~2.6 log
(kob/mL) azalma goriiliirken, PVA/CA-EcN fiberlerinde probiyotik mikroorganizmanin
canliliginda ~2.2 log (kob/mL) azalma olmustur (Sekil 4.17.). Bu sicakliktaki depolama
stiresi sonucunda probiyotik canliligt ~6.0 log (kob/mL) biriminde korunmustur.
Sonugclar diisiik sicaklik degerlerine gerek duyulmadan, iiretilen fiberler ile bir aylik bir
siire boyunca, canlilikta 6nemli bir kayip yasanmadan depolama yapilabilecegini
gostermektedir. Bu analizde 20°C ve 4°C’deki, 8 hafta sonundaki canlilik sonuglar

arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir.

Kuru formdaki depolamada fiberlerin 4°C’de depolanmasi sonucu EcN canliliginda
onemli bir degisim gézlenmemistir (Sekil 4.17.). Bu sonug degerlendirildiginde, -20°C’ye
ihtiya¢ duyulmaksizin, hibrit fiberler kullanilarak enkapsiile edilen EcN’nin buzdolabi
sicakliginda (4°C) canliligin1 kaybetmeden ve ekstra bir isleme veya koruyucuya gerek
duymadan, uzun siire depolanabilecegi gosterilmistir. Bu sayede depolama sirasinda

enerjiden tasarruf saglanmis olacaktir.

Hem 4°C hem de 20°C’de kuru formda yapilan iki aylik depolama analizleri sonucunda
elde edilen canlilik sonuglari incelendiginde PVA/PVA-ECN ve PVA/CA-EcN
fiberlerinin sekiz hafta sonundaki canliliklart (log, kob/mL) arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark olusmamustir (Sekil 4.17.). Uretilen hibrit fiberlerde depolama sirasinda
CA ekstra bir koruyuculuk saglamamistir. Ancak yapilan ¢aligmada CA kullaniminin asil
amaci probiyotik mikroorganizmalarla kullanilmak iizere, sindirim sistemi kosullarina
daha direngli enkapsiilasyon materyallerinin gelistirilmesini saglamaktir. Sindirim
simiilasyonu sonuglar1 degerlendirildiginde bu amaca ulasildigi goriillmektedir. Ayrica
elektroegirme yonteminde probiyotik enkapsiilasyonu amaciyla en ¢ok kullanilan
materyallerden biri olan PVA’nin depolama sirasindaki koruyuculuguna, iiretilen

PVA/CA fiberleri ile denk bir koruyuculuk saglanmasi, gelistirilen bu hibrit fiberlerin de

55



elektroegirme yonteminde probiyotik enkapsiilasyonu amaciyla kullanilabilirligini

gostermistir.

Canhlik (log, kob/mL)

Canhlik (log, kob/mL)

Sekil 4.17.
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Kuru formda depolanan 6rneklerin zamana bagli olarak canliliklarinda
meydana gelen degisim, A) 20°C; B) 4°C. Hata ¢ubuklarn ortalamanin
standart sapmasini temsil etmektedir (n = 2), farkli harfler, farkli hibrit

fiberlerden elde edilen degerlerin arasindaki anlamli farki gostermektedir

(p < 0.05)
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5. YORUM

Probiyotik mikroorganizmalarin insan sagligi i¢in 6nemli oldugu uzun yillardir bilinen
bir konudur. Ancak c¢esitli faktorlere karst duyarliliklarinin - olmasi, bu
mikroorganizmalardan saglanan yarar1 azaltabilmektedir. Bu nedenle enkapsiilasyon
yontemleriyle probiyotiklerin stabilitelerinin korunmasi yaygin bir yontemdir. Diger
enkapsiilasyon yontemlerine gore cesitli avantajlart bulunan elektroegirme yontemi de

probiyotiklerin enkapsiilasyonunda kullanilan yontemlerden biridir.

Tez kapsaminda, probiyotik mikroorganizma modeli olarak kullanilan EcN’nin acili
elektroegirme yontemiyle iiretilen PVA/CA fiberlerine enkapsiilasyonu amaglanmistir.
Biyosensor yiizeylerinin olusturulmasi, filtreleme ve biyoaktif maddenin taginmasi gibi
amaglarla PVA/CA fiberlerinin kullanildigi ¢alismalar bulunmaktadir [62, 63, 94]. Bu
yayinlarda {retilen yeni hibrit fiberin PVA ya da CA fiberlerine gore c¢esitli alanlarda
avantajli oldugu vurgulanmaktadir. Ancak bu c¢alismalarda PVA/CA fiberleri
mikroorganizma enkapsiilasyonu amaciyla kullanilmamistir.  Yapilan literatiir
taramasinda PVA/CA fiberlerinin mikroorganizma enkapsiilasyonu i¢in kullanildig1 bir

caligmaya rastlanmamustir.

PVA’nin elektroegirme yonteminde mikroorganizma enkapsiilasyonu i¢in kullanildigi
cesitli caligmalar bulunmaktadir. Lopez-Rubio ve ark. [31] nin yaptig1 calismada PVA B.
Animalis Bb 12 susunun enkapsiilasyonu yapilmis ve depolama kosullarina kars
mikroorganizma direnci arttirilmistir. Ancak bu calismada sindirim sistemi analizi
bulunmamaktadir. PVA ile birlikte tarimsal atiklarin kullanildigi bagka elektroegirme
calismasinda da, probiyotik enkapsiilasyonunda sindirim simiilasyonu yer almamistir
[56]. PVA disinda suda ¢oziinebilen farkli polimerlerin kullanildigi yaymnlar da
bulunmaktadir [77, 78]. Bu ¢alismalarda probiyotiklerin depolama ve sindirim sistemi
kosullaria kars1 direnci artmistir. Ancak bu caligmalardaki polimerler, suda ¢ézlinen

polimerlerin probiyotik enkapsiilasyonundaki kisitlamalarina sahiptir.
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Suda c¢oziinen polimerlerin disinda suda ¢oziinmeyen polimerlerin elektroegirme
yonteminde, probiyotik enkapsiilasyonu i¢in kullanildig1 ¢alismalar da bulunmaktadir.
Pluronik F127 dimetakrilat polimerinin kullanildig1 bir elektroegirme calismasinda suda
coziinmeyen polimerlerin de probiyotik enkapsiilasyonu amaciyla kullanilabilecegi
gosterilmistir [80]. Ancak bu ¢aligmada sadece 4°C’deki depolamanin etkisi incelenmis,
oda sicakligindaki canlilik analiz edilmemistir. Ayrica bu calismada sindirim sistemi
simiilasyonu bulunmamaktadir. Bagka bir ¢calismada EcN, suda ¢oziinmeyen bir polimer
olan poli (etilen glikol) — polilaktit polimerine koaksiyel elektroegirme teknigi
kullanilarak enkapsiile edilmistir. Bu ¢alismada mikroorganizmalarin salinimi polimer
cozeltisine eklenen NaCl sayesinde, fiber yiizeyinde porlarin olusturulmasiyla
gergeklesmistir. Caligma sonucunda koaksiyel elektroegirme yontemi ve segilen
polimerle basarili sekilde probiyotik enkapsiilasyonu gergeklestirilmistir [81]. Ancak bu

caligmada sindirim sisteminin ya da depolama kosullarinin etkisi incelenmemistir.

Ayrica bu tez kapsaminda ilk defa CA mikroorganizma enkapsiilasyonu amaciyla
kullanilmistir.  Yapilan c¢alismada CA kullaniminin nedeni suda ¢oziinmeyen bu
polimerin ortamin pH degerine duyarli salinim o&zelliklerine sahip olmasidir. Bu
ozelliginden yararlanilarak sindirim sistemine direngli enkapsiilasyon materyallerinin
tiretilmesi amaglanmustir. Literatiirde CA nanofiberlerinin L. plantarum biyofilmi i¢in
immobilizasyon membrani olarak kullamildigi bir ¢alisma bulunmaktadir ve bu
caligsmayla planktonik hiicreye kiyasla, sindirim sistemi kosullarina daha direngli yapilar
elde edilmistir [95]. Ancak sindirim sistemi kosullarina karsi saglanan direng¢ CA
nedeniyle degil biyofilm yapisi sayesinde olmustur. Bu calismada enkapsiilasyon
olmadig1 i¢in CA’nin koruyuculugundan yararlanilamamistir. Tez kapsaminda yapilan
enkapsiilasyon ¢alismasiyla CA ilk kez probiyotik enkapsiilasyonu amaciyla

kullanilmistir.

CA ¢ozeltisinin hazirlanmasi sirasinda kullanilan ve mikroorganizmalar tizerinde toksik
etkileri olabilen solventlerin etkisi agili ¢ift nozul elektroegirme sistemi ile azaltilmistir.
Bu sistemde CA ve EcN’nin inokiile edildigi polimer (PVA), sisteme ayr1 nozullardan
basilmis ve elektroegirme prosesi sirasinda olusan fiber jetlerinin ¢akismasi ile hibrit

fiberler tiretilmistir. EcN inokiilasyonunda PV A kullanimiyla, bu polimerin sulu ortamda
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jellesme Ozelligi sayesinde literatiire uygun olarak [63] mikroorganizma salinimi

geciktirilmistir.

Caligma kapsaminda ilk olarak kullanilacak polimerlerin optimizasyonu yapilmistir. Bu
amagcla farkli solventler ya da konsantrasyonlarda ¢ozeltiler hazirlanip, farkli akis
hizlarinda elektroegirme sistemine beslenen ¢ozeltilere ait viskozite ve kondaktivite
datalan ile elde edilen goriintiiler ve fiberlerin ortalama ¢aplar1 degerlendirilmistir.
Degerlendirme sonucunda damla kusuru olmayan ve tek diize fiber iiretimine imkan
veren %20 (a/h)’lik CA (asetik asit: etanol (8:2, h/h)) ve %10 (a/h)’luk PVA (%1 Triton
X-100 (a/a) igeren 1 mM PBS (pH 7.4))’nin kullanilmasina karar verilmistir.

Acili ¢ift nozul elektroegirme yontemiyle EcN enkapsiilasyonuna gecilmeden 6nce
PVA/PVA, CA/CA ve PVA/CA fiberleri tiretilmistir. Elde edilen fiber goriintiilerinin
ESEM ile incelenmesi sonucu hibrit bdlgeleri tespit edilmis ve basarili hibrit fiberlerin
kurulan elektroegirme sistemi ile iiretilebilecegi gosterilmistir. Bu fiberlerin ortalama
caplarinin hibrit olamayanlara gére daha biiylik oldugu goriilmiistiir. Hibrit bolgelerinden
kaynakl1 bu fark literatiirden elde edilen bilgilere benzerdir [90]. Bu hibritlerle yapilan
termal analiz sonucunda {iretilen PVA/CA fiberlerinin, yapisindaki PVA ve CA’nin
termal karakterine benzer bir sonug verdigi goriilmiistiir. Sonug olarak hibrit fiber tiretme
prosesinin termal stabiliteyi etkilemedigi anlasilmistir. Ancak hibrit fiber tiretiminin ana
amaciin termal stabiliteyi arttirmak degil sindirim sistemi kosullarina dayanikli
enkapsiilasyon materyali liretmek olmasi nedeniyle, bu sonu¢ calismayr olumsuz

etkilememektedir.

EcN enkapsiilasyonu i¢in iiretilen PVA/PVA-EcN ve PVA/CA-EcN fiberlerinin ESEM
goriintiileri incelendiginde probiyotik mikroorganizmanin hibrit fiberlerle basarili bir

sekilde enkapsiile edilebildigi goriilmiistiir.

Bu asamadan sonra ilk olarak yiiksek voltajda calistirilan elektroegirme sisteminin
mikroorganizma canliligina etkisi arastirilmistir. Sonuglar incelendiginde her iki hibrit

sistemin de elektroegirme iglemi sonrasi kabul edilebilir sayida mikroorganizma igerdigi
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gorilmistiir. Fakat PVA/CA-EcN fiberlerindeki canlilik diger hibrit fiber olan
PVA/PVA-EcN fiberlerinden daha diisiik saptanmustir. Bunun nedeninin elektroegirme
sirasinda meydana gelen solvent evaporasyonu oldugu disiiniilmektedir. Ancak
canliliktaki bu diislise ragmen elektroegirme sonrasi ~9 log (kob/mL) mikroorganizmanin

canliligmmi siirdiiriiyor olmast bir¢cok calisma ic¢in kabul edilebilir bir sonu¢ olarak

gortilmistiir [56, 91, 92].

Bir sonraki asamada diger bir 6nemli parametre olan EcN’nin hibrit fiberlerdeki %EV
hesaplamistir. Bu analizde hibrit fiberlerdeki toplam bakteri sayisi ve fiberlerin yitkanmasi
sonucu elde edilen enkapsiile olmamis EcN sayis1 karsilastirilarak sonug verilmistir.
Analiz edilen iki farkli hibrit fiberde de %90’nin iizerinde, yliksek bir enkapsiilasyon
verimi elde edilmistir. PVA/PVA-ECN ve PVA/CA-EcCN fiberlerine ait sonuglari
incelendiginde CA kullanilan hibrit fiberdeki %EV nin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.
Bu duruma PVA/CA fiberlerinde oransal olarak daha diisiik miktarda suda ¢6ziinen
polimer bulunmasi ve hibrit bdlgeleri sayesinde CA’nin PVA’y1 kaplayarak fiber i¢ine
enkapsiile olmamis EcN’nin de salinima izin vermemesinin neden olabilecegi

disiiniilmektedir.

Kurulan elektroegirme sistemi ile tiretilen hibrit fiberlerin sindirim sistemindeki kosullara
kars1 direncinin arttirilip arttirtlmadiginin anlasilmasi igin sindirim sistemi simiilasyonu
yapilmistir. Yapilan analizler sonucunda hazirlanan simiilasyon ortamlarinda serbest
EcN’nin canliligini mide simiilasyonunun 100. dakikasinda tamamen kaybettigi
goriilmistiir. Enkapsiile edilmis formdaki EcN ise sindirim sistemi simiilasyonu sonunda
halen canliligini stirdiirmektedir. Bu durum elektroegirme yontemi ile iiretilen fiberlerin
probiyotiklerin mikrooenkapsiilasyonunda kullanilmasiyla canlilarin sindirim sistemi
kosullarina direncinin arttirtlabilecegini gostermektedir. PVA/PVA ve PVA/CA fiberleri
kullanilarak ~ yapilan  probiyotik  enkapsiilasyonlarinin  simiilasyon  sonuglari
degerlendirilerek CA’nin etkinligi arastirilmistir. Simiilasyon sonucunda elde edilen
veriler degerlendirildiginde hem mide simiilasyonu sonunda hem de daha sonrasinda
sindirim simiilasyonun tamamlanmasinin ardindan alinan canlilik sonuglarina gore
PVA/CA-EcN fiberlerinin, PVA/PVA-EcN fiberlerinden iistiin oldugu gézlemlenmistir.
Probiyotik enkapsiilasyonu amaciyla PVA/CA fiberlerinin  kullanilmasi  bu
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mikroorganizmalarin sindirim sistemi kosullarina karsi olan direncini arttirmigtir. CA’nin
genel olarak PVA’ya kiyasla daha yavas bir salinim hizina sahip oldugu bilinmektedir
[63]. Ayrica CA’nin diisiik pH degerlerinde daha yavas bir salinim hizina sahip olmasi,
enkapsiile edilen materyali mide kosullarina kars1 korumaktadir. Hiicrelerin saliniminin
daha yavas olmasi sayesinde mikroorganizmalarin sindirim sistemi kosullarindan,
ozellikle midedeki kosullardan, daha 1yi korundugu ve canliliklarinin daha az etkilendigi
diistiniilmektedir. Sonug olarak ¢alisma kapsaminda gelistirilen PVA/CA fiberleri ile
sindirim sistemi kosullarina diren¢li, mikroorganizma enkapsiilasyonu amaciyla

kullanilabilen enkapsiilasyon materyali iiretilmistir.

Son olarak hibrit fiberlere enkapsiile edilen probiyotik mikroorganizmanin depolama
kosullarindaki canliligr aragtirilmistir. Bu amagla tampon i¢inde ve kuru fiber formunda,
4°C ve 20°C’de iki ay boyunca 6rnekler depolanmistir. Tampon igerisinde depolamada
beklendigi iizere iki ay sonunda 4°C’deki canlilik sonuglar1 20°C’ye gore daha yliksektir.
Ancak tampon igerisinde depolanan 6rneklerde canlilik sonuglari incelendiginde, serbest
EcN ve enkapsiile EcN arasinda énemli bir canlilik farki olusmadigi gézlemlenmistir.
Uzun depolama siireleri boyunca hibrit fiber iginde enkapsiile halde bulunan
mikroorganizmalarin tamamen salindigi ve serbest forma gectigi, bu nedenle
enkapsiilasyonun ve fiberlerin koruyucu etkisinden yararlanilamadig1 diisiintilmektedir.
Kuru formda yapilan analizlerde ise iki aylik siire boyunca probiyotikler ¢ok daha stabil
kalmis ve canliliklarini korumustur. Bu formda 20°C’de yapilan depolamada yaklasik bir
ay siiresince enkapsiile hiicrelerde dnemli bir canlilik kayb1 yasanmamuistir. Bu durum da
bir aylik depolamalarda buzdolab1 sicakligina (4°C) dahi gerek duyulmayabilecegini
gostermektedir. 4°C’de yapilan depolamada ise beklendigi gibi daha yliksek sicakliktaki
depolamaya kiyasla, mikroorganizma canliliginin daha uzun siire degismeden korundugu
gozlemlenmistir. Bu sicaklikta kuru fiber formundaki iki aylik siire¢ sonunda enkapsiile
hiicrelerin canliliginda 6nemli bir degisim gozlenmemistir. Bu sonug tretilen fiberlerle
daha diisiik sicakliklara gerek duyulmadan probiyotik mikroorganizmalarin
depolanabilecegini  gostermektedir. Ancak PVA/PVA-ECN ve PVA/CA-EcN
fiberlerinden elde edilen veriler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanamamistir. Bu sonug¢ degerlendirildiginde CA’nin depolama kosullarina karsi
PVA’ya kiyasla ekstra bir avantajinin olmadig: anlasilmistir. Ancak yapilan calismada

asil kullanim amaci sindirim sistemine direngli enkapsiilasyon materyali iiretmek olan
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PVA/CA fiberlerinin, elektroegirme sisteminde mikroorganizma enkapsiilasyonu
amaciyla en ¢ok kullanilan polimerlerden olan PVA’ya denk bir sonu¢ vermesi de
onemlidir. Ayrica sonu¢ olarak iiretilen PVA/CA fiberleri ile EcN’nin depolama

kosullarina kars1 olan direnci arttirilmastr.

Tez caligmasinin sonucunda acili ¢ift nozul elektroegirme sistemi kullanilarak PVA/CA
fiberleri tretilmistir. Kullanilan sistem sayesinde CA’nin toksik etkilere sahip olan
solventinin canlilik iizerindeki olumsuz etkileri engellenerek, bu polimerin sahip oldugu
avantajlardan yararlanilmistir. Sonug olarak yiiksek enkapsiilasyon verimine sahip ve
depolama kosullarina karsi mikroorganizmay1 koruyabilen ve en Onemlisi sindirim

sistemi kosullarina karsi dayanikli bir probiyotik enkapsiilasyon materyali tiretilmistir.

Calisma kapsaminda elde edilen sonuglar, probiyotik enkapsiile edilen hibrit fiberlerin
fonksiyonel gidalarin iiretiminde kullanilabilecegini gostermektedir. Gelistirilen fiberler
salinim ozelliklerinden dolay1 s1v1 gidalarda kullanima uygun olmasa da, hibrit fiberdeki
CA oranina bagli olarak salinim hizinin degistirilebilecegi ve bu tiirdeki gidalarda
kullanima uygun hale getirilebilecegi diistintilmektedir. Sindirim sistemindeki
direncinden dolayr, PVA/CA hibriti ile yapilan enkapsiilasyon sonucu diisiik pH
seviyelerine sahip gidalarda da mikroorganizma canliligi uzun siire stabil tutulabilecektir.
Tez kapsaminda gelistirilen iiriin 6zellikle diisiik nem igerigine sahip hububat {iriinleri ve
kuru meyveler gibi gidalarda kullanima uygundur. Bu sayede raf omrii boyunca
mikroorganizma canlilif stabil olan ve sindirim sistemi kosullarina direngli fonksiyonel
gidalar gelistirilebilcektir. Bagirsaga daha fazla probiyotik mikroorganizma

ulastirilmasiyla biyoyararlanimi daha yiiksek tirtinler iiretilebilecektir.
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