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immobilizasyonun Probiyotik Kiiltiirlerde Kullanimi

Hatice Bozkurt' , Belma Aslim?

Ozet:

insan viicudu dinamik bir ekosistem olup, trilyonlarca mikroorganizmanin konakgisi
durumundadir. Bu ekosistemde bulunan mikroorganizmalar temelde faydali ve zararli
olmak Uzere iki gruba ayrilmaktadir. Saglikli bir konakgida bu iki grup dinamik bir
denge halinde olup faydali mikroorganizmalar baskin mikroflorayi olusturmaktadir.
Sindirim sisteminde bulunan ve faydali olarak nitelendirilen bu mikroorganizmalara
probiyotik adi verilir. Ve bunlarin gidalarin sindirimine, vitamin Uretimine ve zararh
mikroorganizmalarin neden oldugu hastaliklarin 6nlenmesine yardimci oldugu
bilinmektedir (1, 2, 3, 4, 5).

Bagirsak ekosistemi fizyolojik dengesi hastalik, yaslihk, antibiyotik veya ilag
kullanimi, diyet aligkanlklarinin degistiriimesi, iklim kosullarinda meydana gelen
degismeler ve cgevresel toksik maddeler gibi faktérlerden dogrudan veya dolayli
olarak etkilenebilmektedir (3). Bagirsak sisteminin dengesinde meydana gelen bu
dizensizlikler sonucu bagirsak mikroflorasinin dengesi bozulur ve faydal
mikroorganizma sayisinda dugusler baslar (6, 7).

Son yillarda yapilan calismalara gore, bu mikroflora dengesizliginin disaridan
yapilacak mikroorganizma takviyesi ile asilabilecegi belirtiimigtir. Faydali bakteriler
yogurt gibi fermente sut Urunlerine eklenerek, probiyotik Gran olarak piyasaya
sunulmaktadir (2, 3).

Disaridan vicuda verilen bu yararli mikroorganizmalarin faydali olabilmesi igin
midedeki dusuk asitlik ve safra tuzu gibi oldurtcu etkiler kargisinda canhliklarini
muhafaza edebilmelidirler (8, 9).

Sonugta faydali mikroorganizma bagirsaga ulastiginda canli ve belli bir sayinin
uzerinde olmalidir (8, 9).

immobilizasyon (tutuklama) uzun yillardir kullaniimakta olan bir yéntemdir. Bu
yonteme gore enzimler ve huicreler polimer adi verilen matrikslerin icerisine
hapsedilmektedir. Bu yontemin probiyotik mikroorganizmalara uygulanmasi ise
yenidir (8, 9).

immobilizasyon ile probiyotiklerin hidrokolloid kiireler igerisine hapsedilmesi bu
mikroorganizmalarin sindirim sistemi ve fermente gidalarda canliliklarinin korunmasi
icin Onerilen bir yontemdir. Bu sayede koruyucu bir polimer tarafindan sarilan
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mikroorganizmanin dustk asitlik, safra tuzu, bakteriyofaj gibi olumsuz etkilere karsi
canhligi korunmus ve dayanikhhigr arttiriimis olmaktadir. Ayrica bu sayede Urunlerin
depolanma suresi artmaktadir (7, 8, 9, 10).

Probiyotik
Tanimi ve Tarihgesi

Probiyotik kelimesi Yunanca olup “yasam igin” anlamina gelmektedir. Probiyotik
terimi ilk defa 1965 yilinda, Lilly ve Stillwell arastiricilar tarafindan, diger
mikroorganizmalarin gelisimini destekleyen maddeleri tanimlamak igin kullaniimistir
(3). Genel anlamiyla probiyotikler, insan ve hayvanlarin dogal mikroflorasina ait
Ozellikleri geligtiren, tlketimleri sonucunda agizda, sindirim sisteminde, Ust solunum
yollarinda yada urogenital kanallarda yararli etkileri ile konakginin saghgini koruyan,
buralarda olusan enfeksiyonlarin iyilesmesine katkida bulunan, tek veya karisik
mikroorganizma kulturleridir (4).

“Probiyotik urin” denildiginde ise; icerisinde konakgi sagligi uzerine olumlu etkileri
olan mikroorganizmalari igeren, c¢esitli enzim, vitamin ve aroma bilesenleri ile
desteklenerek dogrudan kapsul veya tablet haline getirilmis diyet destekleyiciler
anlasiimaktadir. Bu tablet veya kapsduller "farmasoétikaller” olarak da bilinmekte olup,
hastaliklarin tedavisinde ila¢ yerine kesinlikle kullaniimamakta, sadece saglik
destekleyici Urlnler olarak satilmaktadir (1, 2, 3).

Fermente gidalarin metabolizma Uzerindeki faydali etkileri ilk defa 20. yuzyilin
baslarinda, Nobel Odlli sahibi, Rus bilim adami Elie Metchnikoff tarafindan éne
surtlmastir. Metchnikoff, Bulgar ciftgilerin fermente sit Grlnleri tiketimi sonucu daha
saglhkh ve uzun omdarla olduklarini, bunun nedeninin ise bu Urtnlerde bulunan gubuk
seklindeki bakterilerin (Lactobacillus spp.) bagirsaktaki mikroflorayr olumlu yonde
etkilemesi ve toksik mikrobiyal aktiviteyi azaltmasi oldugunu belirtmistir. Fermente
gidalarda saglkli yasam arasindaki bu baglanti bugiinde gecerliligini korumaktadir.
Fermente UrUnler Uzerine yapilan galigmalar ancak son 10-15 yilda hiz kazanmistir

3).
Probiyotiklerin insan Saghgi Uzerine Etkisi

Probiyotiklerin bagirsak fizyolojisi Uzerine dolayli veya dogrudan etkide bulunarak
immun sistemi uyardigi, bu ¢ercevede konakginin agiz ve sindirim sistemi dahil, Ust
solunum yolu ve uUrogenital sistem mukozal yuzeyini etkileyerek iyi hal ve saghgi
gelistirici, hastalik riskini azaltici potansiyel etkiye sahip oldugu bilinmektedir.
Asagida, probiyotiklerin zararl etkilerini azalttigr hastaliklar ile glclenmesine
yardimci oldugu sistemler Uzerine etkisi hakkinda bilgiler verilmistir (2, 3).

Akut diyare (ishal): Cevre kosullarinin genellikle yetersiz oldugu gelismekte olan
ulkelerde bebek ve gocuklarda diyare ataklarina rastlanir. Bu diyare ataklarinin gogu
hafif gecer, ama bazilari yasami tehdit edecek kadar agirdir. Bu bdlgelerde, diyare ile
seyreden hastaliklarin buyudk g¢ogunlugundan enterotoksijenik E.coli ve Rotaviriis
birlikte sorumludur. Endustrilesmis Ulkelerde ise bebekler ve c¢ocuklarda diyare
ataklarina daha az rastlanmaktadir. Ancak en sik gorulen sorumlu etken yine



Rotavirtis’'dur. Fermente sut UrUnlerinin  Rotaviriis diyareli ¢ocuklarda diyarenin
suresini yari yariya azalttigi bildirilmigtir (3, 11, 12, 13).

Antibiyotik kullanimi sonucu olusan diyare: Antibiyotige bagl diyarede; bagirsak
mikroflorasindaki bir kisim faydali mikroorganizmanin 6lmesi sonucu zararh
mikroorganizmalar baskin hale gelir. Bu nedenle antibiyotik tedavisinin genellikle
sindirim sistemi sisteminde bazi yan etkilere neden oldugu, antibiyotik alan hastalarin
%<20 sinde diyare olustugu bildirilmektedir. Bunun yani sira antibiyotik kullanimi
sonrasi hastada antibiyotige bagli diyarenin olusup olugmayacagi Onceden
bilinememektedir.

Antibiyotik kaynakli diyarenin Onlenmesi icin birgok probiyotik kullaniimistir.
Bunlardan bazilari Saccharomyces, Lactobacillus, Bifidobacterium ve Streptococcus
dir. Bu uygulamalar sonucunda diyare suresinin kisaldigi ve hatta bazi suslarin
kullaniimasiyla énlendigi belirlenmigtir (3, 11, 13).

Helicobacter pylori enfeksiyonlari: Son zamanlarda kronik gastrit, mide ve
onikiparmak bagirsag! uUlseri hatta mide kanserinin 6nemli etkenlerinden birinin bu
bakteri oldugu belirlenmigtir. Gram pozitif, mikroaerofilik bir mikroorganizmadir.
Midede mukus tabakasi veya hemen altinda gastrik epitele yapisik halde bulunur.
Bakteri salgiladigi Ureaz enzimi ile gevresinde alkali bir ortam yaratarak mide
asitinden, katalaz enzimiyle de notrofillerden salinan reaktif metabolitlerin toksik
etkisinden korunmaktadir Yapilan in vivo ve in vitro calismalarda bazi laktik asit
bakterilerinin H. pylori 'ye antogonistik etki yaptigi rapor edilmistir. Ozellikle
Lactobacillus cinsi turlerinde Uretilen laktik asit ve bakteriosin gibi metabolitlere bagdl
olarak H. pylori 'nin Ureaz aktivitesinin dnemli derecede azaldigi belirlenmistir (2, 3,
14, 15).

Hepatik ensefolepati: Barsaklarda azotlu bilesiklerin amino asit deaminasyonu ve
bakteriyal hidrolizi ile olusan amonyagin, hepatik ensefalopati patogenezinde énemili
rol oynadigi kabul edilmektedir. Lactobacillus acidophilus ve neomisin ile tedavi
edilen hastalarda sadece neomisin ile tedavi edilen hastalara kiyasla fekal Ureaz
aktivitesinin daha fazla azaldigi belirlenmistir. Fekal Ureaz aktivitesinin azalmasi;
serum amonyak duzeyini dusurerek hastanin klinik durumunun duizelmesine yol
agmaktadir (2, 3, 5).

Laktoz intoleransi: Laktoz intoleransi, diunya nufusunun %70’'inde barsakta f3-
galaktosidaz aktivitesinin azligindan kaynaklanan bir problemdir. Glikoz ve galaktoz
olarak bilinen iki monosakkaritden olusan laktoz sutun karbonhidrati olup kolayca
metabolize edilemez. Laktoz, B- D-galaktosidaz tarafindan monosakkaritlere
parcalandigi igin, bu enzimin eksikliginde laktoz parcalanamaz. Fermente olmayan
sut ve Urlnlerini tuketiminden sonra laktozun iyi metabolize edilmemesi sonucu
sindirim bozukluklari meydana gelir.

Yogurt yapiminda kullanilan Lactobacillus bulgaricus ve Streptococcus thermophilus
'dan olusan geleneksel kultirler 6nemli miktarda - D-galaktosidaz enzimi i¢cerdikleri
icin, yogurt tiketimi laktozun metabolize edilememesine bagl badirsak hastaliklarini
azaltmaktadir. Yogurt ve probiyotik yogurtla yapilan ¢aligmalarda laktoz emilimi iyi
tolere edilmigtir. Sutteki laktozun bir kismi yodurt bakterileri tarafindan fermantasyon
sirasinda parcalanmaktadir (2, 3).



Serum kolestroliiniin dusuriilmesi: Bazi kan lipidlerinin yuksek dizeyleri kalp-
damar hastaliklar agisindan risk faktéridir. Birgok arastirmaci laktik kalttr iceren st
artnleri ve probiyotiklerin kolestrol duguricu etkileri oldugunu bildirmigtir. 1974’den
bu gune fermente sut UrGnleri tiketiminin kan lipidleri Uzerindeki etkisini
degerlendiren ve toplam 534 denek ile yapilan galismalar sonucunda, kolestrol
dusurucu etki istatistiksel olarak 6nemli bulunmus, toplam kolestrolde % 2,4-23,2 ve
dusuk dansiteli lipoprotein (LDL) kolestrolinde ise %9,0-9,8 oranlarinda azalma
tespit edilmigtir. Probiyotik bakterilerin serum kolestrolunt dusuracu etkileri ve
mekanizmasi tam olarak agiklanamamistir. Bu konu ile ilgili degisik hipotezler 6ne
surulmastar (2, 3, 16, 17, 18).

Kanser: insanlarda gérilen kanserlerin nedeni %80-90 oraninda gcevresel
faktorlerden kaynaklanmaktadir. Karsinojen maddeler vucut diginda Uretiimekte ve
on karsinojen maddeler olarak alindiktan sonra kanser etmeni bilesiklere
donusmektedir. Bagirsak sisteminde bulunan karsinojenlerin inaktivasyonunda |,
yayllmasinda ve Ozellikle nitrozaminlerin ve safra sterollerin kanser etmeni
maddelere donusmesinde oOnemli rol oynarlar. Probiyotiklerin kanser olugsumunu
riskini azalttigi bircok arastirmaci tarafindan ortaya konulmustur. Ornegin Aso ve
Akanzan (36), calismalarinda 10'° kob/g diizeyinde L casei toz preparatindan bir yil
boyunca gunde (¢ defa tlketen insanlarda mesane kanseri tedavi surecinin
hizlandirildigini tespit etmislerdir. Bir bagka g¢alismada ise L. acidophilus tuketiminin
kalinbagirsak kanserini Onledigi tespit edilmistir. Bu c¢alismaya 21 adet saglikh
bireylerden gonulluler katilmis ve L. acidophilus kilturl sut veya yogurda katilarak
deneklere verilmigtir. Aragtirmacilar bir aylik uygulama periyodundan sonra digkidaki
prokarsinojenleri karsinojene donugturen bakteriyel enzim konsantrasyonunda onemli
azalmalar oldugunu bildirmislerdir (2, 3, 5, 13, 19, 20).

Hipertansiyon: Yasl hipertensif bireyler Uzerinde yapilan calismalarda 8 hafta
sureyle fermente edilmisg sut tuketiminin sistolik ve diastolik kan basincini énemli
derecede azalttigr bildirilmistir. Bu ve benzeri c¢aligmalar sonucu probiyotik
bakterilerin hipertansiyonu dustirmek icin alternatif bir yaklasim olabilecegi
belirlenmistir (3)

immiin sistemin diizenlenmesi: Probiyotik bakterilerin endojen savunma
mekanizmasinin arttirdigr ileri surtlmektedir. Probiyotiklerin barsaklarda 6zgul
olmayan savunma bariyerini uyarici etkisi, artan intestinal permeabiliteyi normale
donusturmesi ve barsak mikroflorasini degistirmesi ile agiklanmaktadir. Ayrica bu
etkinin intestinal immunoglobulin A (IgA) yanitini arttirmasi ve intestinal inflamatuar
yaniti hafifletmesi ile ilgili olabilecegi belirtimektedir. Probiyotiklerin bu etkinliklerini
fagositik aktivite, sitokin salinimi, dogal oldurtcta hidcre aktivitesi, immuanoglobulin
aktivitesi (Ilg A, 1gG, IgM), T ve B hicre fonksiyonunu arttirarak gosterdigi ileri
surdlmektedir.

Probiyotiklerin bu aktivitesinin alerjik duyarlligi olan bireyler icinde énemli oldugu
vurgulanmigtir.  Yapilan c¢aligmalarda probiyotik bakterilerin saglikh ve alerjik
bireylerde farkl fagositik aktivite gosterdigi belirlenmistir. Saglikli bireylerde immun
sistemi uyarici etki, alerjik bireylerde inflamatuar yaniti azaltici etki yapmaktadir. Bu
veriler gastroenterit, besin alerjisi ve inflamatuar barsak hastaliklari gibi barsak



mukoza bariyerindeki bozukluklarda probiyotiklerin kullanilabilecegini gostermektedir
(2, 3,5, 21).

Probiyotiklerin insan saghgi Uzerine yararl etkileri ve bu etkilerin mekanizmasi kisaca
Gizelge 1'de gosterilmistir.

Cizelge 1. Probiyotiklerin potansiyel etki mekanizmalarinin temeli (3).

Yararl etki Etkinin mekanizmasi
Laktoz sindirimine katki | Bakteriyel laktaz ile laktozun sindirimi
Enterik patojenlere Bagisiklik salgilama etkisi, Kolonizasyon direnci intestinal
karsi direng sistemin patojenleri icin uygun olmayan kosullara degisimi (pH,

kisa zincirli yag asitleri ve bakteriyosinler), Toksin baglama
bolgelerinin yapisal degisimi, intestinal flora populasyonlari
tizerindeki etki, intestinal mukozada agregasyon olusturarak
patojenlerin baglanmasini engelleme, intestinal miisin Gretimini
dizenleyerek patojenleri epitel hicrelere tutunmasini dnlemek

Bagirsak kanserini Mutajenleri baglama, Karsinojenlerin aktivitesini engelleme,
Onleyici etki Bagirsak mikroorganizmalarinin Urettigi kasinojen treten
enzimlerin inhibisyonu, Bagisiklik sistemini gliclendirme, ikincil
safra tuzu konsantrasyonunu etkileme

immiin sisteminin Enfeksiyon ve timor olusumuna karsi spesifik olmayan savunma

dizenlenmesi mekanizmasini gli¢lendirir. Antijene 6zgl immdin yanita yardimci
etki, IgA Uretimini arttirimasi

Alerji Antijen etkiye sahip maddelerin dolagim sistemine gegisinin
engellenmesi

Kan lipidleri ve Kolestroliin bakteri hlicresi iginde asimilasyonu, Safra tuzu

kalp hastaliklari hidrolazin dekonjugasyonu ile safra tuzlarinin atihmini arttirmak,
Antioksidasyon etKkisi

Hipertansiyonu Peptidazin sut proteinleri Uzerine etkisi sonucu olusan tripeptidler

Onleyici etkisi angiotensin1 enzim dénlsimunu inhibe etmesi, Hlicre duvari
komponentlerinin angiotensin 1 enzim inhibitorleri gibi davranmasi

Urogenital Urinar ve vajinal bolge hiicrelerine adhesyon, Bélgeye glglii

enfeksiyonlar kolonize olabilme, inhibitdr Gretimi (H, O, , biyosirfaktant)

Helicobacter pylori 'nin  |H. pylori inhibitérlerinin (laktik asit, bakteriosin v.b.) tretimi
neden oldugu
enfeksiyonlar

Hepatik Ureaz Ureten bagirsak florasinin inhibisyonu
ensefalopati

Probiyotik Olarak Kullanilan Mikroorganizmalar

Genel olarak probiyotik kapsamina giren mikroorganizmalar bakteri veya maya
hicreleri olarak iki gruba ayrilir. Bunlardan insanlar i¢in kullanilanlar Lactobacillus
acidophilus, L. casei, L. bulgaricus, L. johnsonii, L. reuteri, L. rhamnosus, L.
plantarum, L. fermentum, L. helveticus, Bifidobacterium adolescentis, B. bifidum, B.
breve, B. longum, B. infantis, Streptococcus thermophilus ve Saccharomyces
boulardii, hayvanlar i¢in kullanilanlar ise Lactobacillus acidophilus, L. casei, L.
bulgaricus, L. reuteri, L. plantarum, L. fermentum, L. helveticus, Bifidobacterium
adolescentis, B. bifidum, B. breve, B. longum, B. infantis, Enterococcus faecium,
Bacillus mesentericus, B. licheniformis, B. subtilis, Pediococcus pentosaceus,



Aspergillus oryzae, Saccharomyces cerevisiae olarak gruplandiriimaktadir. Bunlar
arasinda Lactobacillus bulgaricus ve Streptococcus thermophilus diginda timu insan
mikroflorasi elemanidir. Probiyotik bir tGrlinde pek ¢ok bakteri tirt ve bunlarin suslari
bulunabilir. Probiyotik olarak kullanilan Bacillus subtilis (22) ve Pediococcus sp. (23)
'nin mikroskobik goruntuleri igin tiklayin.

Probiyotik Mikroorganizma Sec¢im Kriterleri

Bir mikroorganizmanin probiyotik olabilmesi igin belirli kriterlere sahip olmasi
gerekmektedir. Bu kriterler;

-insanlarin kullanimina yénelik hazirlanan Griinlerde kullanilan mikroorganizmalar,
insanlardan izole edilmig suslardan secilmelidir. Kullanilan suglar, gelismig teknikler
kullanilarak tanimlanmis guvenilir suglar olmalidir.

-Mide — bagirsak sisteminde probiyotik etkinin olusabilmesi i¢in kullanilan suglar
mide asitligine ve safra tuzlarina kargi direngli olmahdir. Bu 6zellikle agizdan yapilan
uygulamalarda mikroorganizmanin canh kalmasi, metabolik aktivitesini devam
ettirebilmesi ve tutunabilmesi agisindan énemlidir.

-Patojenlerle yarigmali rekabet sonucu probiyotik suslarin bagirsak epiteline
patojenlerden 6nce tutunabilmesi veya agregasyon olusturabilmesi gerekmektedir.

-Kullanilan susun teknolojik 6zelliklerinin probiyotik Grin Gretimine uygun olmasi
gerekmektedir. Soyleki: buylk Olgekte Uretime uygun, istenmeyen aroma bilesikleri
uretmeyen, fajlara karsi direngli suslar probiyotik Uretiminde basari ile
kullanilabilmektedir.

Ticari Probiyotik Uriinler

insan tiiketimi i¢in hazirlanmis cok fazla sayida ticari
probiyotik preparati bulunmaktadir. Bunlardan birgogu
farmasoétikaller olarak, kapsul, toz, tablet veya sivi formda
satisa sunulmaktadir. Lactobacillus casei Shitota susu
ticari olarak satisa sunulanlardan en eskisi olup, 1930
yiinda Japonya’da izole edilmistir. Bu susu iceren
probiyotik tGrin Sekil 1°de gértlmektedir.

Gunumuzde satilan probiyotiklerin birgogu daha o6nce
belirttigimiz  kriterler  kullanilarak  secilmistir.  Saghk
acisindan faydali etkileri &lgulebilen ve fonksiyonel
Ozellikleri olan probiyotik suslar elde etmek igin bu
kriterlere  sahip suglarin  secilmesi gerekmektedir.
Ozellikle canliik kaybi ticari probiyotik Uretiminde
kargilasilan en dnemli sorunlardan birisidir.

8ins the active
@i Shirota.

Canlilik kaybinin sebebi, probiyotiklerin Gretim yontemleri
ve muhafaza kogullari ile ilgilidir.

Sekil 1 Probiyotik
fermente sutll icecek (11)
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Yapilan bir ¢calismada kullanilan ticari Grinlerden biri, liyofilizasyon yontemi ile toz
forma getirilmis ve bu Urinln, buzdolabinda korunmasi Onerilirken, higbir
mikroorganizma izole edilemeyen bagka bir Grinin oda sicakliginda satisa
sunulmasi ve agildiktan sonra buzdolabinda korunmasi dnerilmigtir. Bu farkli satis ve
muhafaza kosullari Griindeki canh mikroorganizma sayisini etkileyebilmektedir.

Canlilik kaybinin bir diger etmeni ise Urinin bilesimine katilan mikroorganizma
digindaki mineral, vitamin, aroma maddeleri vb. gibi katkilardir. Bu maddeler
uriindeki florayr 6nemli 6lgide degistirebilmekte, etikette belirtilen tarlerin canlihgini
yitirmesine neden olmaktadir.

Kisaca, probiyotik Uretiminde kullanilacak mikroorganizmalarin metabolik ve
teknolojik 6zellikleri islenecek Grindn prosesine uygun olmali ve son urtndeki canli
mikroorganizma sayisi istenilen dizeyde kalabilmelidir (3, 7, 10). Probiyotik
mikroorganizmalarin fizyolojik etkileri Uzerinde yapilan arastirmalar diyare, laktoz
intoleransi ve kolon kanserini dnleyici etki igin gerekli dozun 10°-10" kob/giin
oldugunu gostermistir (3, 24). Uluslararasi Sutgulik Federasyonuna gore gunlik bu
oran 10’ kob/g canli hiicre olarak belirlenmistir. Yani probiyotik riinler, en az
belirtilen oranda canli bakteri icermelidir (7).

Bazi probiyotik preparatlar ve bunlara ait ticari bilgiler gizelge 3’de verilmistir. Ayrica
sekil 2 ve 3’de bu preparatlardan yaygin olan ikisi gorilmektedir.

Cizelge 3 Ticari probiyotik preparatlari ve bunlar hakkinda bazi bilgiler (3).

Uriin adi Uretici firma Etkin Uriin formu Ulke
mikroorganizma
Yakult 65 Yakult Honsha | L. casei Fermente sitli | Japonya
icecek
Sofuhl Yakult Honsha | L. casei Fermente sit Japonya
S. thermophilus
Vitagen Malaysia Dairy |L .acidophilus Fermente siutli | Malezya,
Industry icecek Singapur
LC1 Nestle S. thermophilus | Yogurt, Turkiye, AB
L. bulgaricus fermente sit ulkeleri
Probiotica MacNeil-PPC L.. reuteri Kapsll ABD
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immobilizasyon

immobilizasyon; suda ¢6ziinen ve ¢ozeltide serbest hareket edebilen enzim
molekullerinin suda c¢ézinmeyen reaktif polimerik destek materyaller kullanilarak
hareketlerinin sinirlandiriimasina denir (28).

immobilize olmus enzimlerde, enzimin hareketleri sinirlandiriimis ve belli bir destege
veya polimerik matriks’de alikonularak tekrar tekrar katalitik aktivite gostermesi
amaclanmistir. immobilizasyon uygulamalari sadece enzimlere degil ayrica hiicresel
organellere, mikrobiyal hucrelere, bitki hucrelerine ve hayvan hucrelerine v.b.
uygulanabilir (27, 28).

Immobilize enzimlerin ilk endlstriyel uygulamasi 1969 yilinda Chibata tarafindan
gerceklestiriimistir ve yine ilk olarak hicre immobilizasyonu Chibata ve calisma
arkadaslarinca 1973 yilinda yluksek seviyede aspartaz aktivitesine sahip E. coli ‘yi
poliakrilamit jelinde hapsetmiglerdir (27).

Son 20-30 yida enzim immobilizasyonunun yaninda mikroorganizma
immobilizasyonu da ©6nem kazanmistir. Substrat, mikroorganizmanin icerdigi
enzimlerden biri icin spesifik ise saf bir enzimin immobilzasyonu yerine bunu iceren
mikroorganizmanin immobilizasyonu ve saflastirimasina gerek kalmayacagindan
ekonomik acidan blyuk yarar saglamaktadir. Ozellikle son Uriin elde edebilmek icin
birden fazla enzimden yararlaniliyor ve problem yaratmiyor ise enzim vyerine
mikroorganizma immobilizasyonu ¢ok ekonomiktir (27).

immobillize enzimin dogal (serbest) enzime ustiinliikleri;



-Tepkime sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilir (sizme, santriflijleme vb.) ve
urunlerin enzim tarafindan kirletilmesi gibi bir problem yaratmaz.

-Cevre sartlarina (pH, sicaklik vs.) karsi daha dayaniklidir.

-Bir ¢cok kez ve uzun bir sure kullanilabilir.

-Surekli islemlere uygulanabilir.

-Dogal enzime gore daha kararldir.

-Uriin olusumu kontrol altina alinabilir.

-Birbirini izleyen ¢ok adimli tepkimeler i¢in uygundur.

-Bazi durumlarda serbest enzimden daha yuksek bir aktive gosterebilir.
-Enzimin kendi kendini pargalamasi olasiligi azdir.

-Mekanistik ¢alismalar i¢in uygundur.

Enzim immobilizasyonun en blylUk dezavantaji enzim aktivitesinin %100’lerde
olmayip %50-60’larda olmasidir (27, 28, 30, 31).

Enzim immobilizasyon Yéntemleri

Kelime anlami olarak immobilizasyon, hareketi sinirlandirma demektir. immobilize
edilen enzimlerin gercekten hareketleri sinirlandiriimis olmaktadir. immobilize enzim
gerceve bir isim olup ‘tutuklanmig’, ‘cozunmez hale getirilmig’, ‘baglanmis’ gibi
terimleri kapsamaktadir.

Immobilizasyon yéntemler enzimler igin kullanildigi gibi mikroorganizma hiicrelerini
tutuklamak i¢in de kullanilabilir. Bugin 100’Un Uzerinde immobilizasyon teknigi
geligtirilmigtir

Bunlar;

-Fiziksel adsorpsiyon
-iyonik baglanma
-Kovalent baglanma
-Hapsetme (Entrapment)
-Mikrokapsulleme

Onemli enzim immobilizasyon yéntemleri agagida gosterilmistir (27, 29, 30).

A) Baglama
1)Taslyiciya Baglama
a) Kovalent Baglama
b) iyonik Baglama
c) Adsobrtif Baglama
2) Capraz Baglama
a) Homo-gapraz Baglama
b) Ko-capraz Baglama
B) Tutuklama



1) Matrikste Tutuklama
a) Capraz Bagli Polimerde
b) Sertlesebilen Jelde
2) Membranda Tutuklama
a) Mikrokapstilleme
b) Membran Reaktorleri

Tasiyici (Destek Materyali)

immobilizasyonda dogal veya sentetik bircok organik ve inorganik materyal
kullaniimaktadir. Tasiyici membran, suda ¢6zUnmeyen kati veya polimer olabilir.
immobilizasyonda kullanilan tasiyicilarda (destek materyallerde) cesitli dzellikler
aranir. Bunlar; Hidrofilik karakter; Suda ¢6zinmeme; Goézenekli (pordz) yapi;
Mekanik stabilite ve uygun parcacik formu; Kimyasal veya termal kararlilik; Kovalent
baglamada kullanilacak tasiyicilar yumusak kosullarda tepkime verebilen gruplar
tasimali; Mikroorganizmalara karsi direnglilik; Ucuzluk; Zehirsizlik; Rejenere
olabilmedir (27, 28).

Ozellikle hiicreleri tutuklamak igin secilen polimerde aranacak dzellikler sunlardir: Jel
olusturacak polimer c¢ozeltisi hucre suspansiyonu ile kolayca karisabilmelidir;
Hucrelerin canhligini korumak igin, zehirleyici maddelerin bulunmadigi ilimli bir
ortamda jel olusturulmalidir; Jel, fermentasyon sartlarinda mekanik kararhhigini
korumali ve toksik olmamalidir; Toplam maliyeti dusuk olmalidir; Gdzenek ¢apl,
substratin iceri girmesine, UrUnlerin digsari ¢ikmasina yetecek kadar genis ve
hicrelerin destek icinde kalmasini saglayacak kadar dar olmahdir (27, 32).

Bu ozellikleri iceren destek polimerlerine su drnekleri verebiliriz

Carrageenan: Kirmizi alglerin hucre duvarlarindan elde edilen bagka bir
polisakkarittir. Heterojenik bir polisakkarit olup c¢ogunlugunu D-galactopyranosyl
sulfat esterleri olusturur. Hlcre immobilizasyonunda yeni yeni kullaniimaya baslanan
bir polimerdir (27, 33).

Alginatlar: Alginat turevleri ve alginik asit, kahverengi alglerin hucre duvarlarindan
extraksiyon sonucu elde edilen bir karbonhidrattir. Hicre immobilizasyonunda ¢ok sik
kullanilir. Ucuz ve kullanimi kolaydir. Asitlige ¢ok direncli degildir (4, 27, 33).

Xanthan: Xanthan gum bir heteropolimer olup olusumunda glukoz, mannoz ve
glukuronik asit yapilari rol oynar. Bu polimer bitki patojeni olan (ilk defa Rutabaga
bitkisinden izole edilmis) Xanthomonas campestris tarafindan Uretilmektedir.
Ozellikle probiyotik bakterilerin immobilizasyonunda gellan gumla beraber kullanilir.
Bu iki polimer karisimi asitlige ve Ca iyonlarina karsi direnglidir (27, 33, 34).

Bu polimerler tek baslarina kullanilabilece@i gibi gellan-xanthan, alginat-nisasta gibi
karisimlarla da kullaniimaktadir. Bu karisimlarla polimerin yuksek asitlik veya bazlik
gibi olumsuzluklarda bozunmadan kalabilme suresinin artiriimasi hedeflenmektedir

(4).
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immobilizasyonunda Kullanilan Metotlar

Hulcre immobilizasyonu igin bir hayli metot vardir. Bunlar enzimler igin gelistiriimis
tekniklerdir. Buna ragmen enzim immobilizasyonunda kullanilan metotlarin tamami
hicreler igin kullaniimaz. Enzim immobilizasyonunun iki genel tipi mikroorganizmalar
icin de kullanilir. Bunlar, destege tutturma ve hapsetmedir. Bunlardan en ¢ok tercih
edilen teknik ise hapsetme metodudur (27).

A) Tutturma
1) Desteksiz: Birikme (Agregasyon) ya da gapraz baglayicilar ile ¢okelme
2) Destekli:
a) Kovalent baglanma
b) iyon degistiricilere yada inorganik biyofilmlere adsorpsiyon.
B) Hapsetme
1) Organik polimerlere
2) inorganik polimerlere
3) Yari gecirgen zarlara

Tutturma

1. Desteksiz immobilizasyon:

Bazi organizmalar 6rnegin; mayalar birikme egilimi gdsterirler. Cevresel kosullar
organizmalari birikmeye iterler. Fungus ve bakteri sporlarinda bu olay gorunur.
Organizmalarin hicre duvarlari serbest amino ve\veya karboksil gruplari icerirler.
Glutaraldehit, benzidimin, triklor-s-triazin, hekzametilendiizosiyanat gibi capraz
baglayici kullanilarak hicre duvarindaki fonksiyonel gruplarla bir capraz 6rgu
olusturularak birikme saglanabilir (28, 30)

2. Destekli immobilizasyon:

a) Kovalent baglanma: Cesitli tasiyicilara hicrelerin kovalent bag ile baglanmasinda
glutaraldehit ve baska c¢apraz baglayicilar kullanilir. Capraz baglayici ile hicre ve
destek bir arada tutularak immobilizasyon saglanabilir (27, 28).

b) Adsorpsiyon: Bir hayli mikroorganizma kati ylzeye yapisma yetenegine sahiptir.
Bu ozellik kullanilarak cgesitli destek materyallere mikroorganizmalar immobilize
edilebilir. Bazi memeli hucreleri bu sekilde; polisitirene, kollojene, agaroza ve
seluloza baglanirlar (28, 31, 32, 34)

Hapsetme

Bu yonteme polimer jeller iginde hapsetme diyebiliriz. Mikroorganizmalarin tg¢ boyutlu
polimerik ag iginde hapsedilmesi ¢ok populer bir metottur Hlcre etrafinda polimer ile
bir 6rgu olusturulur. Olusan o6rglnin go6zenekleri, hicre molekulinden kuaguk,
substrat ve Urun molekullerinden buyudktir. Bu yuzden hucreler bag ile bagh
olmadiklari halde disari ¢ikamazlar adeta bu oluklarda hapsolurlar hicrenin hareketi
kisitlanir; ancak substratin igeri girisi ve Uranun disari ¢ikisi muamkundur. Cesitli
enzim ve hatta mikroorganizmalarda bu sekilde tutuklanabilmektedirler. Cesitli
hicrelerin hapsedilmesinde kullanilan polimerler; poliakrilamit, polilretan, jelatin,
agaroz, alginat v.b. organik veya inorganik maddelerdir.
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Bu yodntemde hucre c¢ok degisik boyutlarda yari gegirgen zarli yapay hucreler
(mikrokapsdller) icinde de hapsedilmektedir. Mikrokapsduller iclerindeki maddeleri
disari gecirmemekte ancak substratin igeri girisi ve Urandn digari ¢ikigi ¢ok kolay
olmaktadir.

Mikrokapsullerden, c¢ozelti veya suUspansiyon halindeki enzim veya proteinlerden
baska, hucre 6zutleri, bakteriler, radyoaktif isaretli veya manyetik 6zellikte maddeler,
kofaktorleride igceren karmasik enzim sistemleri, kontrolli ilag salinim sistemleri,
adsorban granulleri de tutuklama konusunda kullaniimiglardir. Kapsullemede
kullanilan zarlar, sentetik veya biyolojik olabilir. Sentetik zarlar; sellloz nitrat, seltloz
asetat, naylon, poliuretan olabilir. Biyolojik zarlar canli sistemde pargalanabilen
yapidadir. Bu gruptaki zarlar protein, lipoprotein, lipit, poliakrilik asit, alginik asit gibi
maddelerden olusabilir.

Bu tarzda tutuklanmig enzimlerin vicutta immunolojik reaksiyonlara neden olmamasi,
saghga zararli olmamasi, vicuda verildiginde de aktivitesinde azalma olmamasi
gereklidir. Genel olarak tutuklama enzimatik aktiviteyi %10-50 azaltir. Ancak uzun
sure kullanimda bu énemli bir sorun olmaz (27, 30, 31, 34).

Hapsetme teknigi ile immobilize olmus htcrelere ait géruntuleri igin tiklayin (35).

Sonug

Gecen 20 yil boyunca probiyotikler insan sagligi uzerindeki rolleri nedeniyle
arastirmacilarin dikkatini cekmistir ve bu ilgi artarak devam etmektedir.

Ozellikle disaridan alinan gidalarla viicuttaki mikrobiyal dengenin korunmasi ve
immaun sistemin guglendirilmesi ile ilgili arastirmalar hiz kazanmistir. Bu nedenle bazi
fermente Urlnler probiyotik mikroorganizmalarla zenginlestiriimis ve insanlarin
tuketimine sunulmustur (7).

Probiyotik Urunler Gzerinde yapilan ¢alismalar sonucu her probiyotik Grinin istenilen
dizeyde canli bakteri icermedigi ve bu bakterilerin probiyotikler igin istenilen
Ozelliklerin hepsine sahip olmadigi gozlenmigtir. Bir bakterinin probiyotik olabilmesi
icin sadece antimikrobiyal aktiviteye sahip olmasi, dogru tanimlanmig olmasi yeterli
olmamaktadir. Uriin igerisinde canlihdini koruyabilme, asitlik ve safra tuzlarina karsi
direng, adhezyon yetenekleri de probiyotik segimindeki dnemli kriterlerdendir.

Probiyotik olarak satilan ticari suglar ile potansiyel yerel suglarin tek baslarina
istenilen &zelliklerin hepsini birden karsilayamadiklari belirlenmistir. immobilizasyon
gibi teknikler kullanilarak probiyotik bakteri dis etkilerden muhafaza edilebilir.
immobilizasyon da kullanilacak bakteriye, eklenecegi (riine gore polimer secimi
yapiimali, polimerin hangi oranda kullanilacagi belirlenmeli, tutuklanan bakterinin
polimer igerisinde ne kadar canli kalabilecegi arastirilmalidir.

Bu konu ile ilgi galigmalar, ticari olarak laktik asit Gretiminin nasil arttirilabilecegi ile
ilgili yontemlerin denenmesi ile basladi. Bilindigi gibi Laktik asit bakterileri birincil
metabolit olarak laktik asit Uretir ve laktik asit endustride birgcok alanda kullanima
sahiptir. Ozellikle immobilize laktik asit bakterilerinde laktik asit (iretiminin artmasi ve
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hicrelerin devamli kullanilabilmesi bu yontemin farkl alanlarda da uygulanabilecegini
gOstermistir.

Probiyotik bakterilerin immobilizasyonu ile ilgili yapilan arastirmalar hizla devam
etmektedir. immobilizasyon sonrasi bakteride istenilen &zelliklerin  korunup
korunmadidi in vivo ve in vitro calismalarla tespit edilmektedir. Ozellikle insan
vicuduna zarar vermeyen, yuksek asitlik ve safra tuzlarina direngli bakteriyi her turlt
dig ortamdan koruyabilecek dogal polimerler calismalarda tercih edilmektedir.
immobilizasyon sonucu kiiciik kiirelere hapsedilmis bakteriler fermente st Griinlerine
katilmakta ve bu sekilde tuketime sunulmaktadir. Bunun o6tesinde Ozellikle yogurt
starteri olan bakterilerin immobilize gekillerinin yogurt yapiminda kullanilabilirligi de
arastinimaktadir. Bu sayede bir veya iki bakteri ile istenilen kalitede probiyotik trtn
elde edilmis olunacaktir.

Gen aktariminin ¢ok yaygin olarak yapildigi diinyada, insanlarin tercihi hep dogal ve
genetik yapisina midahale ediimemis Urlnlerden yana olmaktadir. Ulkemizdeki gok
cesitli dogal fermente drlnleri ile yeni probiyotik mikroorganizma tlrlerinin
izolasyonunda zengin bir kaynaktir. Bu drunlerden izole edilen probiyotik
mikroorganizmalarin kesin tanilari yapilip 6zellikleri belirlenerek daha kaliteli ve
faydali probiyotik trlnler topluma sunulabilir (3).
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