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Bu calismada, eksi hamurdan izole edilen L. plantarum bakterisinin biiyiime kinetigi, biyokiitle
ozellikleri ve hamur olusturma yetenegi incelenmis ve %35 oraninda asit kazein, rennet kazein, peynir altt
suyu tozu (PAST) ve demineralize PAST gibi koruyucu madde igeren yagsiz siit temelli ortam icerisinde
dondurarak kurutulmasiyla toz kiiltiirleri elde edilmistir. Elde edilen kiiltiirler 5 ay boyunca vakum altinda
+4°C’de depolanmis ve kullanilan farkli protektanlarin, kiltiirlerin canli kalma oranlari ile bazi
biyokimyasal ve fiziksel 6zellikleri lizerine etkileri arastirilmigtir. L. plantarum’un biiyiime kinetigi ve
biyokiitle olusturma 6zellikleri, MRS sivi besiyeri ortaminda 37°C'de 28 saatlik bir fermantasyon ile
incelenmistir. Log fazinda maksimum spesifik bilyiime hiz1 0.551 sa™* ve biyokiitle iiretkenligi 1.08 g/Lsa
olarak hesaplanmistir. Duragan faza ulasildiginda maksimum 2.9 log kob/mL artis gozlenmis ve ortalama
biyokiitle iiretkenligi ise 9.19 g/L (kuru madde bazinda 2.14 g/L) olarak belirlenmistir. Bir partikiil boyut
analizorii kullanilarak L. plantarum hiicre Da3z ve Dgg boyut sonuglari sirasiyla 4.38 ve 9.01 um olarak
Olglilmisttr. L. plantarum biyokiitlesi ilave edilerek hazirlanan ve 1, 15, 20 ve 25 saat fermente edilen
hamurlarin asitligi, canli hiicre sayisi ve islenebilirlik 6zellikleri incelenmistir. Fermantasyon sirasinda
artan asitlikle birlikte daha kohezif ve yapiskan hamur olusumu tespit edilmistir. Liyofilize edilerek toz
haline getirilen L. plantarum kiiltiirlerinde kullanilan kriyoprotektanlarin dondurarak kurutma prosesine
kars1 belirgin bir koruyuculugunun olmadigi, rennet kazein kullaniminin ise canliligr ciddi sekilde azalttigi
tespit edilmistir. Kullanilan koruyucu maddelerin canliligi korumadaki etkinligi depolama sirasinda ortaya
¢ikmis ve kontrol kiiltiiriine gore oldukga basarili sonuglar elde edilmistir. Kontrol ve kazein kullanilan
kiiltiirler yiiksek nem ve su aktivitesine sahipken, peynir alti suyu tozu kullanilan kiiltiirlerin su igerikleri
ise kabul edilebilir sinirlar igerisinde bulunmustur. Buna gore yiiksek nem igerigine sahip kiiltiirler %75
bagil nem igeren ortamda su desorplama davranis1 gosterirken, diisilk neme sahip olan peynir alt1 suyu tozu
iceren kiiltiirler ise su adsorplama davraniginda bulunmuglardir. Elde edilen kiiltiirlerin renk degerlerinde
hem baslangicta, hem de depolama siiresince farkliliklar oldugu tespit edilmistir. Kiiltiirlerin partikiil
boyutlarinin nem igerigiyle paralellik gosterdigi, depolama ile birlikte de partikiil boyut ve dagilimda
artiglar meydana geldigi goriilmiistiir. SEM goriintiilerinden farkli kriyoprotektanlarin toz morfolojileri
tizerinde etkili oldugu tespit edilmistir. Ayrica kiiltiirlerde yapilan TGA ve DSC analizleri dondurarak
kurutulmus tozlarin termal stabiliteleri incelenmistir. Genel olarak, kiiltiirlerin dondurarak kurutma
yontemiyle korunmasinda, rennet kazein hari¢, kullanilan tiim kriyoprotektanlarin avantaj sagladigi acgik
bir sekilde tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Biyokiitle, biiyiime kinetigi, dondurarak kurutma, eksi hamur,
kriyoprotektan, L.plantarum.
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In this study, the growth kinetics, biomass properties and dough-forming ability of L. plantarum
bacteria isolated from sourdough were investigated. Powder cultures were obtained by freeze-drying in
skimmed milk-based media containing 5% acid casein, rennet casein and whey powder. The cultures were
stored under vacuum at +4°C for 5 months and the effects of the different protectants used on the survival
rates and some biochemical and physical properties of the cultures were investigated. Growth kinetics and
biomass properties of L. plantarum were examined in MRS broth medium with a fermentation of 28 hours
at 37°C. Maximum specific growth rate in log phase was calculated as 0.551 hr* and biomass productivity
as 1.08 g/Lh. When the stationary phase was reached, a maximum increase of 2.9 log cfu/mL was observed
and the average biomass productivity was determined as 9.19 g/L (2.14 g/L on dry matter basis). D43 and
Dyo size results of L. plantarum cells using a particle size analyzer were measured as 4.38 and 9.01 pum,
respectively. Dough prepared by adding L. plantarum biomass was fermented for 1, 15, 20 and 25 hours.
The acidity, viable cell number and machinabilty properties of dough were examined. More cohesive and
sticky dough formation was detected with increasing acidity during fermentation. It was determined that
the cryoprotectants used in L. plantarum cultures, which were powdered after lyophilized, did not have a
significant protection against freeze-drying process, and the use of rennet casein significantly reduced
viability. The efficiency of the preservatives used in protecting the viability was revealed during storage,
and quite successful results were obtained compared to the control culture. While the control and casein-
used cultures had high humidity and water activity, the water contents of the cultures using whey powders
were found within acceptable limits. Accordingly, cultures with high moisture content showed water
desorption behavior in an environment containing 75% relative humidity, while cultures with low moisture
content whey powder showed water adsorption behavior. It has been determined that there were differences
in the color values of the cultures both at the beginning and during the period of storage. It was observed
that particle sizes of the cultures were parallel to the moisture content. Particle size and distribution
increased with storage. Different cryoprotectants were found to be effective on powder morphologies from
SEM images. In addition, the thermal stability of freeze-dried culture powders was investigated by TGA
and DSC analyzes. Generally, it has been clearly established that all cryoprotectants are advantageous in
the preservation of cultures by freeze drying, with the exception of rennet casein.

Keywords: Biomass, growth Kinetics, frezee-drying, sourdough, cryoprotectants, L.plantarum.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

a - Alfa

a* : (at) kirmiz1 ve (a-) yesil renk degeri

aw : Su aktivitesi

b* : (b+) sar1 ve (b-) mavi renk degeri

B : Beta

°C : Santigrad derece

dk : Dakika

D3> : Hacim/yiizey alan1 ortalama cap

Da;3 : Hacimsel ortalama c¢ap

D1o : %10 kiimiilatif yiizdeye denk gelen boyut
Dso : Hacme dayali medyan

Doo 2 %90 kiimiilatif yiizdeye denk gelen boyut
AE* : Toplam renk farki

¢ biyokiitle : Biyokiitle tiretkenligi

g : Gram

sa : Saat

L . Litre

L* : (0) siyah-(100) beyaz Parlaklik renk degeri
mL > Mililitre

M : Molarite

um : Mikrometre

n : Ozgiil bityiime hizi

Wmax : Maksimum 6zgiil biiylime hizi

Kisaltmalar

AACC : American Association for Clinical Chemistry
AK . Asit kazein eklenerek liyofilize edilmis kiiltiir
BLAST : Basic Local Alignment Search Tool

DNA : Deoksiribontikleik Asit

dNTP : Deoksintikleotid trifosfat

DP : DPAST eklenerek liyofilize edilmis kiiltiir
DPAST : Demineralize peynir alt1 suyu tozu

DSC : Diferansiyel Taramali Kalorimetre

FTS : Fizyolojik tuzlu su

kob : koloni olusturan birim

LAB - Laktik asit bakterisi

MRD : Maximum Recovery Diluent

MRS : de Man, Rogosa and Sharpe

NCBI : National Center for Biotechnology Information
ODeoo : 600nm’deki optik yogunluk

P : PAST eklenerek liyofilize edilmis kiiltiir
PAST : Peynir alt1 suyu tozu

PZR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu

RK : Rennet kazein eklenerek liyofilize edilmis kiiltiir
rpm : Revolutions per minute (Dakikadaki devir sayisi)
SEM : Taramal1 Elektron Mikroskobu

TGA : Termogravimetrik analiz



1. GIRIS

Laktik asit bakterileri (LAB), yogurt, peynir, tursu, fermente et iiriinleri ve
fermente i¢ecekler gibi birgok fermente gida tiretiminde starter kiiltiir olarak kullandiklar1
i¢in gida ve siit endiistrileri i¢in son derece 6nemlidir (Doyle ve ark., 2013; Wang ve ark.,
2020). Lactobacillus plantarum, fermente et ve sebze iiriinlerinin tiretimi igin kullanilan
en 6nemli laktik asit bakterilerinden biridir (Tiwari ve Srivastava, 2008). Sebze ve bitki
fermantasyonlarindan insan gastrointestinal sistemine kadar cesitli ekolojik nislerde
bulunan ¢ok yonlii bir bakteridir (Landete ve ark., 2010). Ayni zamanda da eksi hamurdan
en sik izole edilen ve en baskin laktobasil tiirlerinden bir tanesidir (Gobbetti, 1998;
lacumin ve ark., 2009). L. plantarum, iiretim kolayligi ve gastrointestinal sistemdeki
yiiksek performansi nedeniyle diger laktik asit bakterilerine gore daha fazla avantaj
saglamaktadir. Ayrica, potansiyel bir probiyotik oldugu birgok yazar tarafindan
bildirilmistir (Yoon ve ark., 2006; Georgieva ve ark., 2009; Zago ve ark., 2011; Jankovié¢
ve ark., 2012; Park ve Lim, 2015; Corsetti ve ark., 2016)

Mikroorganizmalarin uzun siireli muhafazasi, gerek kiiltiir koleksiyonlar1 gerekse
endistrideki kullanimlar i¢in biiyilk 6nem tasimaktadir. Ancak, dogadan izole edilen
bakteri suslarinin, yapay besiyeri ve ortamlarda diizenli olarak alt kiiltiirlenmesiyle
genotipik ve fenotipik karakteristikleri degisebilmektedir. Bu nedenle, 6zgiin tiirlerin
basarili bir sekilde korunmasi kiiltiir koleksiyonlar1 i¢in onem arz etmektedir. Her
mikroorganizma i¢in 6zel bilgi gerektiren kiiltir muhafaza islemlerinde uygulanan
modern ve ileri tekniklerin maksimum canlilig1 saglayarak hiicrelere minimum zarar
vermesi ve hiicrelerin karakteristiklerini korumasi gerekmektedir (Malik, 1988a).

Mikrobiyoloji uygulamalarinda ve endiistride oldukga 6nemli bir yere sahip olan
dondurarak kurutma yontemi (liyofilizasyon), mikroorganizma hiicrelerinin, canlilik
kaybt ve mutasyon riski olmadan yillarca korunabilmesine olanak saglamaktadir.
Dondurarak kurutulmus mikroorganizmalarin en biiylik avantaji hiicre canliliginin
yiiksek Olciide korunabilmesi ve ayrica sevkiyat ve depolama bakimindan kullanim
kolaylig1 saglamasidir. Dondurarak kurutma, kiiltiir koleksiyonlarinin olusturulmasinda,
probiyotikler, biyopreservatifler ve biyokontrol ajanlarinin liretimi gibi uygulamalarda ve
ayrica cesitli gida prosesleri icin starter kiiltiirlerin liretiminde kullanilan en ideal ve
kullanigh yontemdir (Morgan ve Vesey, 2009).

Fermente gida iiretiminde 6nemli rolii olan laktik asit bakterilerinin kurutulmusg

preparatlari, uzun siireli muhafaza i¢in olduk¢a avantajli olup; depolama, pazarlama,



tasima ve tiiketimde kolaylik saglamaktadir. Bu starter kiltiirlerin kurutma islemi
sonrasinda ve depolama sirasinda sahip olacagi maksimum diizeydeki canlilik, teknolojik
ve ekonomik olarak hayati dneme sahiptir(Carvalho ve ark., 2003). Ancak, dondurarak
kurutma sirasinda, hiicreler, canliliklarin1 azaltan diisiik sicaklik ve diisiik su aktivitesi
gibi zorlayici ¢evresel kosullara maruz kalirlar (Palmfeldt ve Hahn-Héagerdal, 2000). Bu
stres kosullari, hiicrelerin biyolojik sistemlerinde hasarlar olusturabilmektedir. Bununla
birlikte, dondurma ve/veya kurutma sirasinda canlilik goézlense bile, daha sonraki
depolama islemi sirasinda canlilik kaybedilebilmekte ve bu da muhafaza teknolojilerinin
nihai hedefini engellemektedir (Carvalho ve ark., 2003). Bakteri hiicrelerinin
kurutulmasindan kaynaklanan baslica hasar faktorleri, muhtemel membran hasarina bagh
ozmotik sok ve hiicrelerdeki bircok hidrofilik makromolekiiliin 6zelliklerini etkileyen
bagli suyun uzaklagsmasi ile aciklanmaktadir. Uygun kriyoprotektanlarin varliginda
dondurarak kurutulan bakteriyel hiicrelerin canliliginin daha iyi koruyabildigi
goriilmiistiir. Bu nedenle, LAB starterlerini kuruturken de, uygun hidrofilik katkilar ilave
edilerek kritik diizeyde bagli suyun tutulmasi saglanmakta ve canlilik artirtilabilmektedir
(Selmer-Olsen ve ark., 1999). Yagsiz siit tozu, serum, trehaloz, gliserol, betain, adonitol,
stikroz, glikoz, laktoz, dekstran, silikajel ve polietilen glikol gibi polimerler pek cok
mikroorganizma igin koruyucu ajan olarak kullanilabilmektedir (Morgan ve ark., 2006).
Ancak, bir katki maddesinin sagladigi koruma, mikroorganizma tiirlerine gore
degisebilmektedir (Costa ve ark., 2000). Ayn1 zamanda, kurutma sonundaki canlilik i¢in
en uygun biiylime fazinin biiyiik 6l¢lide yine organizmaya bagli oldugu bildirilmistir
(Morgan ve ark., 2006).

Mikrobiyal biiyiime kinetigi, genel olarak canli hiicre aktivitelerinin
gozlemlenmesidir. Hiicre gelisiminin ve hiicre metabolizmasindaki biyolojik ve
biyokatalitik aktivitelerin izlenmesi, mikrobiyal davranigin anlasilabilmesi ve
biyoteknolojik siireglerin tasarimi ve kontrolii i¢in olduk¢a 6nemlidir (Najafpour, 2007;
Rezvani ve ark., 2017). Mikrobiyal gelisme kinetigi lizerine yapilan g¢alismalar,
biyoteknolojideki ilerlemeleri saglayan en etkili araglardir.

Bu ¢aligsmada, fermente {iriinler i¢in oldukca degerli sayilan ve probiyotik 6zelligi
ile saglik tizerinde birgok yararli etkisi olan L. plantarum tiiriiniin, biiyiime kinetiginin ve
biyokiitle ozelliklerinin arastirilmast  ve liyofilize Kkiiltiirlerinin  olusturulmasi
amaglanmistir. Bu dogrultuda eksi hamurdan izole edilen L. plantarum’un biiyiime
kinetigi ve biyokiitle 6zelliklerinin belirlenerek, tiiriin karakteristik davranigi ortaya

konmus ve dondurarak kurutma prosesinde kullanilan farkli kriyoprotektanlarin,



liyofilize kiiltiirlerin canliligma ve fiziksel Ozelliklerine etkileri depolama boyunca

arastirilmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Eksi Hamur

2.1.1. Genel ozellikleri

Eksi hamur, laktik asit bakterileri (LAB) ile fermente edilmis, laktik asit ve asetik
asit olusumu ile nihai {irtiniin eksi bir tada sahip oldugu un ve su karisimidir. Eksi hamurlu
ekmek tretimi ¢ok eski zamanlara kadar uzanmaktadir. Eksi hamur, genellikle hamur
ozelliklerini, ekmek dokusunu ve lezzetini iyilestirmek ve ekmegin raf dmriinii uzatmak
icin kullanilmaktadir (De Vuyst ve Neysens, 2005).

Eksi hamurun mayalama araci olarak kullanilmasi, gida tiretimindeki en eski
biyoteknolojik siireglerden biridir. Son yillarda tiiketicilerin daha dogal, lezzetli ve
saglikli gidalara olan talebinin artmasiyla, geleneksel eksi hamurlu ekmek tiretimi
yeniden popiilerlik kazanmistir. Gegmiste, hamur fermantasyonu dogal mayalar ve laktik
asit bakterilerine dayanmaktaydi (Arendt ve ark., 2007). Yakin ge¢miste, eksi hamur
kullanim1 daha sistematik hale gelmistir ve fermente hamurun bir kismi1 daha sonraki
kullanimlar i¢in saklanarak mikrobiyal kiiltiirler gelistirilmis ve korunmustur (Poutanen
ve ark., 2009).

Eksi hamur bir ara {irlindiir ve metabolik olarak aktif halde bulunan maya ve LAB
suslart igermektedir. Hamurda gelisen LAB, undaki dogal se¢ilmis kontaminantlardan
veya bilinen bir veya daha fazla LAB tiirlinii iceren bir starter kiiltiirden
kaynaklanmaktadir. Mikrobiyolojik ¢alismalar, eksi hamurda, ¢ogunlukla Lactobacillus
cinsine ait 50'den fazla LAB tiirliniin ve 6zellikle Saccharomyces ve Candida cinslerine
ait 20'den fazla maya tiiriiniin bulundugunu ortaya koymustur. Eksi hamur mikroflorast,
metabolik etkilesimlere bagl olarak laktobasil ve mayalarin dengeli bir ortakligiyla
olusmaktadir. Eksi hamur proseslerinde, fermantasyon islemi aseptik olmayan kosullar
altinda yapilmasia ragmen, bu tiir mikrobiyal iligkiler yillarca siirebilmektedir. Eksi
hamur mikroflorasinin kontrollii ve tekrar iiretilebilir bir bilesime sahip olmasi, ayni
ozelliklere sahip eksi hamur ekmekleri elde etmek i¢in vazgegilmezdir (De Vuyst ve
Neysens, 2005).

LAB ve mayalar genellikle eksi hamurlarda bir arada bulunurlar. Eksi hamur
fermantasyonlarinda LAB hiicre konsantrasyonun 108 koloni olusturan birim (kob)/g’1

asmas1 beklenmektedir. Genel bir kural olarak, LAB baskin mikroorganizmalardir, ayni



zamanda bir¢cok durumda mayalar da onemli sayida bulunmaktadir. Eksi hamurdaki
LAB:maya orani genellikle 100:1'dir (De Vuyst ve Neysens, 2005). Basarili firincilik
uygulamalarinda kullanilan baslangi¢ hamurunun, metabolik olarak aktif 107-10° kob/g
arast LAB ve 10°-107 kob/g civarinda da maya icerdigi bildirilmistir (Corsetti, 2013).
Fermente gidalarin ¢ogunda homofermentatif LAB o6nemli bir rol oynamaktayken,
ozellikle geleneksel olarak hazirlanan eksi hamurlarda heterofermentatif LAB baskindir.
Heterofermantasyonun 6nemli bir son {riinii olan asetik asit, eksi hamurun lezzetinde
onemli bir rol oynamaktadir. Lactobacillus suslari, Leuconostoc, Weissella ve
Pediococcus tiirlerinden daha sik bulunmaktadir. Laktokok, enterokok ve streptokoklar
ise nadiren bulunmaktadir. Eksi hamurlardaki (zorunlu) heterofermentatif laktobasillerin
baskinligi, bu belirli ortam igindeki rekabet yeteneklerine ve bu ortamlara
adaptasyonlariyla agiklanmaktadir (De Vuyst ve Neysens, 2005).

Tahil fermantasyonlarinda, mevcut mikroorganizmalar, metabolik aktiviteleri
sirasinda, tipik olarak orta sicakliklarda ve 24 saate kadar, tahil bilesenleri ile etkilesime
girmektedir. Laktik asit bakterileri laktik ve asetik asit tireterek ortamin pH’sin1 5'in altina
distiriirken, mayalar ise karbondioksit ve etanol tiretirler. Mayalar ve laktobasiller
arasindaki etkilesimler, eksi hamurunun metabolik aktivitesi i¢in Onemlidir.
Fermantasyon sirasinda degisen kosullar, mevcut enzimlerin aktivasyonuna katkida
bulunmaktadir. pH'mm ayarlanmasi ile amilaz, proteaz, hemiseliilaz ve fitaz gibi belirli
enzimlerin performansi segici olarak arttirilabilmektedir. Enzime bagl degisiklikler,
mikrobiyal metabolitler ile birlikte, fermente tahil gidalarinin teknolojik ve besinsel
etkilerini ortaya ¢ikarmaktadir (Poutanen ve ark., 2009).

Lactobacillus sanfranciscensis (L. brevis subsp. lindneri), L. plantarum ve L.
brevis eksi hamurlardan en sik izole edilen laktobasillerdir. Baglangicta L. brevis olarak
smiflandirilan bazi suslar son zamanlarda yeni L. pontis tiirleri altinda incelenmistir
(Gobbetti, 1998).

Eksi hamur, fermente edilebilir karbonhidratlar agisindan zengindir ve baslangigta
5.0-6.2 gibi oldukga diisiik bir pH'a sahiptir. Bu nedenle, uygulanan eksi hamur iiretim
teknolojisine bagli olarak, kullanilan tahil veya unlardan spontane olarak gelen
karakteristik LAB gelisimine olanak saglamaktir. Bununla birlikte, geleneksel eksi hamur
prosesi, genellikle tesadiifi floraya bagli olmayarak, tanimlanmis ve tipik bir hazirhik
dongiisiityle uzun siireler boyunca siirekli olarak muhafaza edilmis 6n hamurlarin
kullanimiyla ger¢eklesmektedir. Burada bahsedilen 6n hamur, daha sonra hazirlanacak

olan hamurlar i¢in dogal mikrobiyal asilama materyalidir. Spontan fermantasyon



sirasinda gelisen laktobasiller (homofermentatif L. casei, L. delbrueckii, L. farciminis, L.
plantarum ve heterofermentatif L. brevis, L. buchneri ve L. fermentum) ve pediokoklar
(P. acidilactici, P. pentosaceus), gram-negatif enterobakterilere hizla hakim olarak,
baskin hale gelmektedir. Leuconostocs ve Weissella, genellikle fermantasyonun ilk

asamasinda rol oynamaktadir (De Vuyst ve Neysens, 2005).

2.1.2. Eksi hamurlarin baz teknik o6zellikleri

2.1.2.1. Yogunluk (Kivam)-Hamur verimi

Eksi hamurlarin hamur yogunluklar1 degiskenlik gdstermektedir. Eksi hamur
fermantasyonu sert bir hamur veya sivi bir un-su siispansiyonu olarak yapilabilmektedir.
Un ve su arasindaki bu orana hamur verimi (HV) denmektedir ve asagidaki formiille

hesaplanmaktadir (Decock ve Cappelle, 2005):

o un miktar1 + su miktari
Hamur verimi = - x 100
un miktari

Yukaridaki formiilden anlasilacag: lizere, HV 160 olan bir bugday eksi hamuru
sert bir hamurken, HV 200 olan ise s1v1 bir hamurdur. Bir hamurun HV degeri, hamurun
lezzet profilini 6nemli Olciide etkilemektedir. Sert eksi hamurlarda (diisiik HV degeri)
daha fazla asetik asit ve daha az laktik asit iiretimi olmaktadir. Laktik asidin aromasi
oldukca yumusaktir ve geg algilanir; asetik asit ise hemen algilanan keskin bir asidik tada
sahiptir. Asidifikasyon orani da eksi hamurunun hamur veriminden etkilenmektedir. HV
ne kadar yiiksek olursa, tiretilen organik asitlerin muhtemelen ortama daha iyi yayilmasi

nedeniyle asitlenme de o kadar hizli gergeklesmektedir (Decock ve Cappelle, 2005).

2.1.2.2. Sicaklik

Ikinci énemli parametre fermantasyon sirasindaki uygulanan sicakliktir. Aslinda
sicakligin, asitlenme orani lizerine etkisi hamur veriminden daha fazla olmaktadir. Ayrica
sicakligin eksi hamurun mikrobiyal bilesimi iizerinde de etkisi bulunmaktadir (Decock
ve Cappelle, 2005). Hazirlana hamur partisinden bir miktar hamurun ayrilarak bir sonraki
fermantasyonda kullanildigi “back-slopping” yonteminde, sicaklik kritik bir rol

oynamaktadir. Eger sicaklik kontrol edilmezse mikrofloranin bir kismi yeni olusturulan



hamurda kaybolabilir. Optimum gelisme sicakligi Laktobasiller igin 25-27°C arasinda,
mayalar icin ise 30-40°C araligindadir. Genel olarak, daha yiiksek bir sicaklik, daha
yiiksek bir su igerigi ve kepekli un kullanimi eksi hamurdaki asit {iretimini arttirmaktadir

(Chavan ve Chavan, 2011).

2.1.2.3. Titrasyon asitligi ve pH

Eksi hamur fermantasyonu sirasinda hamurun titrasyon asitligi ve pH's1 olduk¢a
onemlidir. Fermantasyonun basinda, hem asitlik hem de pH sabit kalirken,
fermantasyonun ilerlemesi sonucu gelisen maya aktivitesi nedeniyle titrasyon asitligi
artmaktadir. Uzun siireli fermantasyonlarda, maya mevcudiyeti sonlanir ve bu asamada
titrasyon asitligi ve pH hamurda bulunan LAB'ne bagli olmaktadir. Eksi mayada bulunan
mayalar laktik asitten daha az etkilenirken, asetik asitten ¢ok daha fazla etkilenmektedir

(Chavan ve Chavan, 2011)

2.1.2.4. Substrat

Eksi hamur fermantasyonu i¢in kullanilan substratlar, bilhassa un, eksi hamuru
onemli Olclide etkileyen bir bagka parametredir. Kepek i¢indeki kiil miktart
endosperminkinden yaklagik 20 kat daha fazla oldugu i¢in unun sinifin1 ve ekstraksiyon
oranini belirleyebilmek i¢in kiil miktar1 6nem arz etmektedir. Kepek fraksiyonu, LAB'nin
bliylimesi i¢in dnemli olan daha fazla mineral ve mikro besin icermektedir. Kiil ayrica,
eksi hamur sisteminin tamponlama kapasitesini de etkilemekte, bu da daha yiiksek bir
toplam titrasyon asitligine ulagmay1 miimkiin kilmaktadir. Unun enzimatik aktivitesinin
bir gostergesi olan diisme sayis1 degeri ne kadar diisiik olursa unda bulunan amilaz
aktivitesi de o kadar fazla olmaktadir. Bunun nedeni ise mikrofloranin substrat olarak
kullanabilecegi daha fazla serbest seker bulunmasidir (Decock ve Cappelle, 2005;
Chavan ve Chavan, 2011).

2.1.3. Eksi hamurlarin simiflandirilmasi

Eksi hamurlar, iretimlerinde uygulanan teknoloji tiirline gore ii¢ tip altinda

siiflandirilmaktadir (De Vuyst ve Neysens, 2005):



- Tip I eksi hamur (geleneksel eksi hamur);
- Tip II eksi hamur (hizlandirilmis eksi hamur);
- Tip III eksi hamur (kurutulmus eksi hamur).

2.1.3.1. Tip I eksi hamurlar

Tip I eksi hamurlar geleneksel tekniklerle iiretilmektedir ve mikroorganizmalari
aktif bir durumda tutabilmek icin siirekli, giinliilk tazeleme islemine gereksinim
duyulmaktadir. Islem, ortam sicakliginda (20-30°C) gerceklestirilmekte ve pH’s1
yaklagik 4.0 civarinda olmaktadir. Bu eksi hamurlar, eksi hamur igin tipik olan ve iyi
adapte olmus bir mikrofloradan olugmaktadir. Stabil bilesimi korurlar, yiiksek bir eksime
aktivitesine sahiptirler ve mikrobiyal kontaminasyona karsi direnglidirler. Geleneksel
olarak, bugday ve ¢avdar eksi hamurlarinin iiretiminde 3-48 saat arasindaki fermantasyon
siireleri kullanilmaktadir. On hamur veya starter tamamen gelistiginde, sonraki ekmek
hamuru partisi i¢in as1 gorevi gormektedir. Mikrofloranin siirekliligi, dnceki bir partiden
ayrilan bir kisim hamurun, yeni bir partiye ardisik olarak yeniden asilanmasiyla (back-
slopping) saglanmaktadir. Mikroflora, hamurun asitlenmesinde ve mayalanmasinda,

ayrica aroma olusumunda 6nemli bir rol oynamaktadir (De Vuyst ve Neysens, 2005).

2.1.3.2. Tip Il eksi hamurlar

Ekmek tiretimlerinin sanayilesmesi sonucunda daha hizli, daha verimli, kontrol
edilebilir ve biiyiik 6lgekli mayalama islemlerine yonelik endiistriyel talep tip II eksi
hamurlarin gelistirilmesine vesile olmustur (De Vuyst ve Neysens, 2005). Tip II eksi
hamurlar, fermantasyonu baslatmak iizere adapte olmus suslarin kullanildig: endiistriyel
bir maya tiirtidiir. Bu eksi hamurlar genellikle sivi formdadir ve endiistriyel firinlarda
kolaylikla pompalanabilmektedir (Decock ve Cappelle, 2005). Esas olarak hamur
asitlendirici olarak islev gérmektedir. Tip II eksi hamur olusumu 2-5 giin stirmektedir,
ancak islemi hizlandirmak i¢in genellikle yiiksek fermantasyon sicaklikliklari (genellikle
>30°C) uygulanabilmektedir. Bu eksi hamurlar 24 saatlik fermantasyon sonunda yiiksek
bir asitlige ulasmakta ve pH’lar1 3.5’a diismektedir. Mikroorganizmalar genellikle geg
duragan fazdadir ve bu nedenle sadece sinirli metabolik aktivite sergilerler. Yiiksek
hamur verimine sahip olmalari, hamurun pompalanmasina izin vermektedir. Yerel

firinlarda da siklikla kullanilmaktadirlar. Kullanima kadar taze kalabildiginden (bir



haftaya kadar), biiyiik miktarlarda {iiretilebilirler. Endiistride, kurutulmus hamur mayasi

tirtinlerinin iiretimi i¢in de uygulanmaktadir (De Vuyst ve Neysens, 2005).

2.1.3.3. Tip Il eksi hamurlar

Tip III eksi hamurlar, tanimli starter kiiltiirler tarafindan baslatilan toz formunda
kurutulmus eksi hamurlardir. Ekmek yapiminda asitlendirici takviye ve aroma tasiyici
olarak kullanilirlar. Cogunlukla heterofermentatif L. brevis ve fakiiltatif heterofermentatif
P. pentosaceus ve L. plantarum suslar1 gibi kurutmaya direngli ve bu formda hayatta
kalabilen LAB igerirler. Kurutma iglemi (piiskiirtmeyle kurutma veya tamburlu kurutma)
ayrica mayalt hamurun raf dmriiniin uzamasina yol acar ve kiiltiirii tekrar kullanilincaya
kadar bir stok iiriiniine doniistiiriir. Kurutulmus eksi hamurlar kullanim kolayligi ve
standart nihai tirlinler elde edilebilmesi nedeniyle endiistriyel firinlar tarafindan siklikla

tercih edilmektedir (De Vuyst ve Neysens, 2005).

2.2. Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterileri (LAB), yogurt, peynir, tursu, fermente et iiriinleri ve
icecekler gibi bircok fermente gida liretiminde starter kiiltiir olarak kullanildigindan siit
ve pek ¢ok gida endiistrisi i¢in son derece 6nemlidir (Doyle ve ark., 2013; Wang ve ark.,
2020). LAB, yaygin metabolik ve fizyolojik 6zellikleri paylasan Gram-pozitif, aside
dayanikli, genellikle spor olusturmayan, anaerobik, ¢ubuk veya kok seklindeki
bakterilerdir (Lorenzo ve ark., 2018). LAB, insan gastrointestinal sistemi ve mikroflorasi
icinde faydali etkilesimlere giren probiyotikleri iceren 6nemli bir bakteri grubudur.
Yeterli miktarda tiiketildiklerinde pek ¢ok saglik faydasi saglayabilirler (Mis Solval ve
ark., 2019). Ayn1 zamanda laktik asit bakterilerinin, dogal gida koruyucusu olarak
kullanilan antimikrobiyal bilesiklerden bakteriyosinleri de iirettigi bilinmektedir (Tiwari
ve Srivastava, 2008).

LAB arasinda gida endiistrisi i¢cin ekonomik a¢idan en Onemli bakteri
gruplarindan biri Lactobacillus cinsidir (Mis Solval ve ark., 2019). Laktobasiller,
insanli@in ilk giinlerinden beri normal insan diyetinin bir par¢ast olmustur. Bugiin,
laktobasiller birgok farkli gidada bulunmakta ve gida giivenliginin saglanmasi konusunda
mitkemmel bir ge¢mise sahiptirler. Gida fermantasyonlarinda starter kiiltlirler olarak

kullanimlarinin yani sira probiyotik olarak kullanimlart da s6z konusudur. Laktobasiller
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birgok fermente gidada, 6zellikle yogurt, peynir ve fermente siit gibi siit iiriinlerinde
bulunmaktadir. Kore kimgisi ve Kafkas kefiri gibi birgok geleneksel ve bolgesel fermente
tirtinler, aralarinda Lactobacillus suslarinin da bulundugu LAB ile fermente edilmektedir.
Laktobasiller, tursu ve salamura gibi sebze fermantasyonlarinda da 6nemli starter
kiiltiirlerdendir ve eksi hamur ekmegi yapiminda kullanilmaktadir. Laktobasillerden L.
sakei genellikle fermente et {irlinlerinde kullanilmaktadir. Bira ve sarap gibi alkolli
iceceklerde, laktobasiller iiriinlin lezzetine katkida bulunabildigi gibi ayn1 zamanda
kontaminant olarak da yer alabilmektedir. Yukarida bahsedilen insan diyetinde yer alan
fermente gidalara ek olarak, Lactobacillus fermantasyonu hayvan yemlerinde de
kullanilmaktadir. L. plantarum ve L. buchneri gibi tiirler, fermente bir hayvan yemi olan
silaj tiretiminde kullanilmaktadir (Ibrahim ve Ouwehand, 2019).

Probiyotik laktobasillerin, diyet takviyesi olarak ticari kullanimlar1 da mevcuttur.
Yaygin olarak kapsiil veya sase igerisinde ve probiyotik gidalarin igerisinde
sunulmaktadir. Probiyotik gidalar yogurt gibi fermente gidalarda ya da probiyotik
dondurma, probiyotik atistirmaliklar ve probiyotik meyve sulari gibi fermente edilmemis
gida ve igeceklerde de kullanilmaktadir. Klinik olarak belgelenmis probiyotik
Lactobacillus suslar1 arasinda; L. acidophilus NCFM, L. acidophilus La-5, L. casei
Shirota, L. casei DN-114 001, L. reuteri DSM 17938, L. rhamnosus GG, L. rhamnosus
HNOO1, L. rhamnosus GR-1, L. paracasei F19 ve L. plantarum 299v bulunmaktadir
(Ibrahim ve Ouwehand, 2019)

LAB'nin taksonomisi, metabolizmas1 ve molekiiler biyolojisinin kapsamli bir
sekilde anlasilmasi, olusabilecek potansiyel risklerin onlenerek, teknolojik, beslenme ve
saglig1 gelistirici yonlerinin tam olarak kullanabilmesi bakimindan olduk¢a dnemlidir
(von Wright ve Axelsson, 2019). Ayrica bu mikrobiyolojik arastirmalarin siirekliligi igin
bakteriyel stok kiiltiirlerinin canliligimi ve biyokimyasal 6zelliklerinin korunmasi en
temel gerekliliktir (Suslow ve Schroth, 1981). Endiistriyel iiretimlerde yaygin olarak
kullanilan liyofilize LAB toz kiiltiirleri halen Lactobacillus spp.’nin stabilitesini korumak

igin en etkili yontem oldugu belirtilmistir (Wang ve ark., 2020).

2.2.1. Lactobacillus plantarum

Lactobacillus plantarum, sebze ve bitki fermantasyonlarindan insan
gastrointestinal sistemine kadar ¢esitli ekolojik nislerde bulunan ¢ok yonlii bir bakteridir.

Suslan fakiiltatif anaerobik ve Gram pozitiftir. L. plantarum hiicreleri yuvarlak uglu,
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genellikle 3-8 pm uzunlugunda ve 0.9—1.2 um genisliginde ¢ubuk seklindedir. Hiicrelerin
mikroskobik goriiniimti, tek tek, ¢ift veya kisa zincirler halinde, kamgisiz ve hareketsiz
cubuklar seklindedir. Optimum biiyiime sicakligir 30-35°C araligindadir. Asit ve tuza
kars1 gliglii toleransi nedeniyle meyve ve sebzelerin fermantasyonunda énemli bir rol
oynamaktadir (Hammes ve Vogel, 1995; Landete ve ark., 2010; Corsetti ve ark., 2016;
Mao ve Yan, 2019). L. plantarum, fakiiltatif heterofermentatiftir; glikozu D ve L-laktik
aside homofermentatif yolla, 5-karbonlu sekerleri ise D ve L-laktik asit ve asetik aside
heterofermentatif olarak fermente etmektedir (Leifert ve ark., 1989).

L. plantarum, genetik olarak diger Lactobacillus spp. ile karsilastirildiginda 3.3
Mbp biiyiikligiinde nispeten biiylik bir genoma sahiptir (Darby ve Jones, 2017). Bu
genom uzunlugunun L. plantarum tarafindan deneyimlenen cesitli gevresel nislerle
iliskili oldugu diisiiniilmektedir (Landete ve ark., 2010).

L. plantarum ¢ogunlukla fermente bitkisel gidalarda kullanilmaktadir (Darby ve
Jones, 2017). Diger laktik asit bakterilerinden daha yiiksek asit toleransina sahip olan L.
plantarum'un, meyve ve sebzelerin fermantasyonunu tamamladigi bildirilmektedir
(Fleming, 1984; Lu ve ark., 2003). Salatalik, lahana ve zeytin fermantasyonunda siklikla
kullanilan ticari bir starter kiiltiirdiir. Ozellikle L. plantarum ve L. pentosus, zeytin
fermantasyonunda starter olarak kullanilan ana tiirlerdir (Hurtado ve ark., 2008). L.
plantarum, L. sanfranciscensis (L. brevis subsp. Lindneri) ve L. brevis ile birlikte eksi
hamurdan izole edilen en yaygin laktobasillerden biridir (Gobbetti, 1998). Eksi hamurda
L. plantarum, L. brevis, Weisella cibaria ve Pediococcus pentosaceus gibi LAB tiirlerinin
baskin oldugu bildirilmistir (lacumin ve ark., 2009).

Bir¢ok arastirmaci tarafindan L. plantarum'un potansiyel bir probiyotik oldugu
bildirilmis (Yoon ve ark., 2006; Georgieva ve ark., 2009; Zago ve ark., 2011; Jankovi¢
ve ark., 2012; Park ve Lim, 2015). Probiyotik olarak kullaniminin yani sira liretim
kolaylig1, gastrointestinal sistemdeki olumlu etkileri ve genom diziliminin tamamina (L.
plantarum WCFS1) genetik veri tabanlarindan ulasilabilir olmasi nedeniyle diger
LAB'lerine gore daha fazla tercih edilebilecegi ileri siiriilmistiir (Corsetti ve ark., 2016).
L. plantarum gastrointestinal sistemin normal bakteri florasinin bir 6gesidir. Siklikla
insan bagirsak liimeninden izole edilmektedir. Midenin diisiik pH'inda ve onikiparmak
bagirsaginda canli kalabilen, ince bagirsaktaki safra asitleri etkisine direngli, bagirsak ve
kolon mukozasina tutunarak gastrointestinal sistemde gegici olarak bulunan bir tiir oldugu
belirtilmektedir. Ayrica, L. plantarum'un enteral alimi ile Veillonella spp. ve Clostridia

spp. gibi gaz iiretme kabiliyetine sahip bakteri gruplarini azalttig1 da goriilmiistiir. Tiim
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laktik asit bakterileri, konake1 i¢in saglik yarari saglama yetenegine sahip degildir. Bu
nedenle, ideal probiyotikler elde etmek igin ¢ok sayida susu taramak ve karakterize etmek
gerekmektedir. Laktik asit bakterilerinin probiyotik kapasitelerini ispatlayan in vitro ve
in vivo testler, akademik ve endiistriyel ¢evreler i¢in ilgi odagi olmaktadir. Hali hazirda
bazi L. plantarum suslari, tek basina veya sinbiyotik formiilasyonlarda probiyotik olarak
yaygin olarak kullanilmaktadir. L. plantarum'un huzursuz bagirsak sendromu,
kardiyovaskiiler hastaliklar, solunum yolu enfeksiyonlari, pankreatik ve jinekolojik
etkiler, gastrointestinal sistemdeki bagisiklik modiilasyonu ve metabolik ve dermatolojik
etkiler iizerine pek ¢ok pozitif etkisi oldugu bildirilmistir. Hastalik durumlarinda
kullanimi ile L. plantarum'un etkinligini gosteren kapsamli bir aragtirmada herhangi bir
yan etki bildirilmemistir. Bilhassa mide ve onikiparmak bagirsag: gecisindeki etkili canli
kalma yetenegi, L. plantarum’u klinik kullanim i¢in ¢ok ¢ekici bir probiyotik adayi
yaptig1 belirtilmistir (Darby ve Jones, 2017).

Organik asit iretimlerinin yanit sira LAB, diger mikroorganizmalara karsi
aktiviteye sahip bir¢ok inhibitor bilesik tiretebilmektedir. Bunlardan bakteriyosinler, fenil
laktik asit, peptitler ve yag asitleri en aktif olanlardir ve gidalar i¢in biyokoruma
saglamaktadirlar (Corsetti ve ark., 2016). L. plantarum suslarinin, plantarisin A, B, C,
C19, F, S, T, LC74, SA6 ve 149 gibi ¢ok ¢esitli bakteriyosin iirettigi tanimlanmistir
(Tiwari ve Srivastava, 2008). Plantarisinlerin tiretimi pH ve sicakliga baglidir, maksimum
verim iretici suslarin genellikle nétr pH'da ve 30°C'de inkiibe edilmesiyle elde
edilmektedir. Bakteriyosin iireten L. plantarum suslari, tahillar, maya, sarap, et ve siit
tirtinleri gibi gesitli bitkisel ve hayvan matrislerinden izole edilmistir (Corsetti ve ark.,
2016).

Fenilalanin katabolizmasindan tiireyen fenil laktik asit ve 4-hidroksifenillaktik
asit, L. plantarum dahil olmak iizere bazi Lactobacillus tiirleri tarafindan iiretilen
antifungal bilesiklerden en bilinenleridir. Bu bilesikler Fusarium spp. ve Penicillium spp.
tiirlerine kars1 ve Aspergillus niger'in miselyum gelisimini inhibe edici aktivite gosterdigi
bildirilmistir. Fenil laktik asidin yani sira, kimizdan izole edilen L. plantarum
IMAU10014 susundan ekstrakte edilen benzene asetik asit ve 2-propenil ester, genis
spektrumlu antifungal bilesikler olarak tanimlanmistir (Corsetti ve ark., 2016).

LAB ayrica yiiksek miktarlarda ve ¢ok ¢esitli homo- ve hetero-ekzopolisakkaritler
(EPS) iiretmektedir. Bu bilesikler, doku, viskozite ve stabiliteyi gelistirmesi nedeniyle
giivenli katki maddeleri olarak fermente siit iiriinlerinin imalatinda 6nemli bir rol

oynamaktadir. LAB tarafindan iretilen EPS’ler, fermente gida preparatlarinin agiz
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hissini, dokusunu ve reolojisini iyilestirmede énemli rol oynar (Corsetti ve ark., 2016).
Lactobacillus tiirleri tarafindan iiretilen EPS’ler, su absorpsiyonuna yardimci olarak
yapinin iyilesmesine katki sagladigindan eksi hamur oOzelliklerini gelistirmekte ve
fermente gidalarin raf dmriinii uzatmaktadir. Yine LAB tiirlerinden iiretilen EPS'lerin
antioksidan aktivitelere sahip oldugu ve toksik olmadigi, dolayisiyla da sentetik
antioksidanlarin yerini alabilecegi icin biliylik 6neme sahip oldugu bildirilmistir. Ayrica
gida katki maddesi prebiyotik olarak kullaniminin yani sira, antikanserojen, antitiimor
(timor olusumunu engelleyici), immiinomodiilator aktivitesi ve kan kolesteroliinii
distiriicii etkisiyle fizyolojik de pek ¢ok fayda saglamaktadir (Adesulu-Dahunsi ve ark.,
2018).

Bakteriyel EPS'lerin biyosentezi karmagik ve kararsizdir ve ¢ok sayida gen gorev
almaktadir. EPS'leri kodlayan genleri karakterize etmek i¢in kullanilan molekiiler
yaklasimlar sonucu, L. plantarum igin glikozil transferaz geninin sorumlu oldugu
bulunmustur. L. plantarum, genellikle biiylimenin eksponansiyel fazi sirasinda EPS
iiretmekte ve duragan fazin baslangicinda maksimum miktara ulagsmaktadir. Baz1 L.
plantarum suslari, molekiiler agirligi ve seker bilesimi bakimindan farklilik gosteren
birden fazla EPS tiirii liretebilmektedir. Yapilan bir ¢alisma ile, L. plantarum EP56
susunun sirasiyla N-asetil galaktoz amin ve ramnoz igerigi farklilik gdsteren 8.5x10° ve

4x10* Da'luk iki polimer iirettigini ortaya koymustur (Corsetti ve ark., 2016).

2.3. Kiiltiir Korumanin Onemi

Cesitli kaynaklardan izole edilen mikroorganizmalarin muhafazasi, mikrobiyoloji
ve biyoteknoloji gibi bircok arastirma ve klinik bilim alam1 i¢in Gnemlidir.
Mikroorganizmalar1 uzun siire yasayabilir bir durumda muhafaza edebilmek, ulusal ve
laboratuvar tabanli mikrobiyal kiiltiir koleksiyonlarinin olusturulmasi, endiistriyel
kullanimlar ve mikroorganizma karigimlar1 iceren numunelerin nakledilebilmesi i¢in
onemlidir. Tiim bu durumlarda, mikroorganizmalarin 6zgiinliiglinti, canliligini ve lireme
etkinligini korumak ise mikrobiyoloji ve biyoteknolojinin temelini olusturmaktadir
(Malik, 1988a; Hays ve ark.,, 2005). Ancak mikroorganizmalarin izolasyonu,
karakterizasyonu, secilmesi, arastirilmasi, gelistirilmesi ve patentlenmesi gibi prosesler
oldukga yiiksek maliyetler gerektirmektedir (Malik, 1988a). Ayrica, bakteri suslarinin
yaygin olarak kullanilan uygun bir kiiltiir ortamina tekrar tekrar transfer edilmesiyle,

biiyiik bir zaman, malzeme ve emek kaybinin yani sira, belirli biyolojik, immiinolojik ve
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kiiltiirel 6zelliklerin yitirilmesi de s6z konudur (Morton ve Pulaski, 1938). Kiiltiirlerin
muhafazasinin temel amaci, biyokimyasal, morfolojik, fizyolojik, genetik vb.
Ozelliklerinde degisme olmadan canliliklarin1 koruyabilmektir (Malik, 1988b). Bu
nedenle kisa ve uzun silireli muhafaza teknikleri tercih edilerek, rutin olarak
kullanilmaktadir (Suslow ve Schroth, 1981).

Muhafaza tekniginin belirlenmesinde, kiiltiirlerin siirdiiriilebilirligi ve canli kalma
siiresi rol oynamaktadir. Halihazirda, mikroorganizmalarin depolanmasi i¢in kullanilan
yontemlerin ¢cogu, 6zel depolama sistemleri, dayanikli teknik ekipmanlar, 6nemli bilgi
birikimi ve genellikle diisiik sicakliktaki kontrollii ortamlar gerektirmektedir. Bu
yontemler genel olarak etkili olmakla birlikte, cogunlukla pahali, teknik agidan zorlayici
ve insan giicli yogun yontemlerdir (Hays ve ark., 2005).

Mikroorganizmalarin kurutularak korunmasu, kiiltiirlerin uzun siireli depolanmasi
icin yillar boyunca tercih edilen yontem olmustur. Hiicre ¢esitliligini korumak amaciyla,
bu kurutma yontemleri kullanilarak olusturulmus kapsamli kiiltiir koleksiyonlari
mevcuttur. Kiiltiir koleksiyonlarina ek olarak, gida ve ila¢ endiistrileri ¢ok sayida farkl
gida ve ilag preparatinda biiyiik 61¢eklerde kullanmak tizere kurutma teknolojilerini tercih
etmektedirler. Endiistride mikroorganizmalarin sivi kiiltiir halinde kullanildigi birgok
uygulama vardir. Farmasétik, gida, icecek ve saglik gibi bir¢ok endiistride mikrobiyolojik
testler yapilmaktadir ve bu testlerin kalite kontrolii sirasinda referans mikrobiyal suslarin
pozitif kontrol Ornekleri kullanilmaktadir. Probiyotikler ve biyokontrol ajanlari gibi
gelismekte olan alanlarda da mikroorganizmalarin korunmasi onemlidir. Bu gibi
nedenlerden dolayi, bakteri suslarinin ortam sicakliklarinda sevkiyati sirasinda stabil
kalabilmesi i¢in kurutma tekniklerinden faydalanilmaktadir (Morgan ve ark., 2006).
Kurutulmus  hiicreler, depolama ve dagitim sirasinda diisiik sicakliklar
gerektirmediginden 6nemli bir avantaja sahiptir ve bu nedenle daha ekonomik hale
gelmektedir (Costa ve ark., 2000). Mikroorganizmalari kurutmak i¢in birkag farkli
yontem olmasina ragmen, ana hatlariyla kurutma yontemleri Sekil 2.1’de sematize

edilmistir:
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Kulture almacak
mikroorganizmalar

AV
Koruyucu madde ile karistirma

Donma
(Dondurarak kurutma yapilacaksa)

A4

Kurutma islemi

Depolama

Canli hiicre geri kazanimi

Sekil 2.1. Genel bir kurutma prosesi (Morgan et al., 2006)

2.4. Dondurarak Kurutma (Liyofilizasyon)

Dondurarak kurutma veya liyofilizasyon, mikroorganizmalarin korunmas: ve
uzun siireli saklanmasi igin uygun bir yontemdir (Malik, 1988b). Uzun vadede oldukg¢a
basaril1 bir canlilik orani saglamasi, depolama ve dagitim islemlerinin kolay olmasi gibi
nedenlerden 6tliri  mikroorganizmalarin  korunmasinda kullanilan en popiiler
yontemlerden biridir (Miyamoto-Shinohara ve ark., 2000). Dondurarak kurutma
yonteminin en belirgin 6zelligi, hiicre yapisinda minimum diizeyde bir biiziilmeye neden
olmasi ve kolayca rehidre edilerek tamamen ¢6ziiniir hale gelmesidir. Ayrica, siit ve gida
fermantasyonlarinda yer alan laktik asit starter kiiltiirlerini muhafaza etmek igin siklikla
kullanilmaktadir (Costa ve ark., 2000).

Dondurarak kurutma iglemi sonrasindaki mikrobiyal hiicre canliligy, kiiltiiriin yas1
(Malik, 1988b), baslangi¢ konsantrasyonu (Bozoglu ve ark., 1987), biiyiime fazi ve
bliylime kosullari, koruyucu ajanlar, rehidrasyon ve depolama kosullar1 gibi bircok
faktore baghdir (Costa ve ark., 2000; Morgan ve ark., 2006). Ayrica, dondurarak kurutma
isleminde gram-pozitif bakterilerin canli kalma oraninin, gram-negatif bakterilere gore

genellikle daha fazla oldugu bilinmektedir (Malik, 1988b).
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2.4.1. Dondurarak kurutma prosesi

Dondurarak kurutma (liyofilizasyon), materyal i¢indeki suyun dondurulmasinin
ardindan, diisiik basing kosullarinda siiblimlestirilmesi sonucu olusan su buharinin soguk
bir yiizey lizerinde tekrar buz olarak yogunlastirildigi bir kurutma yontemidir. Sekil

2.2’de ornek bir liyoflizator goriilmektedir.

Kurutma haznesi

<] =
( 7 Kurutma raflan
<=
<1

S———

LIYOFILiZATOR

Gosterge

\

g|k|§| ”/Vakum reglilatorii

Sekil 2.2. Ornek bir liyofilizatériin sematik gosterimi (Maisnam ve ark., 2017)

Vakum borusu

Bu kosullar, sicakligin diisiirmesiyle veya buzun sicakligini kontrol etmek icin
kurutma haznesinin basincimi  diisiirecek bir vakum techizati1 kullanilarak
olusturulmaktadir. Dondurarak kurutma islemi Sekil 2.3’de agiklanmaktadir (Roos ve
ark., 2017).

itici Giig:
Tbuz pbuz pbuz p > py Touz>Ty
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Vbuhar L

Sekil 2.3. Dondurarak kurutma prosesinin prensibi
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Kurutma haznesinin basincini (p) 1 mbar’in altina diistirmek i¢in vakum ekipmani
kullanilmaktadir. Bu gibi durumlarda, buz sicakligi (Twuz) ¢evredeki basincin dogrudan
bir fonksiyonudur. Ote yandan, yogusma (kondenser) yiizeyinin (Ty) sicakligimi,
siiblimlesen buzunun sicakligmin altina diisiirmek i¢in sogutma ekipmant
kullanilmaktadir. Boylece, kurutulan materyaldeki buzun buhar basincinin (Pbuz)
kondenser yiizeyinde (py) bulunandan daha yiiksek olmasi saglanmaktadir. Bu nedenle,
buhar basinci farki (4p = pouz — pY) siiblimlesme igin itici gli¢ olarak tanimlanmaktadir.
Ap'deki artig, dondurarak kurutma islemini hizlandirmaktadir (Roos ve ark., 2017).

Bagarili bir dondurarak kurutma isleminde, siiblimlesme sirasinda erimeyi
onlemek i¢in buharlasma sicakliginin, su-¢6ziinen fazin erime sicakligindan (Te) daha
diisiik olmas1 gerekmektedir. Basarili ve basarisiz bir dondurarak kurutma isleminde
olusan kosullar Sekil 2.4'te gosterilmektedir. Malzemeye uygulanan harici 6n-dondurma
asamasinda, donma esnasinda arzu edilen boyutta buz kristalleri olusumu ve donmayan
kat1 fazin ¢evresinde bir dis duvar olusumu saglanmalidir. Daha sonra, liyofilizatore
malzeme konana kadar Tpu; < Te olmasini saglamak igin, buz sicakligi, erime sicakliginin
cok altina dusiiriilmeli ve buna karsilik gelen ppuz < pPe buz buhari basinci saglanmalidir.
Aksi halde, buz eriyerek sivi faz olusmaya baslar ve donmamis su-¢oziinen faz igerisinde
viskoz akisa neden olur. Bu kosullar, kurutma malzemesinin yapisinin biiziilmesine ve
cokmesine neden olmakla birlikte, siklikla zayif dehidrasyon yetenegine ve kalite kaybina

yol agar (Roos ve ark., 2017).

Donmadan énce Siliblimlesme Sonug

Basarl
liyofilizasyon

Buz ve azami dlclide dondurma  cams) ag

pbuz<pe
Tbuz< Te

Buz ve kismen dondurma

\ Cokinta ve blzilme
P / \ Basarisiz
/ N I

P,.. >R, !/ - /)l liyofilizasyon

Tbuz > Té \_J

Sekil 2.4. Dondurarak kurutma isleminin kontroli
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2.4.2. Mikroorganizmalarin dondurarak kurutulmasi

Tipik dondurarak kurutma islemi ti¢ adimdan olusur (Fonseca ve ark., 2015):
(1) Koruyucu iceren konsantre hiicre siispansiyonunun dondurulmasi,
(2) Buzun siiblimleserek uzaklastirildigi birincil kurutma ve

(3) Donmamis suyun desorpsiyon yoluyla uzaklastirildig: ikincil kurutma.

Donma ile birlikte sivi hiicre silispansiyonu, bir buz ve ¢Oziinmiis madde
karisimina doniismektedir. Donma isleminde, suyun ¢6zeltiden buz kristalleri formunda
uzaklagtigr diisiiniiliirse “kurutmaya” benzemektedir. Bir hiicrenin sitoplazmasi
genellikle -10 ila -15°C'ye kadar donmamis halde kalir. Bu nedenle, donma sirasinda ilk
once genellikle hiicre dis1 buz kristalleri olugsmaktadir. Bunun sonucunda, hiicre dis1
ozmotik basincin yiikksek olmasi nedeniyle hiicresel suyun digsar1 dogru go¢ etmesi s6z
konusudur (Santivarangkna ve ark., 2011).

Teorik olarak her bir LAB susu i¢in optimum bir sogutma hiz1 belirlenebilse de,
bu yaklasim genellikle ¢cok zahmetlidir ve ¢ok fazla zaman almaktadir. Uygulamada,
konsantre hiicre siispansiyonunu yavas dondurmak i¢in genellikle bir dondurucu (-30
veya -40°C) veya derin dondurucu (-80°C) kullanilirken, hizli dondurmak i¢in ise kuru
buz-alkol karigimmna (-78°C) veya sivi azota (-196°C) daldirma islemleri
uygulanmaktadir (Santivarangkna ve ark., 2011).

Dondurarak kurutma isleminde, baslangi¢ta numune dondurulmakta ve i¢inde su
stiblimlestirilerek veya dogrudan bir vakum altinda buzdan buhara doniistiiriilerek
kurutulmaktadir. Siiblimlesme asamasinda, iyi 6zelliklere sahip bir {iriin elde edebilmek
icin numune donmus halde kalabilmelidir. On-dondurma sicaklig1 yeterince diisiik
olmazsa, numune tamamen donmayacak ve bir vakum altinda siiblimlesme islemi
sirasinda kabaracak ve kopiiklenecektir. Bununla birlikte, asir1 diisiik bir 6n-dondurma
sicakligi ise enerji tiiketimini arttirmanin yani sira, dondurarak kurutmadan sonra bazi
mikroorganizmalarin canlilik oranlarini azaltmaktadir (Wang ve ark., 2020).

Dondurarak kurutulmus laktik asit bakterilerinin inaktivasyonu, cogunlukla
dondurma adiminda gerceklesmektedir. Donma esnasindaki inaktivasyon mekanizmalari
sogutma hizina baglidir. Sogutma hiz1 ¢ok diisiik oldugunda, hiicre, i¢i ve dis1 arasindaki
ozmotik dengeyi saglayana kadar hizla su kaybederek dehidrasyona ugramaktadir.

Sogutma hiz1 ¢ok yiiksek olursa, hiicreler hizli bir sekilde su kaybedemezler, ancak bu
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kez de ozmotik denge hiicre i¢i buz olusumu ile korunmaktadir (Santivarangkna ve ark.,
2011).

Cogu canli hiicre i¢in genellikle 10°C/dak hizinda bir sogutmanin uygun oldugu
ileri stirilmustiir (Nakamura, 1996). Laktik asit bakterilerinde optimum dondurma hizinin
cinse gore degisiklik gosterdigi bildirilmistir (Champagne ve ark., 1991). Fonseca ve ark.
(2000) streptokoklarin genellikle laktobasillerin aksine donmaya kars1 daha az duyarh
oldugu bildirmistir. Wang ve ark. (2020), L. plantarum ile yaptiklar1 bir arastirmada, 6n-
dondurma sicakliginin susa bagli oldugunu ileri siirmiiglerdir. Baska bir calismada, L.
plantarum hiicrelerinin sogutma hizindan nispeten etkilenmedigi ve canliligini yiiksek
oranda korudugu ileri siiriilmiistiir. L. plantarum’un, 5-30,000°C/dak sogutma hizi
arasinda canliliginda 6nemli bir degisiklik goriilmemistir. Bakterinin, 5°C/dak sogutma
hizinda %100 ve 250°C/dak sogutma hizinda ise %87 oraninda canlilik gosterdigi ve
dolayisiyla oldukea kararli oldugu bildirilmistir (Dumont ve ark., 2004).

Daha once bahsedildigi lizere, dondurarak kurutma sirasindaki temel asamalar
ornek sicakliginin kontrolii, kurutma prosesinin belirlenmesi, 6n-donma sicakliginin ve
sogutma hizinin ayarlanmasi ve koruyucu tip ve konsantrasyonun sec¢iminden
olusmaktadir (Wang ve ark., 2020). Kiiltiirlerin muhafazasinin temel amact ise,
mikroorganizmalarin biyokimyasal, morfolojik, fizyolojik, genetik vb. 6zelliklerinde
degisme olmadan ve canliliklarin1 koruyabilmektir. Bu amaca ulasmak igin liyofilize
edilecek mikrobiyal hiicreler koruyucu bir ortamda siispanse edilmeli ve fiziksel donma
ve kurutma seyirleri optimize edilmelidir. Etkili koruyucu maddelerle uygun bir
dondurarak kurutma yontemi ve dogru bir yeniden etkinlestirme protokolii kullanilarak,
mikroorganizmalarin iyi bir canlilik ve stabiliteye sahip olarak, basarili bir sekilde
liyofilize edilebilecegi belirtilmistir. Bunlarin yaninda, kuruma, 151k, oksijen, sicaklik,
ozmotik basing, ylizey gerilimi ve diger benzer faktorlere duyarli mikroorganizmalarin
liyofilizasyonu i¢in bazi 6zel onlemler gerekebilmektedir (Malik, 1988b). Bakterilerde
liyofilizasyon siireci Sekil 2.5’de gosterilmektedir.

Bakteriyel hiicrelerin dondurarak kurutma ve depolama siiresi boyunca
canliliklarin1 kaybetmelerine neden olan temel faktorler; termal sok, hiicre duvari
gecirgenliginin degismesi ve metabolik hasardir. Termal sok, hiicre zar1 hasar1 veya hiicre
ici buz olusumu ile agiklanabilir. Hiicre i¢indeki suyun buza doniismesi sonucu
sitoplazmanin kalan kisimlarindaki ¢6ziinen madde konsantrasyonu artarak ve hiicre i¢i
pH ve iyonik giiglerde bir degisiklige neden olmaktadir. Bu durum hasar verici kimyasal

reaksiyonlarin oranlarint artirabilmektedir. Metabolik hasar ayrica hiicre zar
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gecirgenliginde de bir artisa neden olabilmektedir. Ayrica metabolik hasara ugrayan

hiicrelerin, biiylime gereksinimleri de degismektedir (Bozoglu ve ark., 1987).
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Sekil 2.5. Bakterilerin liyofilizasyon siirecinin gosterimi.

Hiicreleri bu tip hasarlardan koruyabilmek i¢in kriyoprotektif katki maddelerinin
(koruyucu) 6nemli bir rolii vardir. lyi bir kriyoprotektan, dondurma islemi sirasinda
hiicreleri termal soktan korumali, kolayca kurutulmali ve iyi bir matris olusturarak
stabilite ve rehidrasyon kolaylig1 saglamalidir (Costa ve ark., 2000). Iyi bir koruyucu
formiilasyonu olusturmak, kurutma islemi sirasinda hiicreleri stabilize etmek i¢in 6nemli
bir adimdir. Uygun koruyucularin kullanimi ile dondurarak kurutma ve saklama
sirasindaki stres azaltilmaktadir (Chen ve Hang, 2019). Koruyucu maddelerin
mikroorganizmalar1 koruma yetenegi genellikle suyu baglama ve hiicre i¢i veya hiicre
dis1 buz kristali olusumunu engelleme kapasitelerine baglhdir. Koruyucu etkilerinin, hiicre
duvarinin yapisal elemanlarn etrafindaki mikro ¢evreye katkida bulunmasindan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir (Bozoglu ve ark., 1987).

Polioller, polisakkaritler, disakaritler, amino asitler ve protein hidrolizatlari,
proteinler, mineraller, organik asitlerin tuzlar1 ve vitaminler ve kompleks ortamlar dahil
olmak iizere ¢esitli madde gruplarinin koruyucu etkileri test edilmistir. Ancak, kullanilan
belirli bir katki maddesinin sagladigi koruma, mikroorganizma tiirlerine gore
degismektedir (Costa ve ark., 2000). Genel olarak bakildiginda, yagsiz siit tozu, serum,
trehaloz, gliserol, betain, adonitol, siikroz, glikoz, laktoz, dekstran, silikajel ve polietilen
glikol gibi polimerler pek ¢ok mikroorganizma icin koruyucu ajan olarak
kullanilabilmektedir (Morgan et al., 2006). Koruyucu ajanlar hiicre adaptasyon yetenegini
arttirmak i¢in kiltiir ortamma dondurma ya da kurutma isleminden oOnce ilave

edilebilmektedir. Koruyucu madde igeren hiicrelerin canlilik oran1 yaklasik %70 oranina
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ulasabilmektedir (Morgan ve ark., 2006; Chen ve Hang, 2019). Ancak her bir materyalin
etkinliginin biiyiik 6l¢lide bakteri tiiriine, saklama siiresine ve kosullarina bagli oldugu
bildirilmektedir (Suslow ve Schroth, 1981).

Giliniimiizde gliserol, kullanilan en yaygin ve en etkili kriyoprotektif ajanlardan
biridir. Bir bakteri kiiltiirinliin gliserol ile siispansiyonu sonrasinda dondurulmasi ve
saklanmasi geleneksel yontemler arasinda yer almaktadir. Bu tiir yontemlerle, sicaklik
sabit kaldiginda ve ¢oklu donma ¢oziilme dongiilerinden kaginildiginda, suslarin uzun
stireli canli kalmasi saglanmaktadir (Cody ve ark., 2008). Ancak gliserol, dondurarak
kurutmada diisiik koruma saglamaktadir. Bununla birlikte, gliserol normal depolama
sicakliklarinda (4°C) sivi halde kalmakta ve dolayisiyla dondurarak kurutma igin pek
uygun olmamaktadir (Champagne ve ark., 1991).

Alternatif olarak, yagsiz siit bakteriler i¢in tercih edilen en yaygin kriyoprotektif
ajandir. Kriyoprezervasyon igin genellikle %1—10 konsantrasyonundaki yagsiz siit
(vyagsiz kuru madde) kullanilmistir, ancak daha siklikla diger kriyoprotektif ajanlarla
birlikte, birgok mikroorganizmanin dondurarak kurutulmasinda kullanilmistir (Hubalek,
2003). Sulandirilmis yagsiz siit tozu, hiicreler izerindeki kriyoprotektif etkileri nedeniyle
starter kiiltiirlerinin dondurulmasi1 veya dondurarak kurutulmasi i¢in en faydali
siispansiyon ortamlari arasindadir, ayrica farkli koruyucu maddelerle birlikte kullanimlari
yagsiz siitlin kriyoprotektif etkisi artirilabilmektedir. Yagsiz siit ile birlikte gliserol,
mannitol, sorbitol, trehaloz, siikkroz, maltoz, laktoz, friiktoz, glikoz, betain, monosodyum
glutamat, bal ve amino asitler ve bunlarin tuzlar1 dahil olmak {izere ¢ok sayida bilesigin
kriyoprotektan olarak kullanilmasi bir ¢ok ¢alismada degerlendirilmistir (Roos ve ark.,
2017). Sekerler, karbonhidratlarin tipik camsi yapi olusturma ozelligini sergiler ve
donma, dondurarak kurutma ve depolama iizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir. Bu nedenle
de donma ve dondurarak kurutmada kullanilan kriyoprotektan molekiilleri genellikle
glikoz, siikroz ve fermantasyon ortamina bagli olarak laktoz gibi kiiciik sekerlerdir.
Yagsiz siit ve/veya siikroz, trehaloz ve dekstran kombinasyonlari yaygin olarak
kriyoprotektan olarak kullanilmaktadir. Giiniimiizde, LAB hiicreleri genellikle seker ve
polimerlerin varliginda dondurarak kurutulmaktadir. Seker ve polimerler tarafindan
olusturulan yiiksek viskoziteli amorf matris, molekiillerin hareketliligini azaltmakta ve
boylece difiizyonun neden oldugu bozunma reaksiyonunu sinirlandirmaktadir.
Sekerlerin, kurutma stirecinde zarar gorecek olan biyolojik molekiiller ile hidrojen baglari
olusturarak suyun yerini almasi nedeniyle hiicreler {izerinde koruyucu etki yaptigi

diistiniilmektedir (Chen ve Hang, 2019).
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Uygun bir ticari kiiltiir iiretebilmek i¢in, yliksek oranda canli kurutulmus hiicre
elde edilmesi Onemlidir. Baz1 ¢alismalar, baslangictaki bakteriyel yiikiin, uygulama
sonrasinda canli kalma oranini etkiledigini gostermektedir. Bozoglu ve ark. (1987), laktik
asit bakterilerinin yiiksek baslangi¢ hiicre yogunluguyla dondurarak kurutuldugunda daha
yiiksek canli kalma orani elde edildigini bildirmistir. Bunun da, dig ortamin zorlayici
kosullarima karst mikroorganizmalarin ortak bir koruma kalkan1 olusturmasiyla
olabilecegini ifade etmislerdir. Yiiksek hiicre konsantrasyonlarinin 6nerilmesinin nedeni,
hiicrelerin ¢gogunun uzun siireli depolama sirasinda 6lmesi sonucu, kalan yeterli sayidaki
hiicrenin canliligin devamini saglamasina dayanir. Bagka bir deyisle, yillardir yapilan
calismalar, baslangictaki hiicre konsantrasyonu ne kadar yiiksek olursa (>1x108
hiicre/ml), dondurarak kurutulmus Ornek i¢indeki canli hiicrelerin daha uzun siire
dayanabildigini gostermistir (Morgan ve ark., 2006). Miyamoto-Shinohara ve ark.
(2000), dondurarak kurutmadan 6nce hiicre konsantrasyonunun 108—10%° hiicre/ml olmas1
gerektigini ve bu sekilde bakterilerin canliliginin 20 yildan fazla korunabilecegini
bildirilmislerdir.

Dondurarak kurutulmus mikroorganizmalarin rehidrasyonu, kurutulduktan sonra
hiicrelerin yeniden canlanmasi i¢in son kritik adimdir. Oliimciil yaralanmalara maruz
kalan hiicreler, uygun olmayan kosullar altinda rehidre edildikleri takdirde olusan hasari
onaramayabilirler. Koruyucu ortamlarda oldugu gibi, pek cok olasi rehidrasyon ortami
vardir ve hepsi degisken sonuglar gosterir. Ortamin tipi, molaritesi ve rehidrasyon
kosullari, mikroorganizmalar1 geri kazanim hizin1 6nemli 6l¢giide etkilemektedir (Costa
ve ark., 2000; Morgan ve ark., 2006).

Kesikli kiiltiir ortaminda (batch), bakterilerin biiylimesi dort farkli fazda
gozlemlenir; lag fazi (A), log faz1 veya eksponansiyel faz (B), duragan faz (C), ve 6liim
faz1 (D) (Sekil 2.6). Duragan fazda, karbon acligi ve mevcut gida kaynaklarinin
tilkkenmesi, hiicre popiilasyonunun canli kalmasi i¢in stres olusturmaktadir. Cogunlukla
bu stresin hiicreyi, kuruma ve uygun olmayan sicakliklar gibi olumsuz kosullara karsi
korudugu bildirilmektedir. Ancak yine de, bir kuruma prosesinde bakterilerin canli
kalabilmesi i¢in en uygun biiyiime fazinin, biiyiikk dl¢lide organizmaya bagli oldugu

bildirilmistir (Morgan ve ark., 2006).
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Sekil 2.6. Kesikli kiiltiir ortaminda mikrobiyal bir kiiltiiriin tipik biiylime egrisi.

Depolama yontemi ve paketleme ambalajinin tiirli, kurutulmus iriinlerin raf
omriinii etkilemektedir. Cogu bozulabilir iiriinde oldugu gibi, oksijen, nem, 1sik,
mikrobiyal kontaminasyon ve yiiksek sicakliklar gibi reaktiflerden kag¢inilmasi
onerilmektedir. Dondurarak kurutulmus kiiltiirler, cogunlukla ampuller veya cam siseler
icinde saklanmakla birlikte, yiiksek bariyer 6zellikli plastik torbalar ve blister ambalajlar
gibi baska segenekleri de mevcuttur (Morgan ve ark., 2006). Dondurarak kurutulmus
hiicrelerin stabilitesini etkileyen en 6nemli iki faktor sicaklik ve ambalaj atmosferidir.
Cogu LAB starter kiiltiirii, 4°C’de 6 ay boyunca korunabilmekte ve genellikle dondurarak
kurutulmus kiiltiirlerin vakum altinda veya kuru azot altinda diisiik sicakliklarda
saklanmasi 6nerilmektedir (Costa ve ark., 2002). Bozoglu ve ark. (1987) vakum veya azot
altinda depoladiklart kiiltiirlerin, hava altinda depolananlara gore daha fazla canlilik
gosterdigini; hava sartlarinda diisiik canlilik goriilme nedeninin, kuru hiicrelerin ara
yiizey alan1 boyunca oksijen diflizyonuna maruz kalmasindan dolay1 olabilecegini ileri
stirmiislerdir. Wang ve ark. (2004) yapmis olduklar bir ¢alismada, 4 ay siireyle 4°C’de
depolanan laktik asit ve bifido bakterilerin 25°C’de depolananlara gore daha yiiksek

oranda canli kaldiklarini gérmiislerdir.
2.5. Mikrobiyal Biiyiime Kinetigi
Mikrobiyal biiyiime kinetigi genel olarak, bir kiiltiirde zamanin bir fonksiyonu

olarak biyokiitle artisinin es zamanli takibidir. Ayn1 zamanda genel ilkeleri kantitatif

olarak formiile edilmesini, mikrobiyal biiyiime siireclerini tanimlanmasini ve tahmin
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edilmesini, daha ileri deneyler i¢in bir temel saglayan matematiksel modeller
olusturulmasini saglayan parametrelerin belirlenmesidir. Bu nedenle biiyiime kinetikleri
sadece endiistriyel ve ¢evresel biyoteknolojinin uygulamali alanlarinda degil, aym
zamanda mikrobiyal genetik, fizyoloji ve ekoloji gibi temel alanlarda vazgegilmez bir
aractir (Egli, 2009). Kinetik modeller, dogru ve tekrarlanabilir ayrintili deneyler ile
matematiksel modeller kullanarak mikrobiyal biiyiime davranigi hakkinda gelismis
bilgiler saglamaktadir ve biyoteknolojik siireclerin tasarimi ve kontroliinde oldukca
faydalidir (Rezvani ve ark., 2017). Dogrudan veya dolayli 6l¢iimlerle hiicre biiyiime
parametrelerini tahmin etmek i¢in ¢esitli yontemler mevcuttur. Hiicre kuru agirligi, hiicre
optik yogunlugu ve bulanikligi, hiicre solunumu, metabolitler ve metabolik hiz, hiicre
biliylimesini, substrat kullanimin1 ve {irlin olusumunu analiz etmek i¢in siklikla tercih

edilen metotlardir (Najafpour, 2007).

2.5.1. Kesikli kiiltiirde (batch) hiicre biiyiimesi

Kesikli kiiltiir ortami, besinin sabit bir siv1 ortam i¢inde hazirlandigi, ortama
herhangi bir substrat veya mikroorganizma giris veya ¢ikiginin olmadigi kapali bir
sistemdir. Kiiltlir ortamina asilanan mikroorganizmalar yavas yavas biiyiliyerek ¢ogalir.
Hiicreler ¢ogaldike¢a, besinler tiikenir ve son iirlinler olusur. Mikrobiyal biiyiime, hiicre
kuru agirligr (g/L) ve hiicre optik yogunlugu (tanimli bir dalga boyundaki 151k sagilima,
OD) ile belirlenmektedir (Najafpour, 2007). Biiytime egrisi, Sekil 2.6'da gosterildigi gibi

temelde dort asamaya ayrilir. Bunlar:

Inkiibasyon (gecikme) faz1 (lag fazi)
Eksponansiyel (logaritmik) faz (log fazi)
Duragan (stasyoner) faz

Letal faz (6liim fazi)’dir (Morgan ve ark., 2006; Najafpour, 2007).

o w >

Hiicrelerin fermantasyon ortamima aktarilmasiyla baslayan gecikme fazinda
belirgin bir hiicre biiylimesi gézlenmez. Bu faz, hiicre replikasyonu ger¢ceklesmeden ve
herhangi bir biiylime belirtisi olmadan, mikroorganizmalarin yeni ortama adaptasyonu
icin gerekli olan siiredir. Gecikme fazinin uzunlugu, baslangi¢ hiicre yogunluguna, yasina

ve ortamin kosullaria baglidir. Cok miktarda hiicre varliginda ve ¢ok hizli bir sekilde



25

biiyiidiiklerinde, hiicre sayis1 katlanarak artar. Eksponansiyel biiyiime faz1 olarak bilinen
bu evrede, bir kiiltiiriin optik hiicre yogunlugu kolayca saptanabilmektedir. Hiicre sentezi
belirgin bir sekilde artmakta; karbon kaynaklari1 hizla kullanilmakta ve son iiriinler
olusmaktadir. Substratlarin hizli bir sekilde kullanimi ve iiriin birikimi, hiicre
yogunlugunun sabit kaldig1 duragan fazin baglamasina 6nciiliikk eder. Bu agsamada, hiicre
bliylime hiz1 6lim orani ile dengelenirken, hiicreler 6lmeye baslayabilir. Hiicrelerin
yaslandik¢a biyokatalitik aktivitelerinin kademeli olarak azalabilece§i ve nihayetinde
otolizin meydana gelebilecegi iyi bilinmektedir. Fermantasyon sivisindaki 6li hiicreler
ve hiicre metabolitleri, toksisite olusturarak kalan canli hiicreleri etkisizlestirir. Toksik
sekonder metabolitlerin olusumu ile canli hiicre yogunlugunun biiyiik 6l¢iide diismesiyle
bir 6liim faz1 gelisir. Oliim fazinda, ortamdaki canli hiicre sayisinda iissel bir azalma

goriilmektedir (Najafpour, 2007).

2.5.2. Bakteri biiyiimesinin ol¢iilmesi ve biiyiime kinetiklerinin belirlenmesi

Biyolojik biiyiime, hem hiicresel bilesenlerin (biyokiitle) sentezi hem de
hiicrelerin yeni hiicreler tiretmek i¢in tek tek cogalmasidir. Basitge, bir hiicre biitiin hiicre
bilesenlerini iki katina ¢ikarir, uzunlugunu arttirir ve boliinerek iki 6zdes hiicreye ayrilir.
Bu otokatalitik  siirecin  sonucunda '6zdes' hiicrelerin  sayisinda  (N),
20521522 523 524 25 . 2" benzeri bir geometrik artig goriiliir. Belirli bir zaman
diliminde bir kiiltiirdeki hiicrelerin ikiye boliinmesi ile hiicre sayisindaki artis1 gosteren

denklem asagida verilmistir (Egli, 2009; Tunail, 2009):

Nt = NO - 277. (21)
No: Baslangicta hiicrelerin sayisi
Nt: Gecen t zaman sonra hiicrelerin sayisi
n: Boliinme sayisi (t zaman periyodundaki)

Bir popiilasyondaki hiicreler sabit zaman araliklariyla bolinmektedirler; yani
sabit bir boliinme hiziyla ¢ogalmaktadirlar. Bir kiiltiirdeki biyokiitle artis1 genellikle
matematiksel olarak bir diferansiyel denklem ve bir “biiyiime hiz1” ile ifade edilmektedir
(Esitlik 2.2) (Egli, 2009).

dX/dt = p- X (2.2)
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Esitlik (2.2)’nin ¢6ziimii {istel bir fonksiyondur, esitlik (2.3) ve (2.4)'deki gibi ifade
edilebilir:

X, =X, et (2.3)

_ In Xl—ln XO
=tk 2.4

Burada;

X: Hiicre konsantrasyonu (biyokiitle, g/L) veya hiicre sayis1 (adet/mL)
t: Zaman (saat)
u: Ozgiil biiyiime hiz1 (h) dur.

Hiicre sayisinin dogal logaritmasinin zamana karsi ¢izilen grafiginde iissel olarak
artan ¢izginin egimi 6zgil bliyiime hizin1 (p) vermektedir (Sekil 2.7). Genellikle bu
parametre, grafigin yaklasik olarak dogrusal olarak artan kisminin, lineer regresyon

kullanarak egiminin hesaplanmasiyla belirlenmektedir (Zwietering ve ark., 1990).

In(N/No )

Time

Sekil 2.7. Logaritmik olarak biiyiiyen hiicrelerin 6zgiil biiyliime hizlarinin hesaplanmasi.

Bir hiicrenin boliinerek yeni bir nesil {iretmesi i¢in gereken siireye jenerasyon
stiresi (g) veya ikilenme siiresi (t4) denmektedir. Hiicre sayisinin 2 katina ulagmasiyla,
X, = 2X, olacaktir. Bu esitlik, 6zgiil bitylime hiz1 denklemine uygulandiginda, ikilenme

stiresi (t¢) hesaplanmaktadir:

u=1In2/g =0.693/t, ty = 0.693/u (2.5)
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Yeterli besin maddesinin bulundugu bir gelisme ortaminda ve pH, sicaklik vb.
parametlerin sabit kaldig1 ¢evresel kosullar altinda bir mikroorganizmanin jenerasyon
siiresi sabittir ve logaritmik hiicre sayisinin zamana kars1 grafiginde diiz bir ¢izgi haline
gelir (Sekil 2.8). Bu fonksiyonun dogrusalligi, kullanilan logaritmanin tabanindan
bagimsizdir (Egli, 2009).

Jenerasyon sayist olan n degeri, logaritmik biiylime periyodunda gegen siirenin,

jenerasyon siiresine oranlanmasiyla elde edilmektedir:

n=t/g n=At/g = At/ty (2.6)
300 — N o
=] o
o £ L=}
250 - . - fos
7 ~5
200 - —2.0
= "6 L4
]
@ 150 H -5 1.5
= -3
-_|E_ : ~4
100 isz L3 |, ~1.0
5
50 - dt L4 — 0.5
1N, 1
0 1 |ﬂt T T 0 -0 -0
0 1 2 3 4
Saat

Sekil 2.8. Bir mikrobiyal popiilasyonun eksponansiyel biiylime grafigi.
(#) hiicre sayist; (@) log (hiicre sayist).

Mikrobiyal biyokiitle iiretiminin tahmini, mikrobiyal aktivitenin genel bir indeksi
olarak kabul edilmektedir ve oOzellikle biliylime oranlarmi1 hesaplamak i¢in
kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda, biyokiitle iiretimi, mikroorganizmalarin rol aldig
proseslerin hizlarini en iyi tahmin etme yontemidir (Kirchman, 2001). Kuru agirlik olarak
ifade edilen biyokiitle, genel fizyolojik arastirmalarin yani sira mikrobiyal proseslerin
verim analizi ve iyilestirilmesi i¢in kritik olan biiylime kinetigi ve verim faktoriiniin
belirlenebilmesi i¢in gerekli bir parametredir. Geleneksel standart yontemle biyokiitle,
numunenin bir firinda sabit agirhiga gelene kadar kurutulmasiyla dogrudan

belirlenebilmektedir. Modern biyokiitle tahmin teknikleri ise, iiretilen fiziksel (optik
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yogunluk, bulaniklik, kapasitans) veya metabolik (oksijen alimi, CO evrimi) degerleri,
toplam kuru biyokiitle ile iliskilendirmektedir. Biyokiitle iiretkenligi asagidaki denklikle
hesaplanabilmektedir (Li ve Mira de Orduna, 2010). Burada A, birim zamanda ve

hacimde olusan biyokiitle agirligini ifade etmektedir.

Ppiyokitie = (Apkr — Apko)/ (t1 — to) (2.7)

2.6. Siitciiliik Yan Uriinleri

Siit, esasen yeni doganin biiylimesi ve gelismesi i¢in gerekli olan yag, protein,
karbonhidrat, mineral ve mindr bilesenlerden olusan bir karigimidir. Dogal veya fermente
halde tiiketilen en eski iceceklerden biridir. Siitin belki de en biiylik dezavantaji
bozulabilir dogasidir. Bu sebeple, depolama dmriinii uzatmak ve giivenirligi saglamak
icin geleneksel koruma teknikleri uygulanmaktadir (Kelly ve ark., 2009).

Teknolojik gelismeler, siitii olusturan bilesenlerin, biyolojik, fiziksel ve
fonksiyonel 6zelliklerinin daha iyi anlasilmasini saglamistir. Bu bilesenleri konsantre
etmek veya izole etmek i¢in teknolojilerin gelistirilmesi ile, bir ¢ok faydali gida ve igecek
bileseni iiretilmistir, bdylece siit 5nemli bir deger kazanmistir. Ureticiler siitten daha fazla
fayda saglamak ic¢in ¢abaladik¢a, siitten elde edilen bilesenlerin sayis1 ve cesitliligi
artacaktir (Kelly ve ark., 2009).

Birgok siit bileseninin iiretimi, siitiin ¢esitli fraksiyonlarina ayrilarak dehidre
edilmesiyle elde edilmektedir. Siitiin dogal olarak sivi halde bir gida olmasi, ¢esitli
bilesenlerin biiyiik 6l¢eklerde fraksiyonlarina ayrilmasini verimli hale getirmektedir. Siit
bilesenlerinin tiretiminde kullanilan ayirma, konsantre etme ve genellikle dehidratlama
proseslerinde, bu bilesenlerin ¢o6ziiniirliikk, enzimatik duyarlilbik, pH bagimliligi, vb.
fizikokimyasal Ozelliklerinden faydalanilmaktadir. Siit bilesenlerinin su ve gida
sistemlerinde bulunan diger bilesenlerle olan isbirligi, ¢esitli gidalarin yapisal, dokusal
veya organoleptik Ozelliklerini gelistirmesi, stabilize etmesi veya degistirmesi
bakimindan bu bilesenleri ¢ok degerli bir ara¢ haline getirmektedir (O’Kennedy, 2009).

Siit dinamik bir malzemedir ve inegin irki ve yasi, beslenmesi, saglik durumu,
laktasyon evresi ve hayvanin yasadigi cevre gibi nedenlerle Ozellikleri ¢ok farkl
olabilmektedir. Ancak genel olarak yag, protein ve siit sekeri laktozdan olusan yaklasik

%13 kuru madde igermektedir. Karisik bir koloidal dispersiyon olmasina ragmen siit son
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derece stabildir ve herhangi bir destabilizasyon belirtisi olmadan 1sitilabilir,
dondurulabilir ve kurutulabilir (O’Kennedy, 2009).

Islenmemis siitte 1-10 pm capinda olan yag globiilleri, bazilar1 biyolojik
aktiviteye sahip olan protein, fosfolipit, lipoprotein, serebrosit ve sterollerin bir
karigimindan olusan dogal bir membran tarafindan ¢evrelenmektedir. Fosfolipidler yiizey
aktif bilesenlerdir ve bu nedenle yag ile yag globiillerinin siispanse edildigi su arasinda
bir bariyer olusturabilirler. Steroller (en iyi bilineni kolesteroldiir) suda ¢6ziinmezler ve
fosfolipidlerle baglantilidirlar. Inek siitiinde bulunan esas proteinler kazein ve peynir alti
suyu proteinleridir. Kazein, siitiin %2.5—2.8'ini (a/a) olusturan, genellikle kazein miselleri
olarak adlandirilan 200 nm c¢apinda kiiresel pargaciklar halinde bulunur. Kazein
misellerinin yapisi, protein ve kalsiyum fosfat arasindaki etkilesim ile belirlenir. Net notr
yiik noktalarinda (pH 4.6) ¢oziinmezdir ve bu 6zellik bazi gidalarin olusumu i¢in biiyiik
Oonem tagimaktadir. Peynir alt1 suyu proteinleri siitiin yaklasik %0.5’ini (a/a) olusturur ve
kazeinin peynir mayasi ile veya asitlentirme yoluyla pihtilagsmasindan sonra ¢ozelti iginde
kalan proteinler olarak siniflandirilir. Bu protein grubu 1siya dayaniksizdir ve bazi gida
uygulamalarinda fonksiyonelligi gelistirmek amaciyla kasithh olarak 1s1 ile denatiire
edilmektedir. Sit sekeri laktoz (%4.6, a/a), ger¢ek c¢ozelti halindedir. Glikoz ve
galaktozdan olusan indirgen bir disakkarittir. Siit igerisinde, asidifikasyon veya gaz
tiretimi ile fermantasyon veya bozulma gerceklestiren pek ¢ok mikroorganizma igin
onemli bir besin kaynagidir. Baslica ¢oziiniir tuzlar igerisinde potasyum, sodyum,
kalsiyum, magnezyum, kloriir ve fosfat bulunmaktadir. Organik anyon olan sitrat da bu

¢Ozliniir tuz ¢ozeltisinin ayrilmaz bir pargasidir (O’Kennedy, 2009).

2.6.1. Yagsiz siit tozu

Siitiin siit tozuna doniistiiriilmesi, siitiin taginmasi ve daha sonraki kullanimlar i¢in
uygun bir bi¢imde muhafaza edilmesine olanak saglamaktadir. Siitiin kurutulmasi,
baslangicta siitteki besin maddelerini korudugu icin ihtiyag¢ fazlasi siitleri degerlendirme
arac1 olarak kullanilmaktaydi. Bu sekilde siit tozu, sulandirilarak tiiketicilerin taze siite
benzeyen s1vi bir siit tiriinii elde etmesini saglamistir. Stvi siit tirtinlerinin toza doniisimii,
diger siit yan triinlerinin etkili kullaniminin da 6niinti agmustir. (Augustin ve Margetts,
2003).

Siit tozu mikrobiyolojik olarak stabil bir iirlindiir. Mikroorganizmalarin

gelisebilmesi i¢in ¢ok diistik olan 0.3—0.4 su aktivitesine sahiptir. Bununla birlikte, siit
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tozu sulandirildiktan sonra, pastorize siitiinkine benzer sekilde mikrobiyal gelismeye ve
bozulmaya kars1 hassas hale gelmektedir. Siit tozu kullanimdan 6nce nemden korunursa,
mevcut mikroorganizmalarin sayisi depolama sirasinda genellikle azalir, ancak spor
sayis1 sabit kalabilir. Siit tozu mikroorganizmalarin biiyiimesini desteklemese de,
mikrobiyolojik igerik tozun sonraki kullaniminda 6nemli bir husustur (Augustin ve ark.,
2003).

Yagsiz siit tozu, rekombine siit tiriinlerinin imalatinda siit proteinlerini saglamak
icin kullanilan en yaygin bilesendir. Yagl siit tozu, hem yagsiz kuru madde hem de siit
yag1 icin bir kaynak olarak kullanilabilmekte, ancak yag fazindaki duyusal bozulmaya
yol agan oksidatif degisiklikler, uygulama alanlarini sinirlandirmaktadir (Kneifel, 2003).

Yagsiz siit tozu iiretiminde, siit dnce santrifiijlii seperator ile yagsiz siit ve kremaya
ayrilir. Yagsiz siitiin yag igerigi <%0.1 olmahdir. Yag: alinan siite bir 6n 1sitma islemi
uygulandiktan sonra biinyesindeki suyun bir kismi evapore edilerek konsantre haline
getirilir. Daha sonra homojenize edilen siit konsantresi genellikle sprey kurutularak
yagsiz siit tozu elde edilir (Augustin ve Margetts, 2003). Yagh ve yagsiz siit tozunun

genel kompoziyonu Cizelge 2.1°de verilmistir:

Cizelge 2.1. Yagsiz ve yagli siit tozunun bilesimi (Augustin ve Margetts, 2003)

Bilesen (%) Yagsiz siit tozu Yagh siit tozu
Nem 3.0 2.25
Yag 0.7 26.75
Protein 36.0 26.0
Laktoz 51.2 38.0
Kiil 8.2 6.0
Kalsiyum 1.31 0.97

Fosfor 1.02 0.75
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2.6.2. Kazeinler

Siitlin s1v1 yapist ve ¢esitli bilesenler arasindaki fiziko-kimyasal farkliliklar
nedeniyle, siit endiistrisi bu bilesenleri aktif olarak farkl sekillerde fraksiyonlara ayirir.
Siitte bulunan proteinler genel olarak kazein ve peynir alt1 suyu proteinleri olmak tizere
iki gruba ayrilmaktadir. Kazein ve peynir alti suyu proteinleri arasindaki ¢oziiniirlitk
farkliliklar1 ve kalsiyum fosfatin dogal pH'a bagli ¢oziiniirliik 6zellikleri, kazeinin
ayrilmasini ve birgok kazein bazli bilesenin tiretimini kolaylastirmaktadir (Southward,
2003a; O’Kennedy, 2009).

Kazein, siitte hem kantitatif hem de besinsel olarak en 6nemli protein bilesenidir
ve siitlin toplam azotunun yaklasik %80'ini olusturmaktadir. Kagit, tekstil, boya, deri,
elyaf ve diger endiistrilerde kullanilmaktadir. Yenilebilir kazein ve kazeinatlar da bir¢cok
gidada uzun zamandir kullanilan siit yan tirtinleridir. Kazein, sistein harig, ¢ok zengin bir
esansiyel amino asit kaynagidir. Kovalent olmayan etkilesimlerle bir arada tutulan ¢
farkli —as1, —0s2 Ve —B kazein polipeptit zincirinden, proteolitik olarak elde edilen x-
kazeinden ve birkag minor protein ve peptitten olusmaktadir. Bir fosfoprotein olan
kazein, serin ester bagiyla kazeine kovalent olarak bagli %0.7—0.9 oraninda fosfor icerir.
Stitte, kalsiyum, inorganik fosfat ve sitrat ile kombinasyon halinde bulunmaktadir. Kazein
molekiiliiniin yapist Sekil 2.8’de verilmistir. Kazein fraksiyonlari, ¢apt 20-300 nm
arasinda degisen iki degerlikli katyonlar (kalsiyum ve daha az miktarda magnezyum)
iceren misel kiimelerinden olusmaktadir. Bu yapi, hidrofobik fraksiyonlarin kolloidal bir
halde olduk¢a kararli bir sekilde dagilmasma izin vermektedir (Southward, 2003a;
O’Regan ve ark., 2009; Sarode ve ark., 2016).

Bir protein olarak kazein, siit sisteminin pH'sina bagli olarak her biri pozitif veya
negatif bir ylike sahip olabilen yiizlerce ayr1 amino asitten olugsmaktadir. Siitiin pH degeri
yaklasik 6.6'dir, burada kazein miselleri net bir negatif yilike sahiptir ve oldukca stabildir.
Ancak baz1 pH degerlerinde, kazein iizerindeki tiim pozitif ve negatif yiikler dengede
kalarak, protein iizerindeki net yiik sifir olmaktadir. Kazein icin 4.6 olan bu pH degeri,
izoelektrik nokta (IEN) olarak adlandirilmaktadir. IEN, proteinin en az ¢dziiniir oldugu
pH'dir (Sarode ve ark., 2016). Kazeinler, ¢ig siitiin pH 4.6'ya asitlendirildiginde ¢6ken

proteindir, peynir alt1 suyu proteinleri ise ¢ozelti icinde kalmaktadir.
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Kalsiyum fosfat [Ca3(POa)2]
K-kazein

Fosfat (PO4) gruplari

Sekil 2.9. Bir kazein miseli (Anonim, 2020d).

2.6.2.1. Asit kazein

Siitiin pH'smin 6.6—6.7'den (dogal pH) 4.6'ya diismesi, kazeinlerin makroskopik
Olcekte topaklanmasina neden olmaktadir. Siitteki kazein bileseninin pH ile ilgili bu
davranisi, kazeinin yogunlagarak toplanmasina ve siitteki diger bilesenlerin (laktoz,
peynir altt suyu proteinleri ve ¢oziiniir mineraller) ayrilarak uzaklastirilmasina olanak
saglamaktadir (O’Kennedy, 2011). Asit kazein iiretiminde, ¢ogunlukla hidroklorik asit
veya slilflirik asit gibi mineral asitler kullanilarak siitlin, ~4.2—4.6 pH'ya ulasilana kadar
asitlendirilmesiyle kazeinin ¢okmesi saglanmaktadir. Mineral asitlerin disinda laktik asit
bakterileri kullanilarak gergeklestirilen mikrobiyal asitlendirme de yaygin olarak tercih
edilen yontemler arasindadir (Huppertz ve ark., 2018). Bu pH'da yagsiz siitiin diger tim
bilesenleri (laktoz, peynir alti suyu proteinleri ve kolloidal kalsiyum fosfat dahil
mineraller) ¢oziinebilir oldugundan, yiiksek kazein igerikli tozlar liretmek i¢in etkili bir
yontemdir (O’Kennedy, 2011). Ancak tiim bu islemler esnasinda peynir altt suyu
proteinlerinin minimal denatiirasyonuna neden olabilecek baslangictaki sicaklik islemi
onemlidir. Is1 ile denatiire olan peynir alt1 suyu proteinleri, kazeinden ayr1 olarak veya
kazein ile birlikte bu asidik pH’da pihtilagabilmektedir. Bu nedenle 72°C’de 15 saniye
uygulanacak bir pastérizasyon Onerilmistir (O’Kennedy, 2009). Gerekli pH degerine
ulagildiktan sonra, laktoz, peynir alt1 suyu proteinleri ve mineralleri igceren peynir alti
suyunun ayrilmasini saglamak i¢in once 1s1l islem uygulanmakta ve sonrasinda kazeinin
safligin1 arttirmak icin su ile yikanmaktadir. Elde edilen asit kazein pihtis1 daha sonra

kurutulmakta ve ogiitiilerek toz haline getirilmektedir. Asit kazein tozu suda ¢6zlinmez
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ozelliktedir ve ¢ozliniir olmasi i¢in genellikle ndtralizasyon islemi gerektirir (Southward,
2003a; Huppertz ve ark., 2018).

Alternatif olarak, yikanmis asit kazein peyniri kazeinat {retimi igin
kullanilmaktadir. Kazeinat iiretiminde, yas asit kazein pihtis1 ogiitiiliirek, sodyum,
potasyum, kalsiyum veya magnezyum hidroksit gibi bir alkali ile pH~7.0'ye
notrlestirilmesinin ardindan spreyle veya silindir (vals) ile kurutma yapilmaktadir.

Kazeinatlar tipik olarak suda yiiksek ¢oziiniirliige sahiptir (Huppertz ve ark., 2018).

2.6.2.2. Rennet kazein

Rennet kazein iiretimi peynir iiretiminin 6n basamagidir. Proteolitik bir enzim
olan rennet enzimi (kimozin olarak da adlandirilmaktadir) etkisiyle, kazein miselinden k-
kazeinin bir kismi1 ayrilmakta ve para-k-kazein ve glikomakropeptit olusmaktadir. Bunun
sonucunda, miseller artik kalsiyum iyonlarinin varliginda stabilitesini kaybetmekte ve
koagiile olarak ii¢ boyutlu bir jel veya teleme olusmaktadir. Kazeinin enzimatik
pihtilagsmasi durumunda, siitiin pH't degismez (Southward, 2003a; O’Kennedy, 2011;
Sarode ve ark., 2016). Asit kazein tiretiminde oldugu gibi, olusan kazein telemesine
uygulanan 1s1l islemin ardindan peynir altt suyu proteini, laktoz ve ¢oziiniir tuzlari
uzaklastirmak i¢in yikanmakta ve daha sonra kurutulmaktadir. Hem rennet hem de asit
kazein tiretiminde ayn1 temel ayirma teknolojileri kullanilmaktadir. Her iki yontemde de,
pihtilasan kazeinin ¢oziinebilir serum fazindan ayrilmasi ile protein orani yiiksek kazein
eldesi miimkiin olmaktadir (Southward, 2003a; O’Kennedy, 2009; Huppertz ve ark.,
2018).
Asit ve rennet kazein arasindaki en biiyiik farklar asagidaki gibi siralanabilir
(O’Kennedy, 2009, 2011; Huppertz ve ark., 2018):
Q) Asit kazeinde «-kazein bozulmamis halde bulunurken, rennet kazein
kiimelenmis para-k-kazein miselleri igerir ve bu 06zelligi nedeniyle suda

¢Ozinmez.

(i) Rennet kazein, iiretiminde kolladidal misel kalsiyum fosfatin {iriinde tutulmasi

nedeniyle daha yiliksek mineral igerigine sahiptir.

(i) Asit kazein pH ayarlamasiyla suda ¢oziiniirken, rennet kazein ise sitrat veya

fosfat tuzlar1 gibi kalsiyum selatlama ajani ilave edilmesiyle ¢éziinmektedir.

Asit ve rennet kazeinin genel kompoziyonu Cizelge 2.2°de verilmistir:
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Cizelge 2.2. Kazein iiriinlerinin bilesimi (Southward, 2003a)

Bilesen (%) Asit Kazein Rennet Kazein
Nem 11.5 115
Yag 1.1 0.4
Protein (Azot x 6.38) 86.2 81.3
Kiil 1.8 8.2
Laktoz 0.1 0.1

2.6.3. Peynir alt1 suyu tozu

Peynir alt1 suyu tozu (PAST), ¢ikolata ve sekerleme, firincilik, corbalar ve soslar,
bebek mamalar1 vb. farkli gida sektorlerinde birgok uygulamada gida bileseni olarak
kullanilmaktadir (Early, 2012). Asit kazein iiretimi sirasinda ilave edilen asit eykisiyle ya
da peynir iretimi esnasinda kullanilan rennet proteazinin etkisiyle kazeinin
pihtilasmasinin ardindan kalan sulu maddeye peynir alt1 suyu denmektedir. Peynir alt1
suyuunun bilesimi, siitin kaynagina ve iiretim siirecine bagli olarak 6nemli 6l¢iide
degismektedir (Zadow, 2003). Rennet ile pihtilagtirilmis peynir iiretimi sirasinda elde
edilen peynir alt1 suyu “tath peynir alt1 suyu” (pH~6.3) olarak, siizme peynir veya asit
kazein iiretimi sirasinda elde edilen peynir alt1 suyu ise “asit peynir alt1 suyu” (pH <5.1)
olarak siniflandirilir. Asit peynir alt1 suyu, tatli peynir alt1 suyundan daha yiiksek mineral
icerigine sahiptir (Augustin ve Margetts, 2003). PAST bilesimleri Cizelge 2.3’te
verilmistir.

Peynir alt1 suyunun kurutulmasi yiiksek laktoz igerigi nedeniyle karmasik hale
gelmektedir. Laktoz, a- ve B- olmak iizere iki farkli izomerik formda bulunmaktadir. a-
laktoz, monohidrat olarak kristallesirken kat1 f-laktoz higbir kristalizasyon suyu igermez.
Bununla birlikte, peynir alt1 suyu ¢ozeltileri hizli bir sekilde kurutuldugunda, a-laktozun
monohidrat olarak olugmasi igin yeterli zaman olmadig1 takdirde, a-laktoz amorf olarak
olusur. o-laktoz hidrat ve B-laktoz higroskopik olmamasina ragmen, amorf a-laktoz
oldukga higroskopiktir ve havadan nemi emerek, amorf formdan daha fazla yer kaplayan
bir hidrat olusturur. Bu etki, birgok peynir alt1 suyu tozunda yaygin olarak gézlemlenen
topaklanmaya ve keklesmeye neden olmaktadir (Zadow, 2003).

PAST iiretiminde, temel olarak peynir alt1 suyu 6nce 1sitilmakta, icerisindeki su
buharlastirilmakta ve sonrasinda da kurutulmaktadir. Kurutma islemini kolaylastirmak ve

higroskopik olmayan PAST iiretebilmek icin peynir alt1 suyu konsantresindeki laktoz
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onceden kristallendirilmektedir (Augustin ve Margetts, 2003). Bu amagla laktozu asiri
doyurmak icin %60—70 kuru maddeye ulasana kadar buharlastirilan peynir alt1 suyu
konsantresi, ardindan 30°C'ye sogutulmakta ve bu noktada o-laktoz kristalleri
olusmaktadir. Daha sonra 15°C'ye kadar sogutularak, p-laktozun, a-laktoza
mutarotasyonu saglanmakta ve laktoz kristalleri %75—80 oranina artirilmaktadir. Daha
sonra peynir alt1 suyu konsantresi piiskiirtiilerek kurutulmaktadir. Bu islemler sonucunda,
laktozun %20'ye kadar olan kismi, higroskopik 6zellikte olan amorf durumda kalmaktadir
(Early, 2012).

Demineralize edilmemis peynir altt suyu tozu ¢esitli gida uygulamalarinda
kullanilabilmektedir, ancak mineral tuz igerigi besinsel olarak sikinti yaratan bebek
gidalart gibi {riinlerde, tuz miktariin ayarlanmasi gerekli olmaktadir. Peynir alti
suyundaki kuru maddenin yaklasik %10'u mineral tuzlardan olugmaktadir. Mineral
iceriginin problemli olabilecegi uygulamalarda, minerali alinmig peynir alti suyu tozu
kullanilmaktadir. Peynir altt suyunun cesitli isleme yontemleri kullanilarak mineral
igerigini %30—90 arasinda azalmak miimkiin olmaktadir. Bir membran ayirma teknigi
olan nanofiltrasyon, peynir alti suyunda bulunan minerallerin (sodyum, potasyum ve
kloriir iyonlar1) %4011 gidermek i¢in kullanilmaktadir. Katyonlari ve anyonlar
uzaklastirmak i¢in iyon secici membranlar kullanan elektrodiyaliz yontemiyle de %90'a
kadar demineralizasyon saglanmaktadir. Demineralizasyon seviyeleri, iyon degistirme

prosesinde kullanilan iyon degistirme regineleri ile de elde edilmektedir (Early, 2012).

Cizelge 2.3. Peynir alt1 suyu tozlarmin (PAST) bilesimi (Zadow, 2003)

Bilesen (%) Tath PAST Asit PAST
Nem 3.2 35
Yag 11 0.5

Ham Protein 12.9 11.7
Kiil 8.4 10.8

Laktoz 74.4 73.4
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu ¢alismada, L. plantarum izolasyonu i¢in kullanilan 10 farkli eksi hamur 6rnegi
Konya’da tiretim yapan yerel firinlardan temin edilerek +4°C’de laboratuvar ortamina
getirilmistir. Laboratuvarda gerceklestirilen eksi hamur iiretimlerinde kullanilan tam
bugday unu Ova Un Fab. A.S. (Konya) ve rafine un ise Selva Gida San. A.S. (Konya)’den
alimustir.

Bakteri kiiltiirii i¢in kullanilan MRS (de Man, Rogosa and Sharpe) agar ve sivi
besiyerleri, seyreltmelerde kullanilan MRD (Maximum Recovery Diluent) ve izolatlarin
depolanmasi sirasinda kullanilan gliserol Merck (Almanya)’ten, maya gelisimini
engellemek icin MRS agara eklenen siklohekzimit ise Sigma-Aldrich (Almanya)’ten
temin edilmistir.

Kriyojenik koruyucu madde olarak kullanilan yagsiz siit tozu, rennet ve asit kazein

tozu, PAST ve DPAST, Enka Siit A.S. (Konya)’den alinmistir.

3.2. Eksi Hamur Orneklerinin Toplanmasi ve Uretimi

Yerel firmlardan 10 farkli eksi hamur 6rnegi +4°C’de laboratuvar ortamina
getirilmistir. Tam bugday unu ve rafine un kullanilarak 2 farkli eksi hamur ise laboratuvar
ortaminda geleneksel yontemle iretilmistir. Bu eksi hamurlarin bazi kalite analizleri

yapilarak, hamurlardan laktik asit bakterilerinin izolasyonu gerceklestirilmistir.

3.2.1. Eksi hamur iiretimi

Laboratuvarda {iretilen eksi hamurlar hamur verimi 200 olacak sekilde

hazirlanmistir. Hamur verimi agagidaki denklikten hesaplanmaktir.

o un miktar1 + su miktari
Hamur verimi = - x 100 (3.1)
un miktari

Buna gore 50 g unu, 50 mL i¢cme suyu ve 2 adet nohut cam bir kavanozun i¢inde tahta

kasikla karigtirildiktan sonra {istlii temiz bir bezle Ortiilerek 1 giin oda sicaklifinda
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bekletilmistir. Ertesi giinlerde hamurun iizerine 25 g un, 25 mL i¢me suyu eklenerek
tekrar karistirilmis ve istii ortiilerek 1 giin oda sicakliginda dinlendirilmistir. Bu besleme
islemine hamur pH’lar1 3.8—4.0 olana kadar devam edilmistir. Proses 7 giin siirmiistiir.
Eksi hamur tiretim prosesi Sekil 3.1°de 6zetlenmistir. Sekil 3.2°de laboratuvarda tiretilen

eksi hamur orneklerine ait gorseller verilmistir.

[ 50 gr un (Tam bugday/Rafine) ] [ 50 mL igme suyu }
Hamur verimi: 200 + 2 adet nohut
T

[ 25°C’de 24 saat fermantasyon ]

[ 25 gun + 25 ml igme suyu ]

> 7 Giin

[ Hamur son pH’s1: 3.8-4.0

)

Sekil 3.1. Eksi hamur iiretimi akis semasi

Sekil 3.2. Laboratuvarda tiretilen eksi hamur 6rnekleri
(A: rafine bugday unundan, B: tam bugday unundan iiretilen eksi hamurlar)
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3.3. Eksi Hamur Orneklerinde Yapilan Analizler

Firinlardan aliman ve laboratuvar ortaminda iiretilen toplam 12 eksi hamur
orneginde titrasyon asitligi, pH, kuru madde, su aktivitesi ve renk analizleri ile laktik asit
bakterileri (LAB) sayimi yapilmis olup, LAB sayiminda farkli gériiniime sahip koloniler

izole edilerek dondurarak kurutma islemleri gergeklestirilmistir.

3.3.1. Toplam titrasyon asitligi

10 g eksi hamur 6rnegi 90 mL saf su ile bir homojenizator (WiseTis HG-15D,
Almanya) yardimiyla homojenize edildikten sonra fenolftaleyn indikatorii damlatilarak
0.1 N NaOH ile titre edilmis ve sonu¢lar mL NaOH olarak verilmistir. Asitligin laktik

esit esdegeri asagidaki formiilden hesaplanmistir:

VXN XE x 1000
M

Asitlik (g/L) = (3.2)

Burada;

V: Titrasyonda harcanan alkali (mL),

N: Alkalinin normalitesi,

E: Laktik asidin miliekivalan agirligi (0.009g),

M:Alinan 6rnek miktaridir.

3.3.2. pH

10 g hamur 6rnegi 90 mL saf su ile bir karistirict yardimiyla homojenize edildikten
sonra pH’st dogrudan bir pH metre (Mettler-Toledo, S213, Isvigre) kullanilarak

Olciilmiistiir.
3.3.3. Renk degerleri
Eksi hamur 6rneklerinin L*, a* ve b* renk degerleri otomatik renk tayin cihazi

(Konica Minolta, CR-400, Japonya) ile cihaz standart kalibrasyon plagi ile kalibre

edildikten sonra dogrudan 6l¢tim aparati1 kullanilarak belirlenmistir.
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3.3.4. Su aktivitesi

Eksi hamur 6rneklerinin su aktivite degerleri, otomatik su aktivite tayin cihazi

(Novasina, Lab touch- aw, isvigre) kullanilarak belirlenmistir.
3.3.5. Nem miktari

Eksi hamur Orneklerinin nem igerigi AACC’ye (Metod No: 44-19.01) gore
135°C’de 2 saat kurutularak belirlenmistir (AACC, 1999).

3.3.6. Laktik asit bakterisi (LAB) sayim

25 g eksi hamur 6rnegi, 225 mL steril MRD (Merck, 146809, Almanya) ile
homojenize edilerek 10?-107" oranlarinda diliisyonlar hazirlanmistir.  Tiim
diliisyonlardan 50 pg/L siklohekzimit (CAS 66-81-9, Sigma-Aldrich, Almanya) iceren
MRS agar (Merck, 110660, Almanya) {izerine yayma yontemi ile ekim yapilmistir. Ekimi
yapilan petri kutulari, vakum ambalaja alinarak igerisindeki oksijenin uzaklastirilmasi
saglanmistir. Anaerobik kosullarda 30°C’de 3 giin inkiibe edildikten sonra koloni sayimi

gerceklestirilmistir. Sonuglar koloni olusturan birim (kob)/g olarak verilmistir.

1 mL ImL ImL ImL ImL 1mL

| I U I

2 3 4 -5 6

10 10 10 10 10 10’

25 g numune
225 mL diliisyon sivisi

—_— e o U O &
O9mL 9mL 9mL 9mL|{ 9mL| 9mL

OO0

Sekil 3.3. Diliisyon hazirlama teknigi ve ekimler

(&
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Sekil 3.4. Vakum ambalaja alinan petrilerin goriintiileri

3.4. Eksi Hamurlardan LAB Izolasyonu

LAB kiiltiirel sayimindan sonra, farkli morfolojik goriiniimlere sahip koloniler
secilmistir. Segilen koloniler en az 3 ve en fazla 7 kez olmak tizere alt kiiltiire alinarak
saflastirma islemi yapilmistir. Bu saflastirma islemi MRS agar iizerine slirme yontemiyle
gerceklestirilmistir (Sekil 3.3). Izole edilen kiiltiirlere, 1. ve 3. saflastirma isleminden
sonra biyokimyasal tanimlama yapilmistir. Yapilan testler sonucunda Gram pozitif,
katalaz negatif ve ¢ubuk seklindeki koloniler tespit edilerek, MRS siv1 besiyeri (Merck,
110661, Almanya) igerisinde 37°C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra, %20 gliserol

(Merck, Almanya) i¢eren bir ortamda -80°C'de molekiiler tanimlama igin saklanmaistir.

3.4.1. Biyokimyasal tammmlama

Eksi hamur 6rneklerinden izole edilen bakterileri kolonilerinden Lactobacillus
tiirlerini ayirmak amacuiyla, izolatlarin kiiltiirel (koloni morfolojisi), biyokimyasal (gram
boyama ve katalaz testi), morfolojik (kok, cubuk gibi) ozelliklerine bakilarak 6n

tanimlama yapilmistir.
3.4.1.2. Koloni morfolojisi

Inkiibasyondan sonra petrilerdeki koloniler gériiniislerine, rengine ve sekline
bakilarak degerlendirme yapilmistir ve birbirinden farkli oldugu diisiiniilen koloniler

alinarak saflagtirma islemi uygulanmstir.
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3.4.1.3. Gram boyama

Izole edilen farkli morfolojik goriintiiye sahip kolonilerin ilk saflastirma
isleminden sonra Gram boyama teknigi ile boyanmistir. Preparatlar, lam tizerinde saf su
ile karistirilan bir koloninin, kuruduktan sonra fikse edilmesiyle hazirlanmistir. Gram
boyama islemi boyama kitindeki (Merck, 111885, Almanya) prosediirlere gore
yapilmustir.

3.4.1.4. Katalaz testi
Ik saflastirma isleminden sonra kolonilerin iizerine %3’liikk hidrojen peroksit

(H202) damlatilarak gaz kabarcigi olusumu gézlemlenmistir ve gaz olusturan 6rnekler

katalaz pozitif, olusturmayanlar ise katalaz negatif olarak degerlendirilmistir.

Sekil 3.5. Siirme teknigi ile saf koloni eldesi

3.4.2. Hiicre konsantrasyonunun optik dansitesi (ODsoo)

Saf hale getirilmis LAB’den 6ze yardimiyla 1 adet koloni 10 ml MRS s1v1 besiyeri
icerisinde 37°C’de 24 saat kiiltiire alinarak, inkiibasyon sonrasinda (Sekil 3.6)
spektrofotometre (Biochrom Libra S22, ingiltere) ile 600 nm’deki bulamklik degerleri

belirlenmistir.
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Sekil 3.6. MRS siv1 besiyerinde geliserek bulaniklik olusturan kiiltiirler

3.5. izole edilen LAB’nin Genetik Tanimlanmasi

3.5.1. LAB’nden DNA izolasyonu

-80°C’de muhafaza edilen bakteriyel kiiltiirlerin aktiflestirilmesi amaciyla tim
izolatlar 10 mL MRS s1v1 besiyeri igerisinde 37°C'de 1 giin inkiibasyona birakilmistir.
Daha sonra her bir 6rnek 10.000 g’de 10 dk. santrifiijlenip siipernatant uzaklastirilmistir.
Elde edilen peletlerden ticari bir izolasyon kiti (Qiagen, Almanya) kullanilarak genomik
DNA'nin izolasyonu gerceklestirilmistir. DNA ekstraksiyonlar1 tireticinin protokoliine

gore yapilmstir.

3.5.2. Polimeraz zincir reaksiyonu ve DNA dizi analizi

DNA’lan ekstrakte edilen suslarinin farklilagsmasini saglamak i¢in, primer M13
kullanilarak RAPD-PCR analizi yapilmistir. 1 pl kalip DNA, 10 pl 5xPCR tamponu, 0.4
ul dNTP'ler (Bioline, ingiltere), 2 ul 20 mM primer M13 (5'-GAGGGTGGCGGTTCT-
3", 0.25 ul 5 U Taq polimeraz (Promega, ABD) ve 36.35 ul steril dH20 karistirilarak
toplam 50 pl PZR reaksiyon miksi hazirlanmistir. PZR, amplifikasyonu, 94°C’de 3 dk ile
ilk ayristirma ile baslamis, daha sonra denatiirasyon 94°C’de 1 dk, primer yapigmasi
40°C’de 20 sn, sentez (uzama) 72°C’de 2 dk siireyle 35 dongii olmak {izere
gerceklestirilmistir. Bakteriyel tanimlama, 16S rRNA dizi analizi ile gergeklestirilmistir.
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DNA Dizi Analizi GEN Plaza Biyoteknoloji Merkezi’'nde hizmet alimi seklinde
yapilmigtir. Sekanslarin sonuglari, BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
algoritmas1 kullanilarak NCBI veri tabanindaki sekanslarla karsilastirilmistir. %98 ve
tizeri benzerlik gosteren drnekler degerlendirmeye alinmistir. L. plantarum olarak tespit
edilen tiim suslar, 24 saat 37°C'de MRS siv1 besiyeri i¢inde inkiibe edilmistir. En yliksek
poplilasyon ve ODeoo degerine sahip olan sus secilerek biiylime kinetigi aragtirilmis ve

liyofilize kiiltiirleri tiretilmistir.
3.6. L. plantarum Gelismesine Ait Kinetik Parametrelerin Hesaplanmasi

L. plantarum MRS sivi besiyeri igerisine %1 seviyesinde asilanarak (yaklasik
1.5x10° organizma) 37°C’deki 28 saat boyunca inkiibe edilmistir. Gelisimi sirasinda
belirli zaman araliklarinda kiiltiirel sayimlar1 yapilarak canli bakteri popiilasyonu
belirlenmis ve 600 nm’deki optik yogunluklart (ODsoo) Olciilerek toplam biyokiitle
miktar1 tahmin edilmistir. Sonuglar zamana karsi grafige aktarilmistir. Elde edilen
sonuglardan biliylime kinetigi parametreleri hesaplanmigtir (Biiylime parametrelerinin
hesaplanmas ile ilgili detaylar boliim 2.5.3’te anlatilmistir.). Ozgiil biiyiime hizin
gosteren p degeri L. plantarum’un logaritmik gelisme evresinde elde edilen relatif
popiilasyon biiyiikliigiiniin dogal logaritmasi [y = In(X/X,)] ile zaman arasinda ¢izilen
grafigin egiminden bulunmustur. Ayrica asagidaki matematiksel ifade kullanilarak

hesaplanmaktadir:

_InX; —1InX,

- (3.3)

U

Jenerasyon siiresini belirten g degeri (¢ogunlukla t;; ikilenme siiresi olarak da

bilinmektedir.) agagidaki denklikten hesaplanmustir:

, 0693 34)
d u .

Jenerasyon sayisi, n degeri ise logaritmik biliylime evresi siiresinin jenerasyon siiresine

oranlanmasi ile elde edilmistir:
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At At
n=—-=—
g ta

(3.5)
Uretkenlik (¢), birim zamanda (saat) iiretilen biyokiitle miktari olarak degerlendirilir ve

asagidaki denklikten hesaplanmistir:

Apr1 — A
@biyokiitle = Zbkl “bko (3.6)

t1 —to

burada A, birim zamanda ve hacimde olusan biyokiitle agirligini ifade etmektedir. ODgoo

degerlerinin karsilik geldigi biyokiitle agirligina gore hesaplanmistir.
3.7. L. plantarum’un Biyokiitle Ozellikleri
3.7.1. L. plantarum biyokiitlesinin toplanmasi ve kuru agirhgimin belirlenmesi

Lactobacillus kiiltiirlerinin kurutulmasinda en iyi canliligin, biiyiimenin duragan
fazinda elde edildigi bakterilerin Stres kosullarina daha direngli oldugu bildirilmistir
(Strasser ve ark., 2009). Bu nedenle bu ¢alismadaki L. plantarum hiicreleri, biiyiime
periyodunda duragan fazin basinda toplanmistir. Biiyiime grafiginden de goriilecegi gibi
bu silire 20 saat olarak belirlenmistir. Dondurulmus L. plantarum kiiltirinden %1
oraninda MRS sivi besiyerine eklenerek, 37°C'de 20 saat siireyle inkiibe edilmistir.
Aktiflesen kiiltiirler ayn1 kosullar altinda ikinci bir transfer ile MRS sivi besiyerine
yeniden asilanip inkiibe edilerek biyokiitle miktarinin artirilmasi saglanmistir. 20 saatlik
inkiibasyon sonunda gelisen kiiltiir, 4°C'de 3000 g'de 15 dk (Niive, NF 800, Tiirkiye)
santrifiijlenmistir ve slipernatant uzaklagtirilmistir. Santrifiij ile toplanan hiicreler iki kez
steril salin ¢ozeltisi (%0.85 NacCl) ile yikanarak biyokiitle elde edilmistir. Kuru agirlik,

biyokiitlenin 80°C'de 24 saat kurutulmasiyla gravimetrik olarak belirlenmistir.
3.7.2. Biyokiitlenin parcacik boyutu dagilimi
Biyokiitlenin ortalama parcacik boyutu dagilimi, siv1 dispersiyon numune iinitesi

ile donatilmig bir Malvern Mastersizer 3000 (Malvern Instruments Ltd., Malvern,

Ingiltere) cihazi kullamlarak lazer kirinim ile l¢iilmiistiir. Analiz esnasinda, biyokiitle,
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hiicre lizisini 6nlemek i¢in izotonik salin i¢erisinde seyreltilmistir ve ‘obscuration’ degeri
%S35’e ulasana kadar ilave edilmistir. Coziicli ve biyokiitle i¢in kirilma indileri sirastyla
1.33 ve 1.40 olarak ayarlanmistir. Ortalamalar 3 tekrar halinde 5 okuma ile
hesaplanmistir. Pargacik ortalama boyutunu gosteren D3 (hacim/yiizey alani ortalama
cap1) ile D43 (hacimsel ortalama c¢api1) degerleri karsilastirilmis ve pargacik boyut

dagilimlarindan Dso ve Dgo degerleri ile yontemin dogrulugu tartigilmistir.

3.7.3. Biyokiitlenin taramah elektron mikroskobu (SEM) goriintiileri

48 saat boyunca 40°C'de kurutulan hiicrelerin morfolojisi, ince bir altin tabakasi
ile kaplandiktan sonra taramali elektron mikroskobu (Hitachi, SU 1510, Japonya) ile 5000
ve 10000x biiyiitme oranlarinda incelenmistir. Mikrograftaki hiicrelerin boyutu Imagel
(versiyon 1.52a) yazilimi1 (NIH, ABD) kullanilarak ol¢tilmiistiir.

3.8. L. plantarum Kullanarak Eksi Hamur Denemesi

3.8.1. Eksi hamur denemesi i¢in sivi inokiiliimiin hazirlanmasi

MRS siv1 besiyeri igerisine %1 (h/h) oraninda asilanan L. plantarum kiltiirt,
37°C'de 20 saat inkiibe edilmistir. Cogalan kiiltir 4°C'de 3000 g’de 15 dk boyunca
santrifiij edildikten sonra elde edilen pellet iki kez steril salin ¢ozeltisi (%0.85 NaCl) ile
yikanmistir. Daha sonra 600 nm’deki optik dansitesi (ODeoo) 2.00 olacak sekilde salin
cozeltisi ile yeniden sulandirilarak siispansiyon haline getirilmistir. Olusturulan bu L.
plantarum hiicre siispansiyonunun canli hiicre sayist MRS agar ile yapilan kiiltiirel

sayimlarda yaklasik 4.5x108 kob/mL olarak hesaplanmustir.

3.8.2. Hamurun hazirlanmasi

Hamurlar AACC 10-09-01 yontemine (AACC, 1999) gore hazirlanmis olup; 100
g rafine un (protein %11.7, kiil %0.64, nem %14.5), 1 g tuz, 5 g seker ve 50 ml
seyreltilmis hiicre siispansiyonu karistirtlarak bir mikser (Hobart, N50, Kanada) ile 10 dk
boyunca yogrulmustur. 30°C'de ve %80 bagil nemde fermente edilen hamurlarin 1., 15.,
20. ve 25. saat sonundaki toplam titrasyon asitligi, pH, toplam LAB sayist, renk ve hamur

yapiskanlik degerleri belirlenmistir. Ornekler, her bir fermantasyon deneyi i¢in bagimsiz
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inokiiliimlar kullanilarak iki tekerriir halinde hazirlanmistir. Sonuglar ortalama deger +

standart sapma olarak sunulmustur.

3.8.3. Hamur analizleri

3.8.3.1. Hamurlarin pH ve toplam titrasyon asitligi

10 g hamur 100 mL saf su ile karistirilarak homojenize (WiseTis HG-15D,
Almanya) edilmistir. Daha sonra siispansiyonun pH's1, pH metre (Mettler-Toledo, S213,
Isvigre) ile 6l¢iilmiistiir. Toplam titrasyon asitligi (TTA) belirlemek icin siispansiyon, pH
8.5 olana kadar 0.1 N NaOH ile titre edilmistir ve sonuglar ml NaOH olarak verilmistir.

3.8.3.2. Hamurlarin toplam LAB sayisimin belirlenmesi

10 g hamur 6rnegi, 90 mL steril %0.85 (a/h) NaCl ¢ozeltisi i¢cinde siispanse
edilerek, homojenize edilmistir. Elde edilen hamur siispansiyonlar1 seri olarak 10 ve
katlar1 seklinde seyreltilmis ve uygun diliisyonlarin MRS agar iizerine yayma yontemi ile
ekimleri gergeklestirilmistir. 30°C'de 3 giin siireyle inkiibe edilerek, gelisen LAB

kolonileri sayilarak sonuglar kob/mL olarak ifade edilmistir.

3.8.3.3. Hamurlarin renk odl¢iimleri

Hamurlarin renkleri Konica Minolta renk 6l¢iim cihazi (CR-400, Osaka, Japonya)
kullanilarak CIELAB renk skalasina gore belirlenmistir. Renk parametrelerinden L*
(beyazlik veya parlaklik/karanlik), a* (kirmizilik/yesillik), b* (sarilik/mavilik) ve AE*
(toplam renk degisimi) degerleri dl¢lilmiistiir. AE* Y=94.00, x=0.3158, y=0.3222 renk
koordinatlarina sahip beyaz standart kalibrasyon plakasindan olan farkliligi ifade

etmektedir.

3.8.3.4. Hamurlarda hacim artisinin belirlenmesi

20 g hamur 6rnegi 50 ml’lik meziirler igerisine yerlestirilerek 30°C ve %80 bagil
nem ortaminda fermantasyona birakilmistir. Fermantasyonun 1., 15., 20., ve 25.

saatlerinde hamurlarda meydana gelen hacim artis1 % olarak ifade edilmistir.
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3.8.3.5. Hamurlarin islenebilirlik 6zelliklerinin belirlenmesi

Hamur isleme 6zellikleri, (Chen ve Hoseney, 1995) tarafindan tarif edilen bir
hamurun yapiskanligini 6l¢en bir diizenek (A/DSC) ile TA.XT2 Tekstiir Analiz Cihaz1
(Stable Micro Systems, Ingiltere) kullanilarak belirlenmistir. Ol¢iim sirasinda 25 mm
capinda bir silindirik prob kullanilmistir. On test hiz1 ve test hiz1 0.5 mm/s, test sonrast
hiz 10 mm/s, uygulanan kuvvet 40 g, temas siiresi 0.1 s olarak ayarlanmistir. Hamurlar
test hiicreye yerlestirilerek, gézeneklerden 1 mm c¢ikana kadar sikistirilmistir. Mekanik
stresi ortadan kaldirmak icin 30 saniye dinlendikten sonra her hamurla sekiz 6l¢iim
yapilmigtir. Hamurlarin, yapiskanlik (stickiness), adezyon isi (work of adhesion) ve i¢

yapiskanlik (cohesiveness) parametreleri belirlenmistir.

3.9. L. plantarum Liyofilize Kiiltiirlerinin Uretilmesi

3.9.1. Mikroorganizma inokiilumunun hazirlanmasi

Inokulum hazirligs icin, 0.1 pL dondurulmus L. plantarum kiiltiiriinden, 10 mL
MRS sivi besiyerine eklenerek statik sartlar altinda 20 saat siireyle 37°C'de inkiibe
edilmistir. Aktiflestirilen kiiltiirler daha sonra 1000 mL MRS sivi besiyerine alt
kiiltiirlenerek 20 saat boyunca ayni kosullar altinda inkiibe edilmistir. Hiicreler, 4°C'de
15 dk siireyle 3,000 g de santrifiijlenerek, siipernatant atilmis ve hiicreler steril salin

soliisyonu ile iki kez yikanmistir.

3.9.2. Koruyucu ortamlarin hazirlanmasi

Liyofilizasyon islemi i¢in kontrol medyum olarak %10 kuru maddeli (k.m.) yagsiz
stit kullamilmistir. Bu kiiltiirlere kriyoprotektan ajan olarak %35 (ah) oraninda ayr1 ayri
asit kazein, rennet kazein, peynir alt1 suyu tozu (PAST) ve %50 demineralize peynir alt1
suyu tozu (DPAST) ilave edilmistir. Kontrol numunesi yagsiz siit tozundan hazirlanmis
olup, %10 kuru madde igerecek sekilde manyetik karistirict ile 10 dk karistirilarak
hazirlanmigtir. Asit ve rennet kazein ilk olarak, manyetik bir karistiriciyla oda
sicakliginda yarim saat boyunca yagsiz siit ortaminda rehidre edilmistir. Karisim sicakligi
kademeli olarak 60°C'ye yiikseltilerek ¢oziinmesini saglamak amaciyla i¢in 1.5 saat daha

karistirilmistir. PAST ve DPAST ise, %5 (w/A) oraninda yagsiz siit ortamina ilavesi



48

dogrudan yapilarak, manyetik karistirici ile 15 dk karistirilarak hazirlanmigtir. Tiim nihai
karisimlar sterilizasyon ig¢in 90°C'ye 1sitilarak 30 dk tutulmus ve ardindan oda sicakligina

sogutulmustur.

3.9.3. Liyofilizasyon islemi

Aktiflestirilen ve MRS s1v1 besiyerine alt kiiltiirlenerek ¢ogaltilan L. plantarum
hiicrelerinin santrifiijlenerek ayrilmasi ve steril salin soliisyonu ile iki kez yikanmasinin
ardindan elde edilen biyokiitle, hazirlanan koruyucu ortamlara dogrudan ilave edilip,
karistirtlmistir. Oda sicakliginda 1 saat bekletilen kiiltiirler, -80°C'de 24 saat boyunca
dondurulduktan sonra 48 saat siireyle vakum altinda liyofilize (Operon, FDB-5503, Kore)
edilmistir.

Liyofilize edilen kiiltiiler, bir kahve 6giitiictisiinde (Fakir, Aromatic, Almanya) 1
dk siireyle ogiitiilerek, toz haline getirilmistir ve toplam 20 hafta boyunca +4°C’de 151k
gecirmeyen vakumlu paketler icerisinde depolanmistir. Hem liyofilizasyondan 6nce ve
sonra, hem de 30, 60, 90, 120 ve 150 giinliik depolama siirelerinde kiiltiirleride canlilik
analizleri yapilmistir. Ayrica depolama boyunca kiiltiirlerin bazi fiziksel 6zellikleri
belirlenmistir. Calisma 2 tekerriirlii olarak yiiriitilmiistir. L. plantarum’un yalnizca
yagsiz siit igerisinde dondurarak kurutulmasiyla elde edilen kiiltiir “kontrol” 6rnegi olup,
bu ortama %5 oranlarinda asit kazein ilave elde edilen kiiltir “AK”, rennet kazein ilave
elde edilen kultir “RK”, PAST ilave elde edilen kultiir “P” ve %50 demineralize PAST

ilave edilen kiiltiir ise “DP” olarak kisaltilmistir.

3.10. Liyofilize Kiiltiirlerde Yapilan Analizler

3.10.1. Canh hiicre saymm

Kiiltiirlerdeki canli hiicre say1s1 kiiltiirel sayim metodu ile belirlenmistir. Ekimler
icin MRS agar, diliisyon sivis1 olarak da FTS (%0.85 NaCl) kullanilmigtir. Depolanan
kiiltiirler ekim isleminden 6nce oda sicakliginda 30 dk bekletildikten sonra diliisyon s1visi
igerisine alinarak seyreltme islemi yapilmistir. 100 pl uygun kiiltiir diliisyonu MRS agar
besiyerine yayma yontem ile ekildikten sonra petriler 30°C’de 3 giin siireyle inkiibe

edilmistir. Sekil 3.7°de kiiltiirlerden olusturulan diliisyon ve ekim iglemi gosterilmistir.
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Inkiibasyon sonunda olusan LAB kolonileri sayilarak sonuglar kob/mL olarak ifade

edilmistir.

lg ImL ImL ImL 1mL 1mL 1mL

I [0y 0 0 i IR IR T m

Liyofilize

Kiiltiir 10 10 165 166 1()-7

10 10”
g V. vy e’ v | O | N
O9mL 9mL 9mL 9mL| 9mL| 9mL

01m 01ny

0 1mL 0 ImL

Sekil 3.7. Liyofilize kiiltiirlerde uygulanan canli hiicre sayimi1 yontemi

Liyofilizasyon isleminin hiicrelerin logaritmik olarak canligina etkisi her bir

koruyucu ajan i¢in asagidaki denklemle hesaplanmaistir:

LO hiicre sayis1 — LS hiicre sayisi
Canlilik kayb1 (%) = LB canli hiicre sayis: x 100 (3.7)

Burada;

LO hiicre sayist: Liyofilizasyondan dnce logaritmik canli hiicre sayisii (log kob/g),

LS hiicre sayisi: Liyofilizasyondan dnce logaritmik canli hiicre sayisini (log kob/g) ifade
etmektedir.

Depolama siiresince Kkiiltiirlerin canli kalma oranlar1 ise asagidaki gibi

hesaplanmastir:

Depolama periyodundaki canli hiicre sayisi (kob/g)

Canlh kalma orani (%) = x 100 (3.8)

Depolama 6ncesi canli hiicre sayisi (kob/g)
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3.10.2. Nem igerigi

Dondurarak kurutulan tozlarin nem igerigi, 102°C'de sabit agirliga ulasilana kadar

etiivde kurutma yoluyla gravimetrik olarak belirlenmistir (IDF 26/1SO 5537, 2004).

3.10.3. Su aktivitesi

Liyofilize kiiltiirlerin su aktiviteleri degerleri 25°C'de 30 dk stabilize edildikten

sonra otomatik su aktivite tayin cihazi kullanilarak belirlenmistir.

3.10.4. Su sorpsiyon ozelligi

Dondurarak kurutulan toz numuneleri (yaklasik 1 g) 25°C’de NaCl doymus
¢ozeltisi ile hava gegirmez bir cam kaba yerlestirilerek yaklasik 7 giin sonra numuneler
tartilmistir. 100 g kuru madde basina adsorbe edilen nem g cinsinden (g/100g)

belirlenmistir.

3.10.5. Renk analizi

Kiiltiirlerin L*, a* ve b* renk degerleri otomatik renk tayin cihazi (Konica
Minolta, CR-400, Japonya) ile cihaz standart kalibrasyon plagr ile kalibre edildikten sonra
dogrudan Ol¢lim aparati kullanilarak belirlenmistir. Depolama boyunca meydan gelen

renk degisimleri ise asagidaki denkliklerden hesaplanmigtir:

AL = L — L (3.9)
Aa® =a* —ay (3.10)
Ab* = b* — b}, (3.11)
AE* = /AL + Aa*? + Ab* (3.12)

3.10.6. Toz Kkiiltiirlerin parcacik boyutu dagilimi

Kiiltiirlerin ortalama parcacik boyutu dagilimi, s1v1 dispersiyon numune {initesi ile

donatilmis bir Malvern Mastersizer 3000 (Malvern Instruments Ltd., Malvern, Ingiltere)
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cihazi kullanilarak lazer kirnimu ile 6l¢tilmiistiir. Toz kiiltlir 6rnekleri saf su igerisinde ve
‘obscuration’ degeri %S5’e ulasana kadar seyreltilmistir. Saf suyun ve partikiiliin kirilma
indisleri sirasiyla 1.33 ve 1.53 olarak ayarlanmistir. Ortalamalar 3 tekrar halinde 5 okuma
ile hesaplanmigtir. Hacim/yiizey alani ortalama g¢apini veren D3, hacimsel ortalama
capini veren D43 degerleri ile pargacik ortalama boyutlari ve D1o, Dsg Ve Dgo degerleri ile

pargacik boyut dagilimlari belirlenmistir.

3.10.7. Toz Kkiiltiirlerin taramah elektron mikroskopu (SEM) ile incelenmesi

Dondurarak kurutulmus kiiltiirlerin yiizey morfolojik 6zellikleri Taramali
Elektron Mikroskopu (SEM) (Hitachi, SU 1510, Japonya) kullanilarak belirlenmistir.
Toz halindeki parcaciklar, ¢ift tarafli yapiskan bant yardimiyla, aliiminyumdan yapilmis
standart bir SEM numune aparatina monte edilerek altin ile kaplanarak, ¢esitli biiyiitme

oranlarinda incelenmistir.

3.10.8. Termal analizler

Dondurarak kurutulmus kiiltiirlerin termal kararliligi bir termal analizor (Setaram
LabSys Evo, Caluire, France) kullanilarak 25—400°C sicaklik araliginda gergeklestirilen
TGA ve DSC analizleri ile belirlenmistir. Analizler 20 mL/dk hizindaki azot gazi akisi
altinda 10°C/dk sicaklik artisiyla yapilmistir.

3.11. istatistiki Degerlendirme

Istatistiksel analizler SPSS 22.0 (SPSS Inc., New York, ABD) programi
kullanilarak yapilmistir. Ortalama degerler arasindaki istatistiksel anlamli farklar,
Tukey’in ¢oklu karsilastirma testleri ile p <0.05 giiven araliginda belirlenmistir. Sonuglar

ortalama + standart sapma olarak sunulmustur.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Eksi Hamur Analiz Sonuclan

Farkl1 firmlarin tiretimlerinde kullandiklari 10 farkli eksi hamur (A—K) 6rnegi ile
geleneksel yontemle iki farkli un kullanarak laboratuvarda iiretilen 2 eksi hamur (LR, LT)
orneklerinde yapilan analiz sonuglar1 Cizelge 4.1’de verilmistir. Toplanan ve hazirlanan
hamurlarin, tiretim yontemleri (eksi hamur tipi), isleme kosullar1 ve fermantasyon sartlari
(sicaklik, siire, nem, vb.) ile hamurlarda kullanilan hammadde ¢esidi, sayis1 (un tipi vb.)
ve miktarlariin (hamur verimi vb.) farkli olmasi nedeniyle analiz sonuglarinin benzerlik
gostermedigi goriilmektedir. Bu c¢esitlilik farkli tiplerde ve kalitede son {iriinlerin

olugmasini saglamaktadir.

4.1.1. Hamurlarin toplam titrasyon asitligi (TTA) ve pH sonuclar

Asitlik, eksi hamur fermantasyonunun onemli biyokimyasal ozelliklerinden
biridir. Hamurun asitligini, fermantasyona katilan LAB veya maya tiir ve sayisi,
fermantasyon sicakligi ve siiresi, hamurun verimi ve kullanilan unun tipi (igerdigi kiil
miktar1) gibi faktorler etkilemektedir. TTA degeri eksi hamur fermantasyonu sirasinda
tiretilen toplam organik asit miktarini ifade etmektedir (Decock ve Cappelle, 2005). Bu
calismada piyasadan alinan hamurlarin TTA degerleri, 4.87-25.7 mL NaOH araliginda
tespit edilmistir. Geleneksel yontemle rafine ve tam bugday unuyla tretilen eksi
hamurlarin TTA degerleri ise sirasiyla 15.47 ve 19.67 mL NaOH olarak bulunmustur.
Eksi hamur fermantasyonu sirasinda laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen organik
asitler, hamur pH’sinin diismesine yol agarken, hem hamurun reolojik 6zelliklerinde hem
de son {irliniin kalitesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Yan ve Zhang, 2019). Toplanan
ve Uretilen 12 farkli eksi hamur 6rneginin pH degerlerinin 3.43—5.49 arasinda degistigi
goriilmiistiir. Eksi hamurlarin  pH’sinin  tipik olarak 3.5-4.0 arasinda oldugu
bildirilmektedir (Katina ve Poutanen, 2013). Buna gore pH’s1 sirasiyla 5.39 ve 5. 49 olan
B ve H eksi hamur 6rneklerinin bu sinirin ¢ok iistiinde oldugu goriilmektedir. De Vuyst
ve Neysens (2005) eksi hamurlarin baslangigta 5.0—6.2'lik bir pH'ya sahip oldugunu
bildirmistir. Dolayisiyla B ve H hamurlarina nispeten daha yakin bir zamanda besleme

yapildig1 ve heniiz fermantasyonunun yeterince ilerlemedigi diisiiniilebilir.



Cizelge 4.1. L. plantarum izolasyonunda kullanilan ekgi hamur 6rneklerine ait TTA, pH, aw, nem, renk ve LAB say1s1 degerlerif

Eksi Asitlik
gamr, nineor Gk o L g g . G5 ooy
A 11.40+0.79¢ 10.3£0.72¢  4.29+0.28%% 79.75+0.40° 0.120.18 14.41+0.72% 0.921+0.009° 43.13+0.18 7.70+0.06"
B 5.37+0.322 4.8+0.29° 5.39+0.03f 68.02+0.49° 3.19+0.10f 20.21+0.46f 0.918+0.001°¢ 50.78+0.32¢ 8.48+0.04%
C 11.40+0.53¢ 10.3+0.48¢ 3.88+0.03° 81.48+0.37" 0.25+0.03% 20.26+0.46 0.912+0.001%¢ 41.28+0.06° 7.44+0.01°
D 6.70+0.17° 6.0£0.16° 4.60+0.27¢ 80.47+0.73fh 0.88+0.03¢ 14.29+0.25%® 0.917+0.001°¢ 48.91+0.67¢ 8.82+0.01f
E 13.23+0.21f 11.9£0.19f 3.95+0.03b 77.18+0.39¢ 0.62+0.16% 17.05+0.26¢ 0.905+0.002° 41.51+0.40° 8.73+0.01¢f
F 10.13+0.15¢ 9.1+0.14¢ 4.09£0.01b% 80.38+0.55fh -0.27+0.212 15.74+0.73¢ 0.940+0.006° 41.54+0.482 5.52+0.082
G 8.57+0.49¢ 7.7+0.44° 4.36+0.10% 80.03+0.67 -0.69+0.192 18.53+0.36° 0.943+0.005¢ 43.16£0.24¢ 8.61+0.18%f
H 4.87+0.29? 4.4+0.26 5.49+0.03f 78.39+0.42¢ 0.00:£0.20 15.26+0.36™ 0.947+0.001¢ 51.24+0.83¢ 7.99+0.01¢
J 12.40+0.20¢F  11.2+0.18¢ 3.85+0.01° 80.07+0.221 -0.02:+0.34% 14.47+0.66% 0.891+0.0012 49.38+0.15¢ 8.51+0.09%
K 25.27+0.47% 22.740.43 3.81+0.01° 69.50+0.45¢ 3.12£0.20f 19.33+0.24¢ 0.885+0.0062 42.03+0.04% 8.42+0.01¢
LR 15.47+0.429 13.9+0.379 3.43+£0.012 81.18+0.369" 0.12+0.09°¢d 13.64+0.302 0.941+0.001¢ 53.50+0.11f 9.45+0.089
LT 19.67+0.32" 17.7£0.29" 3.95+0.03% 63.04+0.56 5.82+0.259 19.30+0.62¢f 0.939+0.001¢ 53.06+0.06" 9.38+0.059

+Aym slitundaki farkli harfler veriler arasinda istatistiksel fark oldugunu gostermektedir (p<0.05). TTA: Toplam titrasyon asitligi, L*: Parlaklik renk degeri, a*: Kirmizi-yesil
renk degeri, b*: Sari-mavi renk degeri, LAB: Toplam laktik asit bakterisi, LR: Laboratuvarda rafine unla yapilan eksihamur 6rnegi, LT: Laboratuvarda tam bugday unuyla
yapilan eksihamur 6rnegi.

€S
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LAB tarafindan iretilen birincil metabolik iriinler, L-laktik, asetik asit ve az
miktarda sitrik ve malik asit olmakla birlikte bunlar i¢erisinden LAB tarafindan tiretilen
en temel metabolit laktik asittir. Asetik asit ise heterofermentatif LAB tarafindan iiretilen
son tirtinlerden biridir. Eksi hamurlarin igerdigi laktik asit miktarinin, asetik asit miktarina
oraninin, nihai {irliniin aromasi tizerinde etkili oldugu bildirilmistir (Salim-ur-Rehman ve
ark., 2006). Calismadaki TTA sonuglarindan, hamurlarin igerdigi laktik asit miktar1
4.4-22.7 mL araliginda hesaplanmistir. Hamurlarin pH ve titrasyon asitligi miktarlar
arasinda dogrusal bir korelasyon olmadigi; bunun, hamurlarin toplam asitligini belirleyen
farkl1 organik asit tiirlerini degisik miktarlarda igeriyor olmasindan kaynaklandigi
distiniilmektedir.

Eksi hamurlardaki ortalama pH ve titrasyon asitligi degerlerinin literatiirdeki diger
caligmalarla benzer oldugu goriilmektedir (Giil ve ark., 2005; Simsek ve ark., 2006;
Zhang ve ark., 2011; Dertli ve ark., 2016). Laboratuvarda rafine unla yapilan eksi hamur
Orneginin, tam bugday unuyla yapilana gore daha diisiik asit miktarina ve pH degerine
sahip oldugu goriilmiistiir. Kepek fraksiyonu, LAB'nin gelismesi igin 6nemli olan mineral
ve mikro besin 6gelerini yiiksek oranda icermektedir. Ayrica eksi hamurlarin igerdigi kiil
miktarmin, fermantasyon sisteminin tamponlama kapasitesini etkilemekte oldugu ve
yiiksek bir toplam titrasyon aktivitesine neden oldugu bildirilmektedir (Chavan ve
Chavan, 2011).

4.1.2. Eksi hamurlarin renk degerleri

CIELAB renk 6l¢timiine gore, L* (lightness); agiklik-koyuluk, a*; yesilden (-a)
kirmiziya (+a), b*; maviden (-b) sariya (+b) renk ge¢isini gostermektedir (Dar ve ark.,
2014). Tam bugday unundan ve kepekli undan tiretilen LT, B ve K eksi hamurlarinin
sirastyla 63.04, 68.02 ve 69.50 ile en diisiik L* degerlerine sahip oldugu goriilmiistiir.
Yine bu hamurlarin en yiiksek a* degerine (sirasiyla 5.82, 3.19 ve 3.12) sahip oldugu
tespit edilmistir. Kepek ve tam bugday unu kullaniminin hamurlarin kirmiziligini artirdigi
goriilmektedir. Hamurlarin renklerinde olusan bu degisiklikler, bugday kepeginin sahip
oldugu polifenol ve karotenoid gibi farkli renklere sahip dogal pigmentlere atfedilebilir
(Song ve ark., 2013). Eksi hamurlarin b* degerleri ise 13.64—20.26 arasinda olup sarilik

ozelliklerinin baskin oldugu sdylenebilir.
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4.1.3. Eksi hamurlarin su aktivitesi, nem miktari1 ve LAB sayim sonuclari

Eksi hamurlardaki su aktivitesi (aw) degerinin en yliksek 0.947, en diisiik 0.885
oldugu tespit edilmistir. Hamurlarin nem igerigi ise %41.28 ila %53.50 arasinda farklilik
gosterirken, ortalama %46.63 olarak hesaplanmistir. Hamur verimi 200 olacak sekilde
tiretilen LR ve LT eksi hamurlarinin sirasiyla %53.50 ve %53.06 ile en yiiksek nem
degerlerine sahip oldugu goriilmiistiir. Bu ¢alismadaki sonucglara benzer olarak Giil ve
ark. (2005), farkli firmnlardan topladigi on dort eksi hamur numunesinin nem igeriklerini
%38.7-61.7 olarak tespit etmislerdir. Hamur veriminin, nem miktarin1 ve su aktivitesi
degerini dogrudan etkiledigi tespit edilmistir. Ayn1 zamanda LAB ve mayalarin, daha
fazla su tutma kabiliyetine sahip metabolitler (6rn., ekzopolisakkaritler) liretmeleri ve
ayrica fermantasyon sirasinda makromolekiillerin oligomerlere (sekerler, peptitler,
aminoasitler, vb.) hidrolitik olarak parcalanmasi su miktarindaki artisa katkida
bulunabilmektedir (Cevoli ve ark., 2015). Su miktarinin artmasiyla, asitlenme hizinin da
artmasi beklenmektedir (Decock ve Cappelle, 2005; Chavan ve Chavan, 2011).

Eksi hamurlarin toplam laktik asit bakterisi en diisiik F hamurunda ve 5.52 log
kob/g olarak sayilmistir. B, D, E, G, J, K, LR ve LT hamurlarinda ise 8.00 log kob/g’in
tizerinde laktik asit bakterisi bulunmaktadir. Kendiliginden mayalanmis hem bugday hem
de cavdar eksi hamurlarinda baskin olan mikroorganizmalarm 3x108-3x10° kob/g
seviyesinde bulunan homofermentatif laktobasil ve pediokoklar oldugu bildirilmistir
(Katina, 2005). Literatiirde de piyasadan toplanan g¢esitli eksi hamurlardaki laktik asit
bakterisi sayilar1 5.28—9.66 kob/g araliginda oldugu goriilmektedir (Giil ve ark., 2005;
Simsek ve ark., 2006; Zhang ve ark., 2011; Dertli ve ark., 2016). Eksi hamur
fermantasyonlarinda, 108 kob/g’1 asan bir hiicre yogunlugu beklenmektedir (De Vuyst ve
Neysens, 2005). Corsetti (2013), firincilik uygulamalarinda kullanilan basarili bir eksi
hamurun metabolik olarak aktif 10’—10° cfu/g aras1 LAB igerdigini belirtmistir. En
yiiksek LAB sayis1 9.45 ve 9.38 log kob/g ile laboratuvarda hazirlanan eksi hamur

orneklerinde bulunmustur.
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4.2. Eksi Hamurlardan LAB izolasyonu ve LAB’nin ODsoo Ol¢iim Sonuclar

Tiim eksi hamur 6rneklerinde sayimi yapilan LAB’nden morfolojik olarak farkli
goriiniime sahip oldugu diisiiniilen toplamda 79 LAB kolonisi segilerek izole edilmistir.
izole edilen her bir koloni, MRS agar iizerinde siirme yontemiyle yapilan ilk saflastirma
isleminden sonra Gram boyama ve katalaz testine tabi tutulmus ve mikroskobik olarak
morfolojileri incelenmistir. Gram pozitif, katalaz negatif veya basil goriiniimlii olan 47
koloni belirlenmistir. En az 3, en fazla 7 defa saflastirma islemi uygulanan bu kolonilerin,
daha sonra DNA’lar1 ekstrakte edilerek RAPD-PCR analizi gergeklestirilmistir. PCR
tirtinlerinin bakteriyel tanimlamasi igin 16S rRNA gen sekans analizi yaptirilmistir. Sekil
4.1°’de saflagtirma islemi uygulanan, Sekil 4.2°’de ise degerlendirmeye alinmayan

suslardan bazilarinin mikroskop goriintiileri goriilmektedir.

OD olgiimleri, bakteri biyokiitlesinin olusturdugu bulanikligin (tiirbidite)
belirlenmesine dayanan bir tekniktir. Geleneksel kiiltiirel petri sayimlarina alternatif
olarak, bakterilerin biiyiime parametrelerini tahmin etmek i¢in kullanilmaktadir.
Mikrobiyolojideki tahmine dayali yeni egilimlerin, gida ortamlarindaki bakteri aktivitesi
degiskenliginin Olgiilmesine odaklanmaya baslamasiyla bu teknigin kullanimi artmastir.
Bu, ozellikle mikrobiyolojik risk degerlendirme caligmalar1 i¢in olduk¢a Onemlidir.
Bulaniklik, gelen 151k yogunlugunun, kiiltlir tarafindan dagitilan 15181 yogunluguna
oranidir. Yiiksek hiicre yogunluklarinda (1089 ila 107° kob/mL arasinda) 6lgiilen
bulaniklik, Beer-Lambert yasasina uygun olarak, hiicre konsantrasyonu ile orantili
olmaktadir. Bu oranti, bakterilerin boyutuna ve sekline baglidir (Métris ve ark., 2003).
Secilen 47 koloni ve belirlenen ODeoo degerleri Cizelge 4.2°de verilmistir. Bakterilerin
ODeoo degerleri en diigiikk 0.304, en yiiksek ise 2.574 olarak okunmustur. ODeoo
Olctimlerinin, bakterilerin farkl: tiirlerde olmasina, inkiibasyon ortamina uyum saglama
becerilerine ve biiylime yeteneklerine gore farklilik gosterdigi distiniilmektedir. 44
koloninin ODego degeri >1.0, 12 kolonin ise >2.0 oldugu tespit edilmistir. ODgoo 6l¢iim
sonuclarina bakilarak, izole edilen suslarin biiylik bir ¢ogunlugunun oldukga yiiksek

canlilik ve iireme kabiliyeti gosterdigi soylenebilir.
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Sekil 4.2. Degerlendirmeye alinmayan suslardan bazilarinin mikroskop goriintiileri.



Cizelge 4.2. Eksi hamurlardan izole edilen 74 koloni arasindan segilerek saflastirilan 47 koloninin ODgoo 6lglim sonuglari*.

Hamur lzolat  ODsoo Hamur izolat  ODeoo Hamur izolat ODsoo Hamur izolat  ODsowo
D1-1
Al B1-1 1.828+0.011 D1-2 1.049+0.055
A2 B1-2 1.762+0.004 C1 1.709+0.008 D2-1-1 1.75240.007
A A3-1 B B2 c C2-1 1.714+0.006 D D2-2-2 1.7934+0.007
A3-2 1.851+£0.006 B3 C2-2 1.927+0.003 D2-2 1.307+0.014
A4 B4-1 1.7444+0.009 C3 D3 1.503+0.006
B4-2 1.764+0.006 D4-1
D4-2
El-1 H1 2.559+0.007
E1-2 H2-1 1.352+0.003
E2-1 F1 2.574+0.006 Gl 0.712+0.004 H2-2-1
E2-2 0.316+0.002 F2 2.541+0.011 G2 H2-2-2
E E3-1-1 1.607+0.007 F F3 G G3 0.304+0.004 H H3-1
E3-1-2 1.2934+0.008 F4 G4 H3-2
E3-2-1 1.488+0.004 F5 1.472+0.010 H4-1 1.073+0.038
E3-2-2 1.486+0.003 H4-2 1.074+0.008
E4
K1 2.309+0.007
J1 1.421+0.007 K2 1.587+0.013 LR1
J2 1.657+0.006 K3 LR2 LT1
J3 2.359+0.003 K4 LR3-1-1 1.797+0.002 LT2-1 2.503+0.012
3 J4 1.744+0.002 K K5 1.349+0.020 LR LR3-1-2 1.842+0.001 LT LT2-2 2.521+0.003
J5 1.478+0.016 K6-1 2.387+0.005 LR3-2 LT3 1.584+0.004
J6 2.437+0.002 K6-2 1.561+0.007 LR4 LT4 2.539+0.006
J7 K6-3-1  1.535+0.005 LR5 LTS5 2.510+0.004
K6-3-2  2.433+0.007
K7

*ortalama deger + standart sapma, n=3.

8G



59

4.3. L. plantarum'un Biiyiime Kinetigi

16S rRNA gen sekanslama sonuglarina gore L. plantarum olarak belirlenen suslar,
37°C'de 24 saat siireyle MRS s1v1 besiyerinde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda
yapilan kiiltiirel sayim sonucunda en yiiksek canli hiicre popiilasyonuna ve ayni zamanda
ODesoo degerine sahip olan sus segilerek biiyiime kinetigi, biyokiitle 6zellikleri ve eksi
hamur olusturma kabiliyeti arastirilmistir. Ayrica bu susun yagsiz siit ortaminda farkli
kriyoprotektanlar esliginde dondurarak kurutulmasiyla toz kiiltiirleri elde edilmistir.

MRS sivi besiyerinde 37°C’de L. plantarum gelisimi 28 saat boyunca takip
edilerek, belirli zaman araliklarinda kiiltiirel sayimmlart ve optik yogunluklari
belirlenmistir. Elde edilen verilerle zamana kars1 ¢izilen L. plantarum'un gelisme ve
ODeoo egrileri Sekil 4.3'te gosterilmistir. Grafikten de goriilecegi gibi, L. plantarum
gelisimi; yaklasik 3—4 saatlik bir lag (gecikme) fazinin ardindan 18 saat siiren

eksponansiyel (logaritmik) faz ve daha sonra da 4 saat siiren duragan (stasyoner) faz ile

Ozetlenebilir.
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Sekil 4.3. MRS siv1 besiyerinde 37°C'de 28 saat boyunca anaerobik sekilde inkiibe edilen L.plantarum’a
ait bityime ve ODsgo egrileri (-------ODggo, * cfu/ml, — polinom uyumlamasi(fit))

Yeni hazirlanmis bir besiyerine inokiile edilen hiicreler, bu yeni ortama adapte
olana kadar hiicre kiitlesinde ve sayisinda artis gézlenmemektedir. Hiicrelerin ortama

adaptasyonu sirasinda gecen bu siire gecikme veya lag faz1 olarak adlandirilmaktadir. Lag
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fazinin uzunlugu, mikroorganizmanin yasi ve hasarli olup olmadigr gibi fiziksel
durumunu etkileyen faktorlere, daha 6nce saklandigi ortam kosullarina ve yeni inokiile
edildigi besiyerinin dogasina bagli olarak degisebilmektedir (Tunail, 2009). Kiiltiire
alinan mikroorganizma metabolik olarak aktifse, yani eksponansiyel fazda ise lag fazinin
stiresi daha kisa olmaktadir. Sayet mikroorganizma daha diisiik aktiviteye sahipse, yani
duragan fazindaysa lag fazinin siiresi uzamaktadir (Mellefont ve ark., 2003).

Bu ¢alismada kullanilan L. plantarum susu, dondurulmus kiiltiirden alindiktan
sonra 18-20 saat boyunca aktiflestirilerek termal sok olusumu en aza indirilmeye
calistlmigtir. Aktiflesen kiiltlirlerin, tekrar yeni kiiltiir ortamina aktarilmasi sonucunda
3—4 saatlik bir lag fazi sergiledigi gortilmistiir. Bu, hiicrelerin yeni ortama adaptosyonu
icin gerekli olan siiredir. Endiistriyel iiretimler i¢in uzun bir siire gibi goriinse de, ortama
aktif kiiltiirler ilave edilerek lag fazinin kisaltilmasi veya siirekli kiiltiir ortaminda lag
fazina ihtiya¢ kalmadan log fazina gec¢ilmesi miimkiin olmaktadir.

Biiytime hizinin kademeli olarak arttig1 kisa bir donemi takiben, hiicrelerin sabit
ve maksimum bir biiyiime gosterdigi siireg, log veya eksponansiyel faz olarak
bilinmektedir. Eksponansiyel faz sirasinda, hiicreler iki katina ¢ikarak gelismektedirler.
Zamana bagli olusan yeni organizma sayisi, mevcut popiilasyonla orantilidir. Bagka bir
deyisle, biyokiitle konsantrasyonundaki artis, baslangictaki biyokiitle konsantrasyonu ile
orantilidir. Bu asamadaki biiylime orani, mikroorganizma tiiriine ve gelisme kosullarina
(besin konsantrasyonu, havalandirma vb.) baghdir (Prado Barragan ve ark., 2016;
Stanbury ve ark., 2017). Bu ¢alismada L. plantarum’un lag fazi ile duragan fazi arasinda
18 saatlik bir gelisme evresi oldugu gozlenmistir. Ancak bu siire zarfi i¢erisinde 10 saat
boyunca hiicre popiilasyonunun sabit hizla arttig1 tespit edilmis ve buna gore kinetik
hesaplamalar1 yapilmaistir.

L. plantarum’un duragan faz1 yaklagik olarak 4 saat siirmiis ve sonrasinda 6lim
fazina gectigi gorilmiistiir (Sekil 4.3). Duragan fazda, besin maddelerinin
konsantrasyonunun azalmasi ve bakteriler tarafindan sentezlenen metabolitler, bakteri
gelisimini durdurmaktadir ve bunun sonucunda gelisme egrisinde yatay ve oldukca diiz
bir ¢izgi olusmaktadir. Yetersiz besin ortami popiilasyonun gelisimini oldukca
azaltmaktadir. Bunun yani sira, bakterilerin karbonhidrat kaynaklarin1 fermente ederek,
laktik asit ve diger organik asitleri sentezlemeleri sonucunda olusan bu asitlik ile kendi
gelisimlerini inhibe etmeleri s6z konusudur. Ayrica, bilhassa fermantasyon yapan
anaerobik bakterilerin ¢ok ¢esitli toksik maddeler iiretmesi ve olusan tiim bu

metabolitlerin statik kiiltiirlerde uzaklastirilmasinin miimkiin olmamasi1 nedeniyle
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oncelikli olarak duyarli hiicrelerin 6limii gergeklesmektedir. Daha dayanikli olan
hiicreler, depo maddelerini ve proteinleri kullanarak yasamlarini stirdiirebilecek kadar az
bir enerji saglayip canli kalmaktadirlar. Bu nedenledir ki, bu fazda, hiicre boliinmesi ile
hiicre 6liimii arasinda kurulan denge ile toplam mikroorganizma sayisi uzunca bir siire
degismeden sabit bir sekilde kalmaktadir (Tunail, 2009). Biiyliime egrisinin son asamasi,
net bir hiicre kayb1 ile karakterize edilen 6liim asamasidir. Oliim asamasinda bile,
metabolize olan ve boliinen bireysel hiicreler olabilmekte, ancak ¢ok daha fazla canli
hiicre kayb1 s6z konusudur. Oliim faz1 ¢ogunlukla logaritmiktir, ancak hiicre 6liim hiz1
eksponansiyel fazdaki biiylime hizindan genellikle daha yavas olmaktadir (Maier ve
Pepper, 2015).
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Sekil 4.4. MRS sivi besiyerindeki 37°C'de 28 saat boyunca izlenen L. plantarum gelisiminin dogal
logaritmasi ve p degerinin (spesifik bilyiime orani) hesaplanmasi (¢: In (X / X0), —: polinom uyumu).

e (Euler sayisi, e=2.71828...) temelli logaritmik fonksiyonlar doga bilimlerinde
daha yaygin olarak kullanilmaktadir. Bir e-fonksiyonuna matematiksel olarak "dogal
logaritmik fonksiyon" denmektedir (Widdel, 2007). Bu amagla, L. plantarum'un relatif
popiilasyon biiyiikliigiiniin dogal logaritmas1 alinarak zamana kars1 grafigi cizilmistir
(Sekil 4.4). Logaritmik biiyliime fazindaki egrinin egimi L. plantarum’un spesifik (6zgiil)
biiyiime hizin1 vermektedir ve pmax 0.551 sa* olarak hesaplanmistir. Buna dayanarak; L.
plantarum’un ikilenme (jenerasyon) siiresi (gVveya tq) asagidaki denklikten 1.26 sa olarak

hesaplanmastir:
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Bu, L. plantarum hiicrelerinin, metabolik olarak en aktif oldugu yani biiyiime
hizinin en fazla oldugu fazda, 1.26 saatte (~76 dk) bir boliindiigii anlamina gelmektedir.
Olusan yeni hiicrelerin tekrar olgunlasip boliinmesi i¢in gegen siire jenerasyon siiresini
vermektedir. Bu siire sonunda hiicre popiilasyonunun 2 katina ¢iktig1 yorumu yapilabilir.
Log fazindaki jenerasyon sayisi (1), yaklasik 10 sa siiren toplam logaritmik faz siiresinin,

1.26 sa siiren jenerasyon siiresine oranlanmasi ile 8 olarak hesaplanmustir:

At At 10s
n=——s—=
g tqg 1,26s

MRS s1v1 besiyeri ortaminda ve 37°C sicaklikta, L. plantarum eksponansiyel fazi
siiresince 8 jenerasyon iremistir. Yani bagka bir deyisle, bu siire zarfinda mevcut
popiilasyon 8 defa iki katina ¢ikmistir. Mikroorganizmalarin boliinme ve gelisme hizi
ayni olmamaktadir, her bir mikroorganizma i¢in ayni kosullar saglansa bile, cinslerin
veya tiirlerin genetik 6zelliklerine bagli olarak gelisme hizi da degismektedir (Tunail,
2009). Cizelge 4.3’te bazi mikroorganizmalarin optimum kosullardaki gelisme hizlarina

ornekler verilmistir.

Cizelge 4.3. Baz1 mikroorganizmalarin optimum kosullardaki gelisme hizlar1 (Tunail, 2009).

Mikroorganizma Jenerasyon siiresi
Escherichia coli 20 dk

Pek ¢ok toprak bakterisi 60—150 dk
Hizli gelisen ve asit olugturan Rhizobium tiirleri 2-4 sa
Yavas gelisen ve alkali olusturan Rhizobium tiirleri 6-7 sa
Nitrosomonas ve Nitrobacter tiirleri 5-10sa
Mycobacterium 12-18 sa

Eksponansiyel faz sirasinda fazla besin igeren ortamlarda mikroorganizmalar
maksimum spesifik bliylime hizinda (umax) biiyiirler. pmax degerinin kinetik 6lgiimiiniin
yapildig1 gecerli kosullar altindaki maksimum biiyiime hizi oldugu unutulmamalidir. Bu
nedenle pmax degeri besiyeri bilesimi, pH ve sicaklik gibi faktorlere bagli olarak

degismektedir (Stanbury ve ark., 2017). Lactobacillus tiirlerinin optimum gelisimi i¢in,
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bir karbon kaynaginin, amino asitlerin, peptitlerin, yag asitlerinin, vitaminlerin ve niikleik
asitlerin bulundugu bir biiyiime ortami gerekmektedir. Bu ortam, de Man, Rogosa ve
Sharpe (MRS) olarak bilinen standart bir laboratuvar besiyeri ile saglanabilmektedir.
Temel azot kaynagi olarak sigir eti, maya 6zii ve pepton igeren MRS ortami, laboratuvar
calismalar1 icin Lactobacillus cinsi de dahil olmak iizere laktik asit bakterilerinin
biiyiimesini desteklemek i¢in kullanilmaktadir (Mis Solval ve ark., 2019). Bu ¢alismada,
arastirtlan L. plantarum tiiriine ait biiylime kinetigi sonuglarinin kaynak olabilmesi
amaciyla, gelisimi esnasinda optimum besiyeri ortamini saglayacak MRS besiyeri
kullanilmistir. L. plantarum igin elde edilen bu sonuglar referans olarak kabul edilerek,
gelecek caligmalarda besiyeri ortaminda veya gelisme sicakliklarinda yapilacak
degisiklikler ile farkli kinetik modellerin olusturulmasina temel saglayacaktir.
Mikrobiyal biiylime sirasinda hiicre sayisi konsantrasyonundaki artisin kuru
biyokiitle konsantrasyonundaki artisa esdeger olmasi beklenmektedir. Ancak, hiicre
sayimi ve biyokiitle dlgtimlerinden elde edilen biiyiime parametreleri genellikle esdeger
olmamaktadir (Egli, 2009). Bu durum, biiyiik hiicre popiilasyonlarinda hiicrelerin
gelisimi sirasinda protein, DNA, RNA ve ortalama hiicre hacmi gibi degiskenlerin artig
hizlarinin farkli olmasiyla agiklanabilir. Ayn1 zamanda, boliinme asamasina ulasan tek
bir hiicrenin daha biiyiik boyutlarda ve yeni olusan hiicrelerin daha kiiciik boyutlarda
olmasindan da etkilenebilmektedir. Ayrica hiicre biiyiimesinin Olgiilme tekniginin
biiyiime egrisinin seklini etkiledigi de goriilmektedir. Ornegin, biiyiime kiiltiirel plak
sayimlart yerine optik yogunluk ile Olciildiginde (Sekil 4.3’teki iki egri
karsilastirildiginda), olim fazmmin baslangici kolayca tespit edilememektedir. Bu
yaklasimlarin, hiicre gelisimini 6lgmek i¢in yaygin olarak kullanilmasinin nedeni ise,
mikrobiyologlarin en ¢ok ilgi duyduklar1 bliylime fazlarinin, lag fazi, log faz1 ve duragan

fazin baslangici olmasidir (Maier ve Pepper, 2015).
4.4. L. plantarum'un Biyokiitle Ozellikleri
4.4.1. Biyokiitle iiretkenligi
Lactobacillus plantarum duragan faza ulastiginda bakteri sayisindaki maksimum
artis 2.9 logio kob/mL olarak bulunmustur (Sekil 4.5). MRS siv1 besiyerinde 37°C’de 28

saat siliren inkiibasyon buyunca iiretilen biyokiitleye ait Ozellikler Cizelge 4.4’te

Ozetlenmistir. 24—28 saatlik inkiibasyon sonunda L. plantarum tarafindan iiretilen toplam
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biyokiitle ortalama 9.19 g/L olarak belirlenmistir. L. plantarum’un biyokiitle iiretkenligi
(), 20 saatlik kiiltivasyon i¢in 0.460 g/L-sa olarak hesaplanmistir (Esitlik 3.6). Yine ayni
esitlikten, yalnizca logaritmik biiylime fazindaki biyokiitle liretkenligi, yani maksimum

Ozgiil Uretkenlik ise 1.08 g/L-sa olarak hesaplanmaktadir.
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Sekil 4.5. L. plantarum’un logaritmik (logio) relatif biiyiime egrisi

Mechmeche ve ark. (2017) MRS siv1 besiyeri igerisinde L. plantarum biyokiitle
konsantrasyonunu 2.024 g/L, 6zgiil bityiime hizim1 0.363 sa™* ve biyokiitle iiretkenligini
ise 0.252 g/L-sa olarak bulmuslardir. Bu ¢alismaya benzer bir sekilde Giraud ve ark.
(1991), L. plantarum'un biiyiime hizin1 0.57 sa™, nihai biyokiitle konsantrasyonunu 9.5
g/L ve uiretkenligini ise 1.05 g/L-sa olarak bildirmislerdir, ancak bu sonuglar1 30°C'de 20
saatlik bir inkiibasyon sonucunda elde etmislerdir. Mikroorganizmalarin logaritmik
biliylime hizi, besin konsantrasyonu, pH, sicaklik, substrat konsantrasyonu ve hiicreler
tarafindan tretilen metabolitler gibi bir¢ok faktére bagli olmaktadir (Najafpour, 2007).
Bu nedenle, bakterilerin cinsi ve tiirii, kiiltiir ortaminin igerigi ve pH's1, inkiibasyon stiresi
ve sicakligt dogrudan biiylime kinetigi verilerini degistirebildigi goriilmektedir.
Lactobacillus bulgaricus, L. casei, L. lactis, L. delbrueckii, L. fermentum'un biiyiime
kinetiklerinin arastirildig1 bir caligmada, peynir alt1 suyu ile zenginlestirilmis bir kiiltiir
ortaminda 24 saat inkiibasyon sonunda iiretilen biyokiitle miktar1 sirasiyla 4.2, 3.9, 3.1,
2.4 ve 2.5 g/L olarak bulunmustur. Bu bakterilerin 12 saatlik fermantasyonundaki
maksimum spesifik biiyiime hizlarinin ise, sirasiyla 0.250, 0.231, 0.183, 0.183 ve 0.324
sa® oldugu bildirilmistir (Rezvani ve ark., 2017). Baska bir ¢alismada, farkli karbon
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kaynaklar1 ilave edilmis MRS sivi besiyerinde L. plantarum'un maksimum spesifik
biiyiime hiz1 en yiiksek 0.627 sal olarak belirlenmistir. Ayn1 ¢alismada, biyokiitle
iretkenligi 24 saatlik kiiltivasyon siiresince 0.148—0.240 g/L-sa arasinda degisiklik
gostermistir (Georgieva ve ark., 2009). irlanda kahverengi deniz yosunu iceren MRS s1v1
besiyeri ortaminda 37°C'de 24 saat boyunca fermente edilen L. plantarum sayisindaki
maksimum artis 3.9 log cfu/mL olarak tespit edilmistir (Gupta ve ark., 2011). Literatiirden
anlasilacagi tizere, MRS ortamina yapilan ¢esitli katkilarin L. plantarum biiyiime hizin

etkiledigi goriilmektedir.

Cizelge 4.4. L. plantarum’un biiytime kinetigi parametreleri ve biyokiitle 6zellikleri

Biiyiime Kinetigi Parametreleri Biyokiitle Ozellikleri*

Yas agirlik (g/L) 9.19+1.12
umax  (sa?) 0.551 % Kuru madde (%) 23.33+0.42
g (sa) 1.26 = Kuru hiicre agirhg (g/L) 2.14+0.26
n 8 2 Ds (pm) 2.48+0.18
9o (gLsa) 0.460 2 Dag (um)  438+092
pmax  (9/L-sa) 1.080 2 Dy (um)  436+043

E Dy (um) 9.01 % 1.57

* ortalama + standart sapmadir (n = 3).

4.4.2. Biyokiitlenin partikiil boyut dagilimi

Partikiil boyut dl¢iimleri genellikle lazer kirinimi ve dinamik 151k sagilimi (DLS)
gibi 151k sagilmasini esas alan yontemlerle yapilmaktadir (Jonasz ve Fournier, 2007). Sulu
siispansiyondaki kiiciik parcaciklar1 karakterize etmek i¢in kullanilan DLS'in sik
kullanilan biyofiziksel teknikler arasinda oldugu bildirilmistir. Brownian hareketini
model alan DLS sistemleri, bir siispansiyondaki parcaciklar tarafindan sabit bir agiyla
dagilan 15181n yogunlugunu 6l¢meye dayanmaktadir. Mie 151k sacilimi teorisini kullanan
lazer kirmim yonteminde ise, sacilan 15181 yogunlugundaki agisal degisim Sl¢iilmektedir.
Her iki yontem de pargacigin boyutlarina ve optik 6zelliklerine, dolayisiyla bilesenlerin
yapisina ve kirtlma indisine baglhidir (Anonim, 2015; Sarra ve ark., 2020). Kirilma indisi,
faz kontrast mikroskopisi ve akis sitometrisi gibi biyolojik dl¢limler i¢in de 6nemlidir.
Isik sacilma teknikleri kullanilarak inorganik ve organik partikiillerin boyutlarinin

belirlenmesi igin bir kirilma indisi tahmini gereklidir (Hart ve Leski, 2006).
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Bakterilerin kirilma indekslerini belirlemek icin ¢esitli ¢alismalar yapilmistir.
Bacillus cereus, B. mycoides ve B. megaterium vejetatif hiicrelerinin ve sporlarinin
kirilma indislerini sirasiyla 1.386—1.400 ve 1.512—1.540 araliginda bulunmustur (Ross
ve Billing, 1957). Liu ve ark. (2014) E. coli'nin kirilma indisini 1.388 olarak bildirmistir.
L. plantarum'un kirilma indisine literatiirde rastlanmamistir. Bununla birlikte, R0SS
(1955, 1957), L. bulgaricus'un ortalama kirilma indisinin 1.404 oldugunu bildirmistir. L.
plantarum’un L. bulgaricus ile ayni cins olmasi nedeniyle bu ¢alismadaki partikiil boyut
analizi i¢in kirilma indisi 1.404 olarak kabul edilmistir.

Bu calismada kullanilan partikiil boyut analizorii, yukarida bahsedilen lazer
kirmimmi teknigi ile caligmaktadir. Biyokiitle pargacik boyutu olgtimii tahmininde
kullanilan, ylizey alani ortalama cap1 (D32), hacim ortalama ¢ap1 (Ds3), hacme dayal
medyan (Dso) ve Dgo degerleri Cizelge 4.4'te verilmistir. Medyan degeri, popiilasyonun
yarisinin boyutunun bu noktanin {izerinde ve yarisinin ise bu noktanin altinda oldugu
deger olarak tanimlanmaktadir. D3> degeri (aym1 zamanda Sauter Ortalama Cap1 olarak
da adlandirilir) ortalama yiizey alanin1 vermektedir. D43 degeri ise (De Brouckere
Ortalama Cap1 olarak da adlandirilir) pargaciklarin hacimsel ortalama ¢apin
gostermektedir. Boyut dagilimindaki ince partikiillerin oraninin belirlenmesinde,
hassasiyetin yiiksek Olmasi nedeniyle D3 6l¢iimii Onerilmistir. Diger taraftan, kaba
partikiillerin oraninin belirlenmesi i¢in D43 daha uygun bir 6l¢imdiir (Anonim, 2015). L.
plantarum biyokiitlesinin yiizey alani ortalama capi, D32 ve hacim ortalama ¢api, Da,3
sirastyla 2.48 ve 4.38 um olarak bulunmustur. L. plantarum hiicrelerinin boyutunun
0.9-0.12 um genisliginde ve 3—8 um uzunlugunda oldugu belirtilmistir (Hammes ve
Vogel, 1995; Landete ve ark., 2010; Corsetti ve ark., 2016). Elde edilen D43 degerinin
literatiirde belirtilen L. plantarum boyutlar1 ile daha uyumlu oldugu goriilmektedir.
Partikiil boyutu dagilimindaki Dso degeri 4.36 um olarak dl¢iilmiistiir. Bu, popiilasyonun
%350'sinin bu degerin altinda, %50'sinin ise bu degerin iistiinde oldugu anlamina
gelmektedir. Bu noktada, popiilasyonun ¢ogunlugu hakkinda bilgi vermesi nedeniyle Dgo
Ol¢imii Onemli bir hale gelmektedir. Biyokiitlenin Dgo degerinin, yani hiicre
popiilasyonunun %90'1nin, 9.01 pm'den daha kiiciik oldugu tespit edilmistir. Partikiil
boyutu ol¢iim sonuglarinin, L. plantarum’un hiicre boyutu smirlar1 ig¢inde oldugu
goriilmektedir. Bakteriyel biyokiitlenin hiicre boyutlarinin belirlenmesi igin pargacik
boyutu dagilim analizinin kullanimina literatiirde rastlanmamistir. D43 degerinin hiicre
boyutunun belirlenmesinde daha dogru sonuglar verdigi diisiiniilmektedir. Sonug olarak,

ortalama hiicre biiyiikliigiinii belirlemek ic¢in lazer kirmimi yontemiyle pargacik
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boyutunun analiz edilmesi, kullanim kolayligi nedeniyle uygulanabilir bir yontem olarak
onerilebilir. Bununla birlikte, bu yontemin farkli mikroorganizmalar ile test edilmesi ve

diger hiicre boyutu belirleme yontemleriyle karsilagtirilarak dogrulanmasi gerekmektedir.

4.4.3. Biyokiitlenin SEM goriintiisii ve boyut 6l¢iimii

L. plantarum’a ait SEM mikrograflart Sekil 4.6 ve 4.7°de gosterilmistir.
Goriintiilerde, literatiirde belirtildigi gibi yuvarlak u¢lu ¢ubuk seklinde oldugu agikca
goriilmektedir (Hammes ve Vogel, 1995; Landete ve ark., 2010; Corsetti ve ark., 2016).
Gortintii B'den rastgele segilen 10 farkl hiicrenin biiyiikliigl 6l¢iilmiistiir ve 1.318—2.004
um araliginda bulunmustur. Bu sonuglar, ortalamasi 1.685+0.229 um olan L. plantarum
hiicrelerinin  kurumas1 sonucunda yaklasitk % 19-38 oraninda kiigiildiigiinii
gostermektedir. Yine bu ¢alismada bakteri biyokiitlesinin kuru madde miktar1 %23.33

olarak belirlenmistir (Cizelge 4.6).

Sekil 4.6. (A) Kurutulmus L. plantarum hiicrelerinin 5000x biiyiitme oraninda SEM goriintiisi.
Olgek cubugu: 10 pm.
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SU1510 20.0kV 5.9mm x10.0k SE

Sekil 4.7. (B) Kurutulmus L. plantarum hiicrelerinin 10000x biiyiitme oraninda SEM goriintiisti*.
Olgek gubugu: 5 um

*Sekil 4.9 de dlciilen bakteri bitytikliikleri
Olgiim 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
pm 2.004 1900 1715 1429 1795 1894 1525 1318 1496 1.770

Bratbak ve Dundas (1984) tarafindan bakteri hiicrelerinin kuru agirlik/yas agirlik
oraninin belirlenmesi iizerine yapilan bir ¢calismada, bakteriyel kuru agirhigin yaklasik
%20 oldugu ve bakteriyel peletlerdeki toplam suyun %60'1dan fazlasini hiicreler arasi
suyun olusturdugu bildirilmektedir. Ayrica bu varsayima dayanarak, bakteri hiicrelerinin
kuru madde iceriginin kabaca yaklasik %38 olarak hesaplanacagini belirtmislerdir. Bu
calismadaki SEM mikrograflarindan elde edilen 6l¢iim sonuglar1 da bu bilgiyi destekler
niteliktedir.

4.5. L. plantarum ile Yapilan Tip IT Eksi Hamur Denemesi Analiz Sonuglari

4.5.1. Hamur asitligi ve pH’s1

L. plantarum inokiile edilerek olusturulan hamurlar 30°C ve %80 bagil nem
ortaminda 1, 15, 20 ve 25 saat boyunca fermente edilmis ve hamurlarin asitlik gelisimi
takip edilmistir. Hamurlara ait pH ve TTA degisimleri Cizelge 4.5 ve Sekil 4.8’de

gosterilmistir. Hamur pH'sinin baslangigta 6.24 iken, 15. saatin sonunda 4’lin altina
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distiigii goriilmektedir. 15. saatten sonra pH'da 6nemli bir degisiklik olmadig i¢in, eksi
hamurun sadece pH'ya dayanan 15 saatlik bir fermantasyon ile iiretilebilecegi
varsayilabilir. Bununla birlikte, pH 6l¢iimlerini TTA sonuglar ile birlikte yorumlamak
daha makul bir yaklasimdir. Hamurun TTA degeri 15 saatte %8’lik bir artis gostererek,
2.0 ml'den 10 ml NaOH'e yiikselmis ve 25. saatin sonunda ise 11.8 mL NaOH olarak
belirlenmistir. TTA artist lezzet gelisimini ve istenen eksi hamur 6zelliklerini

saglamaktadir.

Cizelge 4.5. L. plantarum ile yapilan tip II eksi hamurlarda asitlik gelisimi takibi'

Fermen(t:asggn siiresi oH TTA (%) LA (%)
0 6.24+0.01¢ 2.00+0.002 1.80+0.002
1 6.16+0.01¢ 2.60+0.14° 2.34+0.13b
15 3.95+0.01° 10.00+0.14¢ 9.00+0.13¢
20 3.90+0.01%® 10.80+0.00¢ 9.72+0.00¢
30 3.86+0.007 11.75+0.01¢ 10.58+0.06°

Tortalama deger + standart sapma (n=3). Aym siitundaki farkli harfler veriler arasinda istatistiksel fark oldugunu
gostermektedir (p<0.05). TTA: Toplam titrasyon asitligi, LA: Laktik asit miktar1

Salim-ur-Rehman ve ark. (2006) homo ve heterofermentatif LAB tarafindan
tiretilen organik asitlerin, hamurun pH'sim1 diigiirerek asitlendirmesinin yaninda ekmek
hamuru aromasina da katkida bulunan lezzet bilesikleri oldugunu bildirmislerdir. De
Vuyst ve Neysens (2005), eksi hamur iiretiminin dogrudan yontemle (tip II) 2 ila 5 giin
arasinda siirdiigiinii, ancak siireci hizlandirmak i¢in genellikle 30°C’nin Ustiindeki yliksek
fermantasyon sicakliklarinin uygulandigini  bildirmistir. Bu sekilde 24 saatlik
fermantasyondan sonra eksi hamurlarin pH’s1 3.5'e diismekte ve hamurlar yiiksek asitlik

icerigine ulagmaktadir.

4.5.2. Eksi hamurlardaki LAB sayis1

L. plantarum’un baskin oldugu hamurlarin asitlik ile birlikte LAB gelisimi Sekil
4.8’de gosterilmektedir. LAB hiicre sayilarinin, 25 saatlik fermantasyonun sonunda
toplamda 1 logio kob/g arttig1 goriilmektedir. Benzer olarak, Li ve ark. (2015) tarafindan
L. plantarum ve S. cerevisiae'nin birlikte kullanildigi bir caligmada, 24 saatlik

fermantasyon sonrasinda LAB'in yaklasik 1 log arttig1 bildirilmistir.
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Hamurlarin fermantasyonunda 15. ve 20. saatler arasindaki LAB sayisindaki artis
istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur (p <0.05). L. plantarum'un diger LAB'den daha
yiiksek asit tolerans1 nedeniyle sebze fermantasyonunu sonlandirdigi bildirilmektedir
(Fleming, 1984; Lu ve ark., 2003). L. plantarum, yiiksek asit toleransina sahip olmasi
nedeniyle fermantasyonlarda baskin mikroorganizma haline gelebilmektedir. 15. ve 20.
saatler arasindaki sabit hiicre sayisi, hizla artan asit ortaminda yan mikrofloranin
canliligimi kaybetmesi ile agiklanabilir. Ekmek yapimi sirasinda, basil ve klostridya gibi
bakteriler tarafindan olusabilecek ¢evresel kontaminasyonun da iirliniin asitligi ile inhibe
edilebilecegi bildirilmektedir. Her ne kadar LAB'nin inhibe edici etkisinin ana faktori
eksi hamurun asitlik seviyesi olsa da, bakteriyosinler gibi faktorler de bu tiir

antimikrobiyal aktiviteye onemli 6lgiide katki saglamaktadir (Corsetti ve Settanni, 2007).
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Sekil 4.8. 25 saatlik fermantasyon boyunca L. plantarum ile hazirlanan hamurlarin pH, TTA ve hiicre
sayilarindaki degisimler (—w— pH, —a— TTA (mL), ---e--- l0g10 kob/g).

Hamurlarin LAB hiicre sayisinin 20—25 saat arasinda ise 0.3 logio kob/g arttig1
goriilmistiir. Bu artisin nedeni olarak, tamamen baskin hale gegen L. plantarum’un
gelisimine devam etmesi sdylenebilir. De Vuyst ve Neysens (2005), homofermentatif
laktobasillerin (L. plantarum dahil) ve pediokoklarin, bugday ve ¢avdarin kendiliginden
fermantasyonu sirasinda gram negatif enterobakteriler iizerinde baskin oldugu
bildirilmistir. Ayrica, kendiliginden (spontan) gelisen fermantasyonlarda genellikle
homofermentatif LAB'™in baskin oldugunu, ‘backslopping’ yapilan eksi hamur

fermantasyonlarinda ise daha ¢ok heterofermentatif laktobasillerin rol oynadigini



71

belirtmislerdir. Bununla birlikte L. brevis ve L. plantarum gibi tiirlerin her iki
fermantasyon tipinde de bulunabilecegini bildirmislerdir.

Fermantasyonun 15., 20. ve 25. saatlerinde canli LAB sayisi sirasiyla 3.5, 3.7 ve
7.1x108 kob/g olarak hesaplanmistir. Literatiirde eksi hamur fermantasyonlarinda 108
kob/g’t asan hiicre yogunlugunun olagan oldugunu bildirilmektedir (De Vuyst ve
Neysens, 2005). Calismamizda eksi hamur tliretiminde 15 saatlik fermantasyonun, hem
asitlik gelisimi hem de bakteriyel gelisme agisindan Onemli bir siire oldugu
goriinmektedir. Bu nedenle, tip II yontemi kullanilarak L. plantarum ile fermente edilen

eksi hamurlarda fermantasyon siiresinin minimum 15 saat olmasi tavsiye edilmektedir.
4.5.3. Eksi hamurlarin renk degerleri

L. plantarum ile fermente edilen hamurlarda, fermantasyon siiresinin renk
parametreleri (L*, a*, b*) ve toplam renk degisimi (4E*) iizerindeki etkilerini belirlemek

tizere elde edilen renk 6l¢tim sonuglar1 Cizelge 4.6'da verilmistir.

Cizelge 4.6. L. plantarum ile fermente edilen hamurlara ait renk parametrelerit

Fermantasyon siiresi

(saat) L* a* b* AE*
0 78.33+0.702 -0.57+0.072 15.82+0.25¢2 44.72+0.542
1 78.97+1.212 -0.45+0.128 17.23£0.51° 45.21+1.182
15 79.13+0.712 -0.56+0.13¢ 16.810.40° 45.34+0.717
20 78.49+0.32 -0.61+0.262 17.05+0.44° 44.83+0.35%
25 78.79+0.562 -0.67+0.20? 17.38+0.22° 45.05+0.552

TOrtalama deger + standart sapma (n=6). Ayni siitundaki farkli harfler veriler arasinda istatistiksel fark oldugunu
gostermektedir (p<0.05). L*: Parlaklik renk degeri, a*: Kirmizi-yesil renk degeri, b*: Sari-mavi renk degeri,
AE*:Toplam renk degisimi.

L. plantarum fermantasyonunun genel olarak hamurun rengini etkilemedigi ve L*,
a* ve 4E* degerlerinde bir fark yaratmadigi gozlenmistir. Yalnizca fermente edilmis
orneklerde b* degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis (p<0.05) goriilmektedir.
Bu artisin, mikrobiyal aktivitelerin bir sonucu oldugu ve bugday unu icerisindeki
karotenoidlerin biiyiikk bir boliimiinii olusturan luteinin (Hidalgo ve ark., 2010), yiiksek
asitlik veya enzim aktivitelerinden etkilendigi diisiiniilmektedir. Onceki ¢alismalarda da,

fermantasyon sirasinda LAB'nin karotenoid igerigini degistirebilecegi bildirilmistir.
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Antognoni ve ark. (2019), farkli LAB suslar1 tarafindan fermente edilen hamurlarin
icerigindeki karotenoidlerin degisiklik gosterdigini ve iki L. plantarum susunun (29DAN
ve 83DAN) lutein miktarini arttirdigin1 bulmuslardir.

4.5.4. Eksi hamurlardaki hacim artisi

Eksi hamurlarda, fermantasyonunun ilk saatinde herhangi bir hacim artisi
gbzlenmemistir. 15. saatin sonundaki ortalama hacim artis1 %8.2 olarak belirlenmistir.
Hamur hacminin 20. saatte toplamda %10.3 olarak arttig1 ve fermantasyonun 25. saatinde
de bu degerin degismedigi goriilmiistiir. Bu sonuglar, yalnizca L. plantarum kiltiirti
ilavesiyle hazirlanan eksi hamurlarin hacminin olduk¢a az miktarda arttigini
gostermektedir. Tahil fermantasyonlarinda, laktik asit bakterilerinin laktik ve asetik asit
tireterek ortamin pH’sini diisiirtirken, mayalarin ise karbondioksit ve etanol irettigi
bildirilmistir (Poutanen ve ark., 2009). Dolayisiyla hamur fermantasyonunda gaz
tiretiminden ¢ogunlukla maya tiirleri sorumlu olurken, laktik asit bakterileri ise asit
olusumu ve gaz tiretimini destekleyici etkiye sahip olmaktadir (Gobbetti, 1998). Ayrica
L. plantarum’un karbon kaynagi olarak glukonat i¢eren besiyerinde CO2 olusturarak
gelistigi, ancak glikoz kullanildiginda ise gaz iiretmedigi bildirilmektedir (Ennahar ve
ark., 1996; Kilig, 2008). Literatiirden de goriildiigii tizere, LAB’nin hamurlarin hacim
artisina katkis1 olmamakta veya ¢ok az olmaktadir. Bu galigmada, L. plantarum’un
dogrudan glikozdan gaz iiretme yetenegi bulunmamasi ve hamurlardaki baskin
mikroorganizma olmasi nedeniyle hacim artis1 oldukga diisiikk bulunmustur. Tespit edilen
hacim artiginin, biiyiik oranda hamur bilesiminde kullanilan hammaddelerden gelen maya
tiirlerinden kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

Gil (1999) tarafindan yapilan bir tez galismasinda eksi hamur iiretiminde
liyofilize LAB ve mayalardan olusan 4 farkli kombinasyon olusturulmustur. Calisma
sonucunda starterlerin gaz olusturma giiciinii ve pH’y1 azalttigi belirlenmistir. Ayrica
starterlerin kontrole gore daha fazla asetik asit ve laktik asit, daha az etanol ve etil asetat

olusumu sagladigi tespit edilmistir.

4.5.5. L. plantarum’un hamur isleme o6zelliklerine etkisi

L. plantarum ile fermente edilen hamurlarin yapigkanlik (stickiness), adezyon isi

(work of adhesion) ve i¢ yapiskanlik (cohesiveness) gibi mekanik parametrelerine ait
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veriler ve grafikler sirasiyla Cizelge 4.7 ve Sekil 4.9’da sunulmustur. Yapigkanlik
(‘stickiness’ veya ‘adhesiveness’), irliniin yiizeyi ile temas ettigi malzeme yiizeyi
arasindaki ¢ekim kuvvetlerini asabilmek icin gereken is veya kuvvet olarak
tanimlanmaktadir (Anonim, 2020b). Hamurlarin yiizey 6zellikleri ile alakali olan hamur
yapiskanligi, hamur isleme o6zelliklerini dogrudan etkiledigi i¢in en Onemli tekstiirel
parametre olarak kabul edilmektedir (Armero ve Collar, 1997). Bu c¢alismada, L.
plantarum katkili hamurlarda fermantasyon siiresinin artmasiyla yapiskanlik degerlerinin
arttig1 acikga goriilmiistiir. Benzer sekilde, Collar ve ark. (1998), hamurun starter kiiltiir
kullanilarak eksitilmesinin hamur yapiskanlhigini arttirdigini  bildirmistir. Yapiskan
hamur, 6zellikle biiyiik 6lgekli firinlarda 6nemli dl¢iide finansal kayiplara sebep olmasi
nedeniyle biiyiik bir sorun olusturmaktadir. Uretimde kullanilan makinelerin kirlenerek
1skartaya ¢ikmasina ve dolayisiyla iretim hatlarmin durmasina ve iretim planlarinin
bozulmasina neden olmaktadir (Chen ve Hoseney, 1995; Dobraszczyk, 1997; Kim ve
ark., 1999). Bununla birlikte, Dobraszczyk (1997), yapiskan hamurlarin kiigiik 6lgeklerde
islenerek ve hamurun temas ettigi ylizeylerde yag veya un kullanilarak basarili bir sekilde

islenebilecegini bildirmistir.

Cizelge 4.7. L. plantarum ile farkli siirelerde fermente edilmis hamurlarin tekstiirel parametreleriT.

Fermantasyon siiresi Yapiskanhk Adezyon isi Hamur mukaveti
(saat) (9) (g.sec) (mm)
0 20.22+1.832 0.51+0.082 0.48+0.132
1 31.86+1.68P 1.59+0.35° 0.95+0.242
15 63.80+1.59¢ 5.3740.97¢ 1.61+0.36°
20 75.78+0.494 5.68+0.39¢ 1.89+0.34b¢
25 92.49+1.07¢ 7.35+0.10¢ 2.32+0.27¢

Tortalama deger + standart sapma (n=5). Ayni siitundaki farkli harfler veriler arasinda istatistiksel fark oldugunu
gostermektedir (p<0.05).

Adezyon isi, Sekil 4.9'da da goriildiigii tizere, pozitif bolgedeki egrinin altinda
kalan alan olmasi nedeniyle, yapiskanlik degerleri ile dogrudan iliskilidir. Dolayisiyla
artan fermantasyon siiresiyle hamurlarin adezyon isi degerlerinin de arttig1 goriilmektedir.
Daha yiiksek yapiskanlik degeri, hamuru prob ylizeyinden ayirmak i¢in daha fazla is

yapilmasina neden olmaktadir.
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Sekil 4.9. L. plantarum ile farkl: siirelerde fermente edilmis hamurlarin islenebilirlik grafigi

Ic yapiskanlik (hamur mukavemeti), bir yigin veya malzeme Kiitlesinin
unsurlarinin  bir arada tutuldugu bir molekiiller arast1 ¢ekim kuvveti olarak
tanimlanmaktadir  (Anonim, 2020a). Fermantasyon siiresi uzadik¢a, hamur
mukavemetinin de 6nemli 6l¢iide arttig tespit edilmistir. En yiiksek i¢ yapiskanlik degeri
25 saatlik fermantasyon ile elde edilmistir. Hamur mukavemetinin, ekmegin kalitesini
belirlemek icin iyi bir 6ngoriicli parametre oldugu bildirilmistir. Mukavemeti yiiksek ve
yapiskanligi az olan hamurlar ile daha yiiksek spesifik hacimde ve daha yumusak
ekmekler tiretilebilmektedir (Collar ve ark., 1998).

4.6. Liyofilize Kiiltiirlerde Yapilan Analiz Sonuglari

Konya’daki farkl firinlarindan toplanan eksi hamur numunelerinden izole edilen
L. plantarum’un farkli kriyojenik maddelerle muamele edilerek liyofilize edilmesi
sonucunda elde edilen kiiltiirlerin gorselleri Sekil 4.10°de verilmistir. Bu liyofilize
kiltirlerin canli hiicre sayilarinin ve bazi biyokimyasal ve fiziksel &zelliklerinin
belirlenmesi ve +4°C’de vakum altinda 150 giin boyunca depolanmasi sirasinda olusan
degisimlerin Olcililmesi ile elde edilen sonuglar ise asagida sunularak tartisilmistir.

Mikroorganizma kiiltiirlerinin muhafaza etkinligi, c¢ok sayida faktérden
etkilenmektedir. Bu faktorler; kiiltliriin kendisi (tiir, sus, hiicre boyutu ve sekli,

membranin lipit bilesimi), iiretim sartlar1 (bliylime ortami bilesimi ve fazi, inkiibasyon
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sicakligi, pH, ozmolarite, havalandirma, donma yogunlugu, sogutma orani) veya
depolama kosullar1 (su aktivitesi, nem, sicaklik) ile ilgili olabilmektedir. Dondurma veya
dondurarak kurutma ile hiicreleri korumak amaciyla kullanilan ortamin bilesimi, ele
alinmasi1 gereken en Onemli konulardan biridir. Koruyucu bir katki maddesinin
yoklugunda, bazen donmaya kars1 makul bir canlilik gdzlenmis olsa da, dondurma veya
dondurarak kurutma icin kriyoprotektanlarin kullanilmasi, hiicrelerin canli kalabilmesi
icin zorunludur. Koruyucu maddelerin etki mekanizmalar1 ise kullanilan bilesenlerin
dogasina baglidir (Vinderola ve ark., 2019).

Donma esnasinda olusan hiicre i¢i buz kristalleri, hiicre zarinda mekanik hasara
yol agarak hiicrelerin riiptiiriine ve 6liimiine yol agmaktadir. Bu nedenle, dondurulmus
starter kiiltiirlerin hazirlanmasinda, daha yiiksek bir canlilik oran1 ve daha uzun bir
koruma saglamak amaciyla kriyoprotektan se¢cimi ve kullanim oranmi anahtar faktordiir.
Kriyoprotektanlar, hiicreler iizerinde niifuz ettikleri farkli bolgelere gore, gecirgen, yari
gecirgen ve gecirimsiz kriyoprotektanlar olarak siniflandirilabilmektedir. Gegirgen
koruyucular hem hiicre duvarlarina hem de hiicre zarlarina niifuz etmektedir. En yaygin
olarak kullanilan ge¢irimli kriyoprotektanlar dimetil siilfoksit (DMSO) ve gliseroldiir.
Ornek verilecek olursa, gliserol, hidroksil gruplari ile hiicre i¢i makromolekiiller arasinda
hidrojen baglar1 olusturarak hiicreye niifuz edebilmektedir. Bu kriyoprotektanlar,
hiicrelerdeki biiyiik buz kristallerinin olusumunu 6nlemekte ve dehidrasyon durumunda,
hiicrelerdeki protein, karbonhidrat ve yag gibi makromolekiillerin orijinal yapilarini
koruyabilmektedir. Monosakkaritler, disakkaritler ve amino asitler gibi yar1 gecirgen
koruyucular sadece hiicre duvarlarina niifuz etmekte, ancak hiicre zarlarina
girememektedir. Karbonhidratlarin, dehidrasyon ve donma sirasinda hiicre iizerinde
onemli koruyucu etkileri mevcuttur. Osmozdan sonra su molekiilleri ile birleserek,
¢ozeltinin viskozitesini arttirirlar ve buz kristallerinin olusumunu yavaslatirlar. Ayrica,
sitoplazma konsantrasyonunu artirarak ve hiicre membran basincin1 dengeleyerek,
dehidrasyonun ve biizlilmenin yarattig1 hiicre hasarini azaltmaktadirlar. Yagsiz siit tozu,
nisasta, maya tozu ve p-Siklodekstrin gibi gegirimsiz koruyucu maddeler, hiicre
duvarlarina ve hiicre zarlaria niifuz edememektedirler. Bu tip kriyoprotektanlar, hiicre
yiizeyinde yapiskan bir tabaka olusturarak hiicreleri kismen dehidre etmektedir. Bu
koruyucu maddeler sitoplazmanin viskozitesini artirarak, hiicrelerin etrafindaki diizensiz
sekillere sahip buz kristallerinin biiyiimesini engellemektedir (Chen ve Hang, 2019).

Gecirgen bilesikler, yavas dondurma sirasindaki hiicre yaralanmalarina kargi daha
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etkiliyken, gecirimsiz olan bilesiklerin ise hizli dondurma sirasindaki yaralanmalara kars1
daha etkili oldugu bilinmektedir (Vinderola ve ark., 2019).

Farkli kriyoprotektanlarin farklt suslar {zerinde farkli koruyucu etkileri
bulunmaktadir ve genellikle tek bir koruyucu ile dondurarak kurutmaya ve olumsuz dis
kosullara kars1 bakteri direnci gereksinimleri karsilanamamaktadir. Bu nedenle,
bakteriyel hiicrelerin dondurarak saklanmasinda, koruyucularin bir arada kullanildig
formiilasyonlar tercih edilmektedir. Koruyucu tipi ve konsantrasyonunun iyi bir sekilde
ayarlanmasi ile hem kurutma islemi hizlandirilmakta, hem de kurutma ve saklama
sirasinda yiliksek canlilik orani saglanabilmektedir. Genel olarak, prokaryotlar igin,
yaygin olarak kullanilan kriyoprezervatifler dimetil siilfat, DMSO ve gliserindir. LAB
suslarinin  kriyoprezervasyonu i¢in en yaygin olarak yagsiz siit, trehaloz ve
dekstran/siikroz ve sigir serum albiimini karigimlart kullanilmaktadir (Chen ve Hang,
2019).

Yagsiz siit ortaminda laktik asit bakterileri basariyla kurutulmakta ve makul
sonuglar elde edilebilmektedir, bu nedenle de birgok arastirmaci tarafindan yeni
gelistirilen koruyucu ortamlar1 kiyaslamak amaciyla standart olarak kullanilmaktadir
(Heckly, 1961). Bu anlamda, yagsiz siitiin evrensel olarak kabul géren bir kriyoprotektan
olmasi ve basariyla kullanimi, bakteri hiicrelerine etki eden ve onlar1 koruyan kiiciik, orta
ve biiyiikk boyutlu molekiillerin varligi ile aciklanmaktadir. Hiicre zar1 bilesenlerinin
stabilizasyonunu saglamasi, rehidrasyonu kolaylastiran gozenekli bir yap1 olusturmasi ve
hiicreleri kaplayan koruyucu proteinleri saglamasi, siitiin hiicresel zarar1 azaltan ¢esitli
mekanizmalarindandir. Bununla birlikte, siitiin igine ilave koruyucu bilesenlerin dahil
edilmesi, kendi koruyucu kapasitesini arttirabilmektedir (Vinderola ve ark., 2019).

Bu caligmada kiiltiirlerin liyofilizasyonunda temel koruyucu ortam olarak %210
(a/h) kuru maddeli yagsiz siit kullanilmistir. Bu yagsiz siit ortamina kriyojenik madde
olarak %S5 (a/h) oraninda asit kazein, rennet kazein, peynir alt1 suyu tozu ve %50 oraninda
demineralize edilmis peyniraltt altt suyu kullanilmistir. Kullanilan bu kriyojenik

maddelerin bilesimleri Cizelge 4.8’da verilmistir.
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Cizelge 4.8. L. plantarum’un liyofilizasyonu sirasinda kullanilan kriyojenik maddelerin bilesimleri

Bilesim (%) Y"%;Zu St Asit kazein ig;‘enlit PAST g;@??ggé‘;
Nem 4 55 6 2 2
Yag 05 05 05 05 05
Protein (Nx6.38) 35 92 85.7 6.5 6.5
Kiil 8.4 14 7.3 8.5 5.5
Laktoz 52.1 0.6 05 82.5 85.5

Siit endiistrisi tarafindan iiretilen bu yan irilinlerin, yiiksek organik madde
iceriginden kaynaklanan c¢evresel sorunlar olusturmasi nedeniyle, ekonomik agidan
degerlendirilmesine hala ilgi duyulmaktadir. Hali hazirda, peynir alt1 suyu, laktik starter
kiiltiirlerin ¢ogaltilmast amaciyla peynir iireticileri tarafindan diisiik maliyetli alternatif
bir ortam olarak kullanilmaktadir (Burns ve ark., 2008). Peynir alti suyunun laktoz
igeriginin fazla olmasi dikkat ¢ekmektedir (Cizelge 4.8). Laktoz, LAB'nin kurutulmasi ve
sonrasinda depolanmasi sirasinda koruyucu etkileri test edilmis sekerlerden biridir.
Laktozun bir karbon kaynagi olarak kullanmasi ile mikroorganizmalarin biiyiimeleri
tesvik edilmektedir. Ek olarak, laktoz, ¢oziinlirliigii arttirmak i¢in toz bazli farmasétik
formiillerde de tercih edilmektedir. Kisaca, laktozun biiyliime ve kurutma ortamina dahil
edilmesi dnerilmektedir (Otero ve ark., 2007).

Proteinler, probiyotiklerin kapsiillenmesi i¢in énemli duvar malzemeleridir. Bu
sekilde kazein, sigir serum albiimini ve soya proteini gibi proteinler ticari olarak mevcut
proteinler olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir. Proteinlerin yapilari ¢ok biiyiik ve
karmagiktir, fakat proteinler enzimatik ¢apraz baglama, sicaklik kontrollii sol-jel gecisi
ve kimyasal ¢apraz baglama ile jellestirilebilmektedir. LAB hiicreleri, siit bazli olmayan
kaplama materyallerine kars1 direng gosterilebildiginden duvar malzemesi olarak yaygin

olarak laktoproteinlerin kullanimi s6z konusu olmaktadir (Chen ve Hang, 2019).

4.6.1. Liyofilize kiiltiirlerin canh hiicre sayim sonuclari

Farkli kriyojenik maddelerle muamele edilen L. plantarum kiiltiirlerinde
dondurma 6ncesi, liyofilizasyon sonrasi ve depolama siiresince belli araliklarla kiiltiirel
sayimlar gerceklestirilerek canli hiicre sayilari belirlenmistir. Liyofilizasyon islemi

oncesinde ve sonrasindaki canlilik oranlar1 hesaplanarak liyofilizasyon igleminin yarattig1
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canlilik kayiplari ve kriyoprotektif amacli kullanilan materyallerin etkinlikleri

belirlenmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.9 ve Sekil 4.11°de verilmistir.

Cizelge 4.9. L. plantarum’un kriyoprotektif ajanlar varliginda dondurarak kurutma iglemi 6ncesi ve
sonrasindaki canlilik oranlari'

) Livofilizasvondan énce Liyofilizasyondan Canhihk Canhhk
Ornek y (Io kab/ ) sonra kaybi kaybi
g kobrg (log kob/g) (log) (%, log)
Kontrol 10.13+0.05° 8.96+0.01¢ 1.16 11.46
AK 10.38+0.07°¢ 8.46+0.07° 1.92 18.50
RK 12.48+0.06¢ 6.21+£0.072 6.27 50.24
P 9.20+0.032 7.75+0.03° 1.45 15.76
DP 9.17+0.082 7.83£0.02° 1.33 14,52

TAynl stitundaki farkli harfler veriler arasinda istatistiksel fark oldugunu gostermektedir (p<0.05). AK: Asit kazein
ilave elde edilen kiiltiir, RK: Rennet kazein ilave elde edilen kiiltiir, P: PAST ilave elde edilen kiiltiir, DP: DPAST ilave
elde edilen kiiltiir.

Rennet kazein igeren Kkiiltiir ortami harig, diger tiim kiiltiir ortamlarinin,
dondurarak kurutma prosesinde 1.16 ve 1.92 log kob/mL arasinda degisen canlilik kayb1
ile 1yi bir koruyucu etki gosterdigi goriilmektedir. Ancak en diisiik canlilik kaybinin
gozlemlenmesi nedeniyle en iyi koruyucu etki, kontrol kiiltiirinde gorilmistiir. Bu
baglamda, ilave edilen kriyoprotektif ajanlarin aslinda liyofilizasyon islemine karsi
koruyucu ozelliginin olmadigi, tim koruyucu etkinin yagsiz siit ortamindan
kaynaklandig1 diisiiniilebilir. Yagsiz siitiin tek basina koruyucu etkisi hali hazirda pek ¢cok
kaynakta bildirilmistir (bakiniz 2.4.2 ve 4.6). Ancak rennet kazein i¢eren 6rnekte 6.27 log
kob/mL azalma ile oldukga biiyiik bir canlilik kayb1 goriilmistiir. Bu kayip, canliliktaki
logaritmik olarak %50.24 oraninda bir azalmay1 gostermektedir ki bu kiiltiir koruma
yontemlerinde tercih edilebilecek bir durum degildir.

Onceki ¢alismalar, yiiksek su igerigi nedeniyle dondurma sirasinda siit
bilesenlerinin kimyasal ve fiziksel olarak degistigini bildirmektedir. Siitiin dondurularak
depolanmasi, olusan buz ile donmamis kat1 icerigi arasinda bir dereceye kadar faz
ayrilmasina neden olmaktadir. Kazein miselleri dondurarak depolama sirasinda
stabilitelerini kaybetme egilimindedir ve uzun siireli depolamalarda flokiilat veya agregat
olusumu gozlenmektedir. Dondurma sirasinda siit ve siit konsantrelerinde meydana gelen
bu degisimlerin mineral dagilimi, pH ve misel kazeinin partikiil biiyikligi ile ilgili
oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica laktozun kristallesmesinin de kazein stabilitesini

etkileyen bir faktor oldugu ve kazein miselinin stabilitesinin bozulmast i¢in yalnizca %40
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oraninda bir laktoz kristalizasyonunun bile yeterli oldugu bildirilmistir. Teorik olarak,
donma sirasinda orijinal su hacmi azaltilmis siit tiriinlerinin, yiiksek su igerigine sahip
olanlardan daha kararli olmas1 gerekmektedir. Bununla birlikte, dondurarak depolama
sirasinda vakum buharlastirma ile yogunlastirilan siitiin stabilitesinde de degisiklikler
gozlenmistir ve bu degisiklikler asitligin azalmasi, kazein ¢okelmesiyle agregat olusumu
ve viskozitede meydana gelen artis ile ¢oziiniir kalsiyum ve fosfat kaybi olarak
bildirilmistir (Gaber ve ark., 2020).
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Sekil 4.11. Liyofilizasyon igleminden hemen dnce ve sonra L. plantarum’un logaritmik canlilig1 tizerine
farkli kriyoprotektanlarin etkisi

Pek cok kaynakta, kazeinlerin LAB hiicrelerinin gastrointestinal geg¢isinde mide
stvisindan  korumak amaciyla kullanilabilecegi bildirilmektedir. Rennet, k-kazein
molekiiliinii pargalayarak kazein misellerinin agregasyonunu saglayan proteolitik bir
enzim kompleksidir. 18°C'nin {izerindeki sicakliklarda, kovalent olmayan ¢apraz baglar
olusturan misel zincirleri jel olusturmak iizere bir araya gelmektedirler. Bu sekilde, rennet
enzimi ve sulu siit proteini ¢ozeltisi kullanilarak 6nemli bir hiicre kaybi olmadan
probiyotik bakterilerin mikrokapsiillenmesi miimkiin olmaktadir. Kapsiillenmis
hiicrelerin canliliklari, protein tamponlama kapasitesi nedeniyle kapsiil i¢indeki protein
matrisinin sahip oldugu daha yiiksek bir pH degeri ile agiklanmaktadir. Boylece diisiik
pH'daki gastrik kosullar sirasinda hiicreler korunabilmektedir. Bu nedenle bu teknik,

gidalarda probiyotiklerin daha etkili bir sekilde korunmasi i¢in uygun bir yaklagim gibi
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goriilmektedir (Martin ve ark., 2015). Benzer sekilde, Heidebach ve ark. (2009) yaptiklari
caligma ile rennet enzimi kullanilarak gerceklestirilen jellesme reaksiyonunun, probiyotik
hiicrelerin mikrokapsiilasyonunda kullanimin1 basarili bulmuslardir. Transglutaminaz
ilavesiyle kazeindeki glutamin ve lizinin c¢apraz baglanmas1 ile kapsiillenmis
Lactobacillus paracasei ve Bifidobacterium lactis'in asit direncinin (pH 2.5te),
kapsiillenmemis bakterilere kiyasla %20 daha ytiksek oldugu goriilmiistiir. Yagsiz siitteki
protein, kimozinin etkisi altinda mikrokapsiil yapisi olusturarak, B. lactis'in asidik
kosullar (pH 2.5) altinda canli kalma oranini % 0.1'den (kapsiillenmemis), %10'un iistiine
¢ikarabildigi bildirilmistir. Kimozin, segici bir sekilde k-kazeini hidrolize edebilmekte ve
polipeptit zincirleri arasindaki ¢apraz ve kovalent olmayan baglanma sonrasinda siitteki
kazein misellerini kararsiz hale getirerek kiimelenmesine ve jel yapinin olugsmasina neden
olmaktadir. Ayrica, kazein ve pektinin birlikte kullanilmasiyla, L. acidophilus ve B.
lactis'in pH 1'de canli kalma oranlarini 6nemli 6lgilide artirabildigi ileri siiriilmistiir (Cook
ve ark., 2012; Chen ve Hang, 2019).

Bu tez ¢alismasinda yukarida bahsedilen kaynaklardan farkli olarak, L. plantarum
ornekleri asitlendirme ve rennet enzimi reaksiyonlari sonucunda elde edilen kurutulmus
toz kazein ile zenginlestirilen yagsiz siit icerisinde dondurarak kurutulmustur. Bu
calismada elde edilen sonuglara bakilarak, yukaridaki literatiirde bahsedilen
mikrokapsiilleme islemlerinden ¢ok daha farkli reaksiyonlarin gergeklestigi tahmin
edilmektedir. Coziinen-polimer etkilesimleri, her bir bilesenin iyonik veya iyonik
olmayan dogasina bagl olarak kategorize edilebilecegi ve bu tiir sistemlerde bilesenler
arasindaki etkilesimlerin, bilesenlerin kimyasal dogasina, maruz kaldiklar1 6n isleme
(6rn., dondurarak kurutma), sistemin su aktivitesine ve pH'sina bagli olarak degistigi
gosterilmistir (Bakhit ve Schmidt, 1992).

Asit kazein jellerinin, rennet ile pihtilagmas siit jellerine kiyasla ¢ok daha narin ve
kirtlgan oldugu bildirilmektedir (Lucey, 2017). Ayrica, rennet jellerinin, elektron
mikroskobu ¢alismalarinda daha kalin protein liflerine sahip oldugu ve pH 4.6’da asit
jellerinden daha gecirgen oldugu tespit edilmistir. Ayni zamanda rennet jellerinin pH
6.5'te, pH 5.2'de oldugundan daha genis ve gozenekli oldugu belirtilmistir (Everett ve
Auty, 2017). Esasen, rennet siit jellerinin, asit jelleriyle benzer gecirgenlik 6zelliklerine
sahip oldugu bildirilmektedir. Bu konuda yapilan c¢alismalar, asit jellerinin
gecirgenliginin zamanla degismedigini ancak, rennet jellerinde meydana gelen
"mikrosineresis" nedeniyle ya da agdaki iplik¢iklerin kopmasi ile daha biiyilik

gozeneklerin olusmasi sonucunda gecirgenligin arttigini gostermistir. Daha biiyiik
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gozeneklere (daha yiiksek gegirgenlik) sahip jellerin genellikle daha az stabil oldugu ve
peynir alti suyunun ayrilmasina (sineresis) neden oldugu belirtilmistir (Lucey, 2017).
Rennet siit jelinin yiikses sineresis 6zelligi, asit jeliyle olusturulmus peynirlere kiyasla
daha diisiik nem igerikli peynir tiretimine olanak saglamaktadir (Everett ve Auty, 2017).
Asit jellerinin, santrifiijlemeye tabi tutulduklarinda bile rennet jellerinden ¢ok daha az
sineresise maruz kaldiklar1 ve bu nedenle asitle koagiile edilmis peynirlerin genellikle ¢ok
yiiksek nem igerigine sahip oldugu bildirilmektedir (Lucey, 2017). Ayrica rennet kazeinin
asit kazeine gore daha yiiksek mineral igerigine sahip olmasi ve molekiiler yapilariin
farklilik gostermesi (asit kazeinde k-kazein bozulmamis halde bulunurken, rennet
kazeinin kiimelenmis para-k-kazein miselleri igermesi) gibi bilesim farkliliklar1 da sz
konusudur (O’Kennedy, 2009, 2011; Huppertz ve ark., 2018).

Tim bu siralanan farkliliklarin, bu ¢alismada elde edilen kiiltiirler iizerinde de
etkili oldugu, kazein iceren kiiltiirlerin hem fiziksel yapilarinin, hem de canliligi koruma
yeteneklerinin birbirinden oldukca farkli oldugu tespit edilmistir. Asit kazein igeren
orneklerin canliligi korumada oldukc¢a basarili oldugu goriiliirken, rennet kazein igeren
orneklerde ise tam aksi bir durum gozlenmistir. Yumusak ve kirilgan yapist ile asit kazein
jellerinin, bakteri hiicrelerini sararak yiiksek bir koruma saglamis oldugu, siit ¢ozeltisinin
viskozitesini arttirarak buz kristallerinin olusumunu yavaslattigi ve hiicrelerin maruz
kaldig1 basinct dengeleyerek dehidrasyonun ve biiziilmenin yarattigi hiicre hasarini
azaltmisg olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayn1 zamanda asit kazein jel gozeneklerinin daha
kiiglik olmas1 nedeniyle igerisinde tutulan su molekiillerinin donma esnasinda nispeten
daha kiigiik ve diizenli kristaller olusturmasi ve biinyesinde tutulan suyun daha az faz
ayrimina ugrayarak kontrollii bir sekilde uzaklagsmasi ile bakterileri kurumanin yarattigi
hasarlara kars1 korumasi da s6z konusu olmus olabilir.

Rennet kazeinin gii¢lii jeller olusturmasi, olusan bu jellerin biiyiik gdzenekli
olmast ve jel yapmin donmasi sirasinda gergeklesen biiyiik buz kristalleri olusumunun
bakteriler tizerinde yikici bir etkisi oldugu diistiniilmektedir. Ayrica ¢oziiniirliigiiniin asit
kazeine gore cok daha az olmasi nedeniyle L. plantarum hiicrelerinin ¢ogunu
kapsiillememis oldugu da tahmin edilmektedir. Boylece jel yapimin igine giremeyen
bakterilerin kolloidal fazda kalarak, yagsiz siitiin koruyucu etkisinden de
faydalanamamas1 s6z konusu olabilir. Ayn1 zamanda biiylik porlara sahip olmasi
nedeniyle bakteri mobilitesinin arttigi ve donma ile birlikte sikilasan/sertlesen jel yapinin

bakteri hiicrelerini yaralamig olabilecegi diistiniilmektedir.
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Elde edilen tozlarin fiziksel goriintiileri ve davranislar1 da bu yaklagimi destekler
niteliktedir. Rennet kazein igeren kiiltiiriin, nem igerigi yiiksek olmasina ragmen, kazein
icermeyen kiiltlirlere kiyasla daha camsi ve oldukea sert bir formda oldugu fark edilmistir.
Muhtemelen bu yapinin olusmasi sirasinda bakterilere zarar vermesi s6z konusudur. AK
ve RK Kkiiltiirlerinin partikiil boyut dagiliminin da diisiik homojenlige sahip oldugu
goriilmektedir. Bu kiiltiirlerin partikiil boyutundaki bu degiskenligin, kazein ag yapisinin
yarattig1 sertlikten oldugu tahmin edilmektedir. Ayni zamanda, yukarida bahsedilen asit
kazein jellerinin sineresis 6zelliginin diisiik olmasi nedeniyle AK kiiltiiriiniin en yiiksek
nem igerigine sahip oldugu sdylenebilir. Asit kazein jellerinin yumusak formu
bakterilerin korunmasii desteklerken, rennet jellerinin sert formu ise hiicreleri
korumanin aksine daha fazla hasara ugramasina neden olmus olabilir.

Kazeinlere benzer sekilde peynir alti suyu proteinleri de, {istlin jellesme ve
emiilsifikasyon ozellikleri nedeniyle probiyotiklerin mikrokapsiillemesinde kaplama
maddesi olarak kullanilmaktadir. Peynir alt1 suyu proteinlerinin in vivo olarak sindirilerek
biyoaktif peptitlerin olusumunu saglamasi kapsiilleme materyali olarak kullaniminin bir
diger avantaji olarak bildirilmektedir (Chen ve Hang, 2019). Bu baglamda %6.5 oraninda
(Cizelge 4.8) peynir alt1 suyu proteini iceren PAST ve DPAST ilavesinin kiiltiirlerin
korunmasii destekleyici 6zellik yapmis oldugu diisiintilebilir. Ancak P ve DP
orneklerinde esas koruyucu etkinin, igerigindeki yiiksek orandaki laktoz sekerinden
kaynaklandig1r tahmin edilmektedir. Sekerlerin, karbonhidratlarin tipik camsi yapi
olusturma ozelligi sergilemesi ile donma, dondurarak kurutma ve depolama {izerinde
onemli bir etkiye sahip oldugu bilinmektedir. Dolayisiyla giiniimiizde, LAB hiicrelerinin
dondurarak kurutulmasinda genellikle seker ve polimerler tercih edilmektedir. Seker ve
polimerlerin olusturdugu yiiksek viskoziteli amorf matris, molekiillerin hareketliligini
azaltarak, difiizyonun neden oldugu bozunma reaksiyonlarini sinirlandirmaktadir.
Sekerlerin hiicreler tizerindeki koruyucu etkisinin, kurutma siirecinde zarar goérecek olan
biyolojik molekiiller ile hidrojen baglar1 olusturarak suyun yerini almasi ile gerceklestigi

diistiniilmektedir (Chen ve Hang, 2019).
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Cizelge 4.10. Farkli kriyojenik koruyucu maddelerle liyofilize edilen L. plantarum’un depolama
stiresince canlilik seviyeleri (log kob/ g)T

Depolama siiresi (giin)

Ornek
0 30 60 90 120 150

Kontrol 8.96+0.01°  7.52+0.02¢  7.48+0.01¢  6.99+0.05°  6.22+£0.09°  5.45+0.04%

AK 8.46+0.06°  8.05£0.01°  7.72+0.06"°  7.67+0.01°  7.64+0.05°  6.51+0.00°
RK 6.2120.07¢  5.63£0.03°  5.50+0.09°  5.16x0.00°  4.63+0.03*  4.47+0.01°

P 7.75+0.02¢  7.49+0.09°  6.83+£0.03"  6.66+0.02°  6.43+0.06°  6.23+0.04°
DP 7.83+0.02°  7.49+0.01¢  6.98+0.07°  6.65+£0.01°  6.56+0.05"  6.40+0.032

TOrtalama + standart sapma. Aym satirdaki farkli harfler veriler arasinda istatistiksel fark oldugunu gostermektedir
(p<0.05).

Kiiltiirlerin depolama siiresince sergiledikleri logaritmik canlilik oranlar1 Cizelge
4.10°da verilmistir. Depolama siiresinin uzamasi ile tiim kiiltiirlerin canlilik oranlarinda
belirgin bir azalma oldugu goriilmistiir. Sekil 4.12°de kiiltiirlerin canliliklarinda meydana
gelen azalmalar gosterilmistir. Tiim kiiltiirlerin canliligindaki en belirgin azalma 6zellikle
ilk 30 giinliikk depolama siiresinde gézlemlenmistir. Bu siire icerisinde canliliktaki en
bliylik azalma ise 1.44 log kob/g ile kontrol 6rneginde goriilmiistiir. Bu azalmay1 0.58 ve
0.41 log kob/g ile sirasiyla rennet ve asit kazein ilaveli 6rnekler takip etmistir. PAST ve
DPAST igeren kiiltiirlerin canliliginda ise ortalama 0.3 log kob/g bir azalma tespit
edilmistir. Kullanilan kriyoprotektif ajanlarin koruyucu etkinligi 30 giinliik bir depolama
sonrasinda bile bariz bir sekilde goriilmiistiir. Depolama siiresinin ortasinda, yani 90
giinliik siire zarfinda, kontrol 6rnegindeki canlilik kayb1 2 log kob/g’a yaklasirken, RK,
P ve DP kiiltiirlerininki yaklagik 1 log kob/g civarinda olmustur. Asit kazein ilaveli
ornekler ise yiiksek koruma gostermis ve bu drneklerde canliligin ancak yaklasik 0.8 log
kob/g oraninda azaldig: tespit edilmistir. 150 giinliik depolama boyunca canliliktaki en
onemli azalma 3.5 log kob/g ile kontrol 6rneginde belirlenmistir. Bu azalmay1 2 log kob/g
ile AK kdltiirti takip etmistir. RK, P ve DP 6rneklerindeki canlilik kayiplar1 1.43-1.74
log kob/g arasinda kalmistir. Asit kazein iceren kiiltiirlerin 120 giinliik depolamaya kadar
oldukca basarili bir koruma sagladigi, ancak 120—150 giin arasinda oldukc¢a 6nemli bir
canlilik kaybina ugradig: tespit edilmistir. Canliliktaki bu belirgin azalmaya, kiiltiiriin
sahip oldugu yiiksek nem iceriginden kaynaklanan biyokimyasal bozulmalarin neden

oldugu tahmin edilmektedir.
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Genel durum g6z Oniine alindiginda, asit kazein kullaniminin kiiltiir koruma
yontemi olarak oldukg¢a basarili bulunmustur. Ancak 120—150. giin arasinda gerceklesen
canliliktaki bu ciddi azalma ile, kiiltiirlerde bir takim reaksiyonlarin gerceklestigi
sonucuna varilabilir. Bunun da biiylikk oranda nem igeriginden kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Bu sonuglara gore, baslangigtaki nem miktarinin diisiik tutularak
kontrol altina alindig1 asit kazein igeren kiiltiir liretimiyle ¢ok daha basarilt bir koruma
saglanabilecegi diisiiniilmektedir. Uzun siireli bir koruma ve biiyiik miktarlarda elverisli
kiltlir tiretimi géz 6niline alinirsa, en uygun kiiltiirlerin koruyucu olarak PAST ve DPAST
icerenler oldugu goriilmektedir. Genel olarak degerlendirildiginde, hem elde edilen kiiltiir
yapisi ve formu, hem de canliligi korumadaki performansi nedeniyle PAST ve DPAST 1n

kiiltiir koruma yontemlerinde koruyucu olarak kullanimi 6nerilmektedir.
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Sekil 4.12. Farkli kriyojenik koruyucu maddelerle liyofilize edilen L. plantarum kiiltiirlerinde depolama
boyunca gozlemlenen canlilik degisim grafigi (logio kob/g)

Bazi caligmalar, baslangigtaki bakteriyel yiikiin 6nemli oldugunu, uygulama
sonrasinda ve depolama sliresince canlt kalma oranini etkiledigini gostermektedir
(Bozoglu ve ark., 1987). Rennet kazein igeren kiiltiiriin baslangi¢ hiicre yogunlugu en
yiiksek olmasina ragmen, dondurarak kurutma sonrasindaki hiicre sayis1 en diisiiktiir.
Bunun disinda baglangic hiicre yogunluklari, diger kiiltiirlerde de farklilik

gostermektedir. Bu farkliligin canlilik kayiplarini yorumlamakta giigliik yaratmasindan
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otiirii, toz kiiltiirlerin baglangi¢ hiicre konsantrasyonunu sabit tutularak, % hiicre canli

kalma oranlar1 (kob/g olarak) hesaplanmis ve Cizelge 4.11 ve Sekil 4.13’te gosterilmistir.

Cizelge 4.11. Farkli kriyojenik koruyucu maddelerle liyofilize edilen L. plantarum’un depolama
stiresince canli kalma oranlar1 (%)

Depolama siiresi (giin)

Ornek
0 30 60 90 120 150
Kontrol 100 3.66 3.33 1.08 0.18 0.03
AK 100 39.16 18.17 16.14 15.03 1.12
RK 100 26.16 19.54 8.86 2.62 1.83
P 100 55.05 12.16 8.21 4.79 3.02
DP 100 46.37 14.30 6.67 5.44 3.76

AK: Asit kazein ilave elde edilen kiiltiir, RK: Rennet kazein ilave elde edilen kiiltiir, P: PAST ilave elde edilen kiiltiir,
DP: DPAST ilave elde edilen kiiltiir.
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Sekil 4.13. Farkli kriyojenik koruyucu maddelerle liyofilize edilen L. plantarum’un depolama siiresince
canl1 kalma oranlarindaki degisim grafigi (%)

Sonug olarak, kontrol 6rnegi ile kiyaslandiginda kriyoprotektif ajan kullaniminin
her ne kadar liyofilizasyon islemine karsi koruyucu etkisi olmadigi belirlense de,
depolama boyunca olduk¢a etkin bir koruma sagladigir goriilmiistiir. Hiicrelerin canlt
kalma ytiizdelerine bakilarak 120 giinliik depolama boyunca en basarili protektanin asit

kazein oldugu soylenebilir. Bu siireye kadar tiim dlgiimlerde diger kiiltiirlere kiyasla en
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yiiksek canliligr sagladigi goriilmektedir. 150 giinlilk depolama sonunda ise en yiiksek
korumayr PAST ve DPAST saglamistir. Rennet kazeinin ise kriyoprotektif korumasi
olmamasina ragmen depolama boyunca canliligin stabil kalmasinda oldukg¢a basarili
oldugu goriilmiistiir.

Literatiirde c¢esitli koruyucu madde ve ortamlarin mikroorganizmalarin
dondurarak kurutulmas: {izerindeki etkinligini arastiran pek ¢ok ¢alisma mevcuttur. Bu
tez calismasina benzer olarak, dondurarak kurutulmus Lactobacillus bulgaricus,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus, Enterococcus durans ve
Enterococcus faecalis'in saklanmasi sirasinda sorbitol ve monosodyum glutamatin
canlilik tizerine etkilerinin incelendigi bir ¢aligmada, kullanilan koruyucularin
dondurarak kurutma sirasinda canliliga 6nemli bir etkisi olmadigi, ancak bu bilesiklerin
uzun siireli depolama sirasinda susglarin stabilitesini arttirdigi bulunmustur (Carvalho ve
ark., 2003).

Bagka bir arastirma, bir dekstran-sodyum glutaminat ¢ozeltisi i¢inde liyofilize
edilen 48 cins veya grup bakteri, maya ve mantarin oda sicakliginda, karanlikta ve vakum
altinda 6 yil siireyle saklanmas1 sonrasinda yapilan canlilik testi sonucunda 31'inin %
80—100 arasinda ve 9'unun da % 50—80 oraninda canli kaldigi tespit edilmistir
(Antheunisse, 1973). Bu ¢alisma agik bir sekilde gostermektedir ki, dondurarak kurutma,
mikroorganizmalarin uzun siireli saklanmasinda oldukga etkili ve dnemli bir yontemdir.

Dolly ve ark. (2011), L. plantarum’u peynir alti suyu proteini kullanarak
dondurarak kurutma (DK), sprey kurutma (SK) ve spray dondurarak kurutma (SDK)
teknikleri kullanarak enkapsiile etmisler ve hiicre canliliklarini ve depolama stabilitelerini
incelemislerdir. En fazla 210 ml kiiltiir soliisyonunu kuruttuklar1 ¢alismada, 6zellikle DK
ve SDK yontemlerinde ¢ok diisiik bir canlilik kaybr gézlenmistir. En yliksek canlilik
oranini ise %98 orani ile DK yontemiyle elde edilmistir. 40 giin boyunca 4°C’de
depolanan bu kiiltiirlerde canlilifin en fazla %3-5 arasinda azalma gosterdigi
belirlenmistir.

Koruyucu ortamin ve kriyoprotektanlarin etkinliginin arastirildig bir ¢aligmada
Strectococcus cremoris, S. thermophilicus ve Lactobacillus bulgaricus hiicrelerinin
dondurarak kurutulmasi sonucunda 0.06 M laktoz i¢eren ortamda sirasiyla %47, %31 ve
%34 oraninda, %8 kuru maddeli siit igerisinde ise %68, %71 ve %50 oraninda canl
kalabildikleri bildirilmistir (Morichi, 1974).

Bir c¢alismada, farkli L. plantarum suslarinin dondurma ve dondurarak
kurutulmasinda 4 farkli 6n-donma sicakliginin (—196°C, —60°C, —40°C ve —20°C) ve 3
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farkli koruyucunun (PBS-fosfat tamponlu salin ¢dzeltisi, sorbitol ve trehaloz) canlilik
tizerindeki etkisi arastirilmigtir. Elde edilen sonuglar, canliligin susa 6zgii oldugunu ve
on-dondurma sicakligina gore degisebildigini gostermistir (Wang ve ark., 2020).

L. plantarum ve L.casei'nin dondurarak korunmasinda optimal kriyoprotektan
kombinasyonunun arastirildigi bir ¢alismada, 150 g/L ve 100 g/L siikrozun sirasiyla
%74.4 ve %84.8 canli kalma oran1 saglayarak tek basina uygulanan tiim kriyoprotektanlar
arasinda en 1yi koruyucu etkiyi sagladigi bildirilmistir. Sirasiyla 12.5, 12.5, 37.5 ve 25.0
g/L igeren trehaloz, siikroz, gliserol ve yagsiz siit karisiminin ise L. plantarum (% 92.8)
ve L. casei'nin (% 91.2) hayatta kalma oranin1 6nemli Ol¢iide arttirdigi goriilmiistiir
(Wang ve ark., 2019).

Depolamanin mikroorganizmalarin yasayabilirligi {izerindeki etkisini test etmek
amactyla hem dogrudan siit igerisinde (MM) ve hem de siit icinde fermente edildikten
(FMM) sonra liyofilize edilen L. plantarum, L. kefir, Lactococcus lactis, Kluyveromyces
marxianus ve Saccharomyces cerevisiae alti ay boyunca 4°C'de depolanmistir. 180
giinliik depolamanin sonunda MM 6rneklerinin, FMM'den daha iyi bir canlilik gosterdigi,
koruyucu amagla siit i¢erisine karistirilan 300 mM oranindaki trehaloz veya siikroz sekeri
ilavesinin ise canlilik iizerine herhangi bir etkisinin olmadig1 gozlenmistir. 4°C'de 30 ila
180 giinliik depolama arasinda, MM'deki her bir mikroorganizma canliliginin yaklagik 2
log, FMM'deki L. plantarum ve mayalarin canlilik oranlarinin ise yaklasik 6 log azaldig:
bildirilmistir (Bolla ve ark., 2011).

Bir ¢alismada, Micrococcus varians ve L. plantarum'un dondurma veya
dondurarak kurutma sonrasindaki canli kalma oranlari, bes farkli kriyoprotektanin
(stikroz, laktoz, sodyum glutamat, pepton, kuru yagsiz siit) tek basina veya jelatin,
glutamik asit ve sodyum asetat ile kombinasyonlar1 kullanilarak arastirilmstir.
Olusturulan 6rnekler oda sicakliginda veya 5°C’de, vakum altinda veya havali sartlar
altinda 6 aya kadar depolanmistir. Canliligin %100 oraninda korunmasi nedeniyle
sirastyla %8 ve %5 oraninda kullanilan yagsiz siit tozu ve peptonun en 1iyi
kriyoprotektanlar oldugu bulunmustur. Kullanilan hemen hemen tiim koruyucularin
varliginda donma ve dondurarak kurutma isleminden hemen sonra canli kalan
mikrokoklarin sayis1 %100 iken, depolama sirasinda, canli hiicre sayisinin hizla azaldigi,
ozellikle de oda sicakliginda ve hava ortaminda depolandiktan sonraki 3 ay i¢inde sifira
ulastigi gézlenmistir. Ancak Laktobasillerin depolanma kabiliyetinin olduk¢a yiliksek
oldugu ve canli kalma yiizdesinin azalmasina bakilmaksizin, her iki test sicaklifinda 6

aylik depolamadan sonra yeterli sayida canli hiicre kaldig1 bildirilmistir. En 1yi sonuglar,
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mikroorganizmalarin diisiik sicakliklarda (+5°C) ve vakum altinda depolanmasiyla elde
edilmistir (Tsvetkov ve Brankova, 1983).

Lactobacillus acidophilus'un gesitli kriyoprotektanlarla dondurarak kurutulmasi
ve farkli sicakliklarda (—18°C, 4°C ve 25°C) 6 ay depolama periyodunda canliliginin
arastirildigl bir ¢aligmada, kriyoproktan oranlart %13 trehaloz, %0.33 NaHPOQO4, %7.5
laktoz ve %21 yagsiz siit tozu olacak sekilde optimize edilmistir. Islem sonunda L.
acidophilus'un canliliginin kontrol (%36.6) ile karsilastirildiginda (%93.9) oldukca
yiiksek oldugu ve diisiik sicakliklarda (—18°C ve 4°C) uygulanan depolamanin canlilig
daha iyi korudugu tespit edilmistir (Shu ve ark., 2018).

Dondurarak kurutma yonteminin Trichoderma cinsi kif suslarinin canliligi ve
depolama stabilitesi lizerindeki etkisinin arastirildig1 bir ¢alismada kriyoprotektan olarak
%10 oraninda maltodekstrin kullanilmistir. Genel olarak, maltodekstrin ilavesinin, test
edilen Trichoderma suslarinin canlilig1 ve depolama stabilitesi {izerinde anlamli bir etkiye
sahip olmadigi, yalnizca iki T. atroviride susunun, depolama stabilitesini 6nemli 6lgiide
artirdigr tespit edilmistir (Grzegorczyk ve ark., 2018).

Koruyucu madde olarak glukoz, siikroz, trehaloz ve maltodekstrin kullanilarak
liyofilize edilen Enterococcus faecium ve L. plantarum, 6 ay boyunca 4, 22 ve 35°C'de
saklanmis ve canli kalma seviyeleri belirlenmistir. Dondurarak kurutmadan sonra L.
plantarum hiicrelerinde en yiiksek canlilik, kriyoprotektan olarak trehaloz ve siikroz
kullanimi ile elde edilmistir. Glikoz ve maltodekstrin muamelesinin ise canli kalma
oranlarini degistirmedigi tespit edilmistir. Ayrica yiiksek depolama sicakliklarinin, canl
bakteri hiicrelerinin sayisinda daha fazla bir diisiise neden oldugu bildirilmistir (Strasser
ve ark., 2009).

%38 sakaroz, %1.5 jelatin ve %10 oraninda yagsiz siit iceren ve %5 laktoz, %1.5
jelatin ve %1 gliserol igeren 2 ayr1 ortamda dondurarak kurutulan Bifidobacterium breve
AT71 ve Bifidobacterium bifidum BbTD suslar1, %66.2 — 83.3 arasinda degisen yiiksek bir
canlilik sergilemistir. Suslarin ikinci ortamda daha fazla canlhi kaldig: tespit edilmistir.
Donma direncinin, gliserol gibi bir kriyoprotektif ajan eklenerek gelistirilecegini
bildirmislerdir (Trsic-Milanovic ve ark., 2001).

Baska bir ¢alismada, her biri %0.5 oraninda olacak sekilde askorbik asit, tiyotire
ve amonyum Kkloriir eklenmis %10 kuru maddeli yagsiz siitte dondurarak kurutulan
Streptococcus, Leuconostoc, Lactobacillus cinsi 23 bakterinin, kurutma sonunda test
ampullerinin yaris1 vakum altinda (oda basinct 20—25 mikron Hg), diger yarist hava ile

kapatilarak 2 ay boyunca 30°C'de saklanmistir. Genel olarak, dondurarak kurutma
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isleminden sonra vakumla kapatilan kiiltiirler, hava ortaminda kapanan kiiltiirlere oranla
daha yiiksek hiicre canliligi (% 80—100) gdstermistir. 2 ay depolama ile siiresinde ise yine
vakum altinda kapanan kiltlirlerin 6nemli oranda canliligin1i korudugu gorilmiistiir
(Sinha ve ark., 1974).

De Giulio ve ark. (2005), Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus ve Streptococcus salivarius subsp. thermophilus’u %32 oraninda
trehaloz, maltoz, siikroz, glikoz ve laktoz iceren seker ¢ozeltileri igerisinde 4°C'de 2 saat
inkiibe ettikten sonra dondurarak kurutmuslardir. Test edilen tiim sekerler, izotonik
cozeltiye kiyasla hiicre canliligi lizerinde koruyucu bir etki gostermistir. Suslara gore
farklilik gosterse de, trehalozun bakteri canliliginin korunmasinda en etkili seker oldugu
bildirilmistir.

Laktoz, yagsiz siit, askorbik asit ve bunlarin kombinasyonlar1 i¢inde dondurarak
kurutulan Lactobacillus acidophilus, L. paracasei subsp. paracasei ve L. salivarius,
jelatin kapsiiller ic¢ine doldurularak, karanlikta 5°C'de saklanmistir. Dondurarak
kurutmadan hemen sonra, test edilen ti¢ susun canliliginin, analiz edilen tiim kosullarda
0.05-2 log arasinda azaldig1 goriilmiistiir. Bununla birlikte, farkli bilesiklerin tek basina
veya kombinasyonlarinin kullanimi, depolama siiresi boyunca Lactobacillus hiicrelerinin
canlilig iizerine pozitif etki yapmistir. Ozellikle, askorbik asitin hem ayr1 ayr1 kullanimi
hem de laktoz, siit veya ikisi ile birlikte kullanimu, {i¢ Lactobacillus susu i¢in depolama
strasindaki canli kalma oranlarini 6nemli lgiide arttirmis ve en az 12 ay boyunca yiiksek
canlilik gézlenmistir. Ote yandan, yalnizca laktoz veya yagsiz siitle depolanan liyofilize
mikroorganizmalar, depolamanin ilk aylarindan baglayarak onemli Ol¢lide azalma
gostermistir (Zarate ve Nader-Macias, 2006).

Yukarida bahsedilen kaynaklardan da anlasildig: iizere, biiyiime fazi, slispanse
edici sivi ortam, hiicre konsantrasyonu, siispansiyon hacmi, kurutma ve dondurarak
kurutma teknigi gibi liyofilizasyon proses kosullarinin, mikrobiyal canliligi giiglii bir
sekilde etkiledigi pek ¢ok yazar tarafindan bildirilmektedir (Tsvetkov ve Brankova, 1983;
Bolla ve ark., 2011). Bu nedenle, hem literatiir igerisindeki ¢alismalarda, hem de bu

calismada elde edilen sonuglar degiskenlik gdsterebilmektedir.
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4.6.2. Liyofilize kiiltiirlerin nem miktarlari ve kullanilan koruyucu ajanlarin

kuruma etkinligi iizerine etkisi

Farkli kriyojenik maddelerle muamele edilerek liyofilize edilen kiiltiirlerin
islemden hemen sonraki nem miktarlar1 Sekil 4.14°te goriilmektedir. Endiistriyel iiretime
yonelik tasarlanan bu ¢aligmada kiiltiirler liyofilizatdre biiyiik miktarlarda beslenmistir.
Tim Kkiltirler aym1 miktarda ve aymi sartlar altinda 2 giin siire ile dondurarak
kurutulmustur. Boylece kullanilan kriyoprotektif ajanlarin kurutma etkinliklerinin
belirlenerek liyofilizasyon iglemine uygunlugu da tespit edilmek istenmistir. Uygulanan
sabit liyofilizasyon siiresi sonucunda kiiltiirlerin nem igerikleri oldukg¢a farklilik
gostermistir. Sonuglara gore her bir koruyucu maddenin kuruma etkinliginin farkli oldugu
goriilmektedir. Elde edilen sonuglara gore en uygun ve yeterli kuruma %5.80 ve %8.06
nem igerigi ile sirasiyla P ve DP Kkiiltiirlerinde gergeklesmistir. Kontrol, AK ve RK
orneklerinin nem igerikleri ise sirasiyla %16.14, %34.41 ve %23.03tiir. Kontrol
orneginin beklenenden daha az kuruma gdstermesinin nedeni, liyofilizatdre biiyiik
miktarlarda beslenmesi ve bu miktardaki 6rnege kurutma siiresinin yeterli gelmemesi
olabilir. Ayrica kontrol 6rneginin baslangi¢ kuru madde igerigi %10 iken, koruyucu ajan
iceren kiiltiirlerin %15 olmasi da, kuruma etkinliginin diisiik olmasia biiyiik 6l¢iide
neden olmus olabilir. Kazein igeren drneklerin, bilhassa da asit kazein ilaveli 6rnegin, en
yiiksek nem degerine sahip oldugu goriilmiistiir. RK kiiltiiriiniin, AK kiiltiiriine kiyasla
daha diisiik nem igermesinin nedeni, rennet kazeinin olusturdugu jelin nispeten daha
biiyiikk gozeneklere sahip olmasi sonucunda daha fazla buzun siiblime olmasi olabilir.
Kazein molekiiliiniin olugturdugu protein ag yapisi igerisine hapsedilen su molekiillerinin
kuruma sirasinda uzaklagmasimin daha zor olmasi nedeniyle bu &rneklerin kuruma
etkinliginin oldukea diistik oldugu ve biiyiik miktarda kiiltiirlerin iiretildigi bir dondurarak
kurutma prosesiyle yeterli derecede kuru bir {riin elde edilmesini engelledigi
goriilmektedir. Bu nedenle kazeinlerin koruyucu ajan olarak kullanildig: liyofilizasyon
islemlerinde kiiltiir miktarinin azaltilip, kurutma siiresinin de uzatilmasi zorunlu bir
uygulama olarak goriilmektedir.

Bu ¢alismanin sonuglarina benzer olarak, Clementi ve Rossi (1984a), Leuconostoc
oenos hiicrelerini akigkan yatakli bir sistemde kurutarak depoladiklar1 ¢alismalarinda,
kurutulmus preparatlarda %10 nem degeri, hiicre canlilig1 icin kritik bir nokta olarak
kabul edilse de, bu degerin {istiinde de bakteriyel canlilikta 6nemli bir azalma

gozlemlemediklerini bildirmislerdir.
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Dolly ve ark. (2011), duvar materyali olarak peynir alt1 suyu proteini kullandiklari
L. plantarum enkapsiilasyon isleminde, %30 (a/h) kuru madde iceren 165 ve 210 ml
hacmindeki kiiltiir soliisyonlarini 8 saat boyunca liyofilize etmislerdir ve nem miktarlarini
strastyla %5.60 ve 3.61 olarak tespit etmislerdir.

Enterococcus faecium ve L. plantarum'un liyofilizasyonunda koruyucu olarak
glukoz, silikroz, trehaloz ve maltodekstrinin kullanildigr bir ¢alismada elde edilen
kiltirlerin nem igeriginin %1.9-8.0 arasinda oldugu bildirilmistir. L. plantarum
formiilasyonlarinin nem igerigi %1.9-4.7 arasinda yer alirken, en kuru driinler
maltodekstrin ile formiile edilmis hiicrelerden elde edilmistir. En diisiik nem igerigine
sahip olan glikoz ve maltodekstrin ile formiile edilen L. plantarum’un, dondurarak
kurutma isleminden sonraki canliliklarinin daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Bu
durum, 6nemli hiicre molekiillerinin hasar gormesine neden olan yapisal suyun kurutma

sirasinda uzaklagmasi ile agiklanmustir (Strasser ve ark., 2009).
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Sekil 4.14. L. plantarum kiiltiirlerinin liyofilizasyondan hemen sonra belirlenen nem degerleri (%)

Zayed ve Roos (2004), dondurarak kurutulmus Lactobacillus salivarius
hiicrelerinin depolanmasi i¢in optimum nem igeriginin yaklasik % 2—8 ila %5—6 arasinda
degistigini bildirmistir. Dondurarak kurutulmus kiiltiirlerde tatmin edici bir canlilik orani
i¢in belirli bir miktar suyun kalmasi gerektigini ve bu kalan nem miktarinin dondurarak

kurutma ortaminin tipi ile dogrudan iligkili oldugunu belirtmislerdir.



Cizelge 4.12. Liyofilize L. plantarum kiiltiirlerine ait nem degerleri (%)T

Depolama siiresi (giin)

Ortalama
0 30 60 90 120 150
Kontrol 16.14+0.0728 17.12+0.052 17.55+0.172 17.52+0.712 17.5440.142 17.50+0.582 17.23
AK 34.414+1.58%P 35.26+0.112 35.334+0.092 35.634+0.142 35.9441.582 36.68+0.052 35.54
RK 21.03+1.14%¢ 21.17+1.012 21.63+0.528 21.71+0.19? 22.43+0.392 22.07+0.052 21.67
P 5.80+0.76%* 5.75+0.292 6.58+0.16% 6.77+0.17% 6.71+0.67% 7.88+0.04P 6.61
DP 8.06+0.30%A 8.01+0.152 8.64+0.44% 8.99+0.01%¢ 9.64+0.20° 10.89+0.00¢ 9.04

TOrtalama + standart sapma. a-b: Ayni satirdaki farkli harfler veriler arasinda istatistiksel fark oldugunu gostermektedir (p<0.05). A-D: Aym siitundaki farkli harfler veriler arasinda istatistiksel
fark oldugunu gostermektedir. (p<0.05). AK: Asit kazein ilave elde edilen kiiltiir, RK: Rennet kazein ilave elde edilen kiiltiir, P: PAST ilave elde edilen kiiltlir, DP: DPAST ilave elde edilen kiiltiir.
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Bu ¢aligmada ayni1 zamanda depolama siiresince nem miktarlarindaki degisimler
de incelenmis ve sonuglar Cizelge 4.12 ve Sekil 4.15’te sunulmustur. Baslangi¢ nem
miktar1 yiiksek olan kontrol, AK ve RK Kkiiltiirlerinin nem degerlerinde, depolama
stiresince anlamli bir degisiklik gézlemlenmemistir (p>0.05). P numunesinin 150 giinliik
depolama sonrasinda, nem degerlerinde belirgin bir artis (p<0.05) goriiliirken, DP
numunesinde ise 90, 120 ve 150 giinliikk depolamalarin her birinde artis oldugu tespit
edilmistir. Sonug olarak baslangi¢c nem miktarlar1 yiiksek olan 6rneklerin nem degerleri
depolama siiresinden etkilenmezken, daha kuru olan P ve DP 6rneklerinin ise giderek
nem miktarlarinda artis gézlenmistir. Zamanla 6rneklerin su miktarinda meydana gelen
bu artisin, kiiltiirleri saklamak amaciyla kullanilan ambalajlarin nem bariyerinin zayif
olmasi nedeniyle oldugu diisiiniilmektedir.

Kuruma orani, bakterilerin canlilik seviyelerini sadece dondurarak kurutulduktan
sonra degil depolama siiresince de etkileyebilmektedir. Kiiltiirlerin maksimum stabilitesi
icin optimum bir nem igerigine sahip olmasi gerektigi gosterilmistir. Hiicresel
materyallerin asir1 kurutularak tiim suyun uzaklastirilmasi, proteinlerin bozulmasina ve
hidrofilik bolgelerin oksijen gibi gazlara maruz kalmasina neden olmaktadir. Bu nedenle
nem igeriginin %0.5'in altina diismesi ile 6liim orani yiikselmektedir. Kiiltiirlerin az
kurumasi ile partikiillerin yiizeyindeki makromolekiillerin oksidasyonuna kars1 koruyucu
bir su bariyeri olugsmasina ragmen, ¢esitli kimyasal reaksiyonlar1 da meydana
getirebilmektedir (Champagne ve ark., 1991). Clementi ve Rossi (1984b) tarafindan
yapilan bir calismada, Leuconostoc oenos'un az kuruyan kiiltiirlerin zayif stabilite
gostererek, depolama sirasinda canliliklarinin hizli bir sekilde azaldigi bildirilmistir.

Donmus mikroorganizmalarin canliligini korumak i¢in oksijen ve nem ile
gereksiz temasini onlemek i¢in onlemler alinmalidir. Kiiltiir ortaminda kalan suyun
hareketi, yogun oksidasyon etkisi yaratarak bakteri canliligina siklikla zarar vermektedir.
Hiicre i¢i aktif olan suyun siirekli gé¢ etmesi, canlilik kaybina yol agmaktadir (Shu ve
ark., 2018).

Higroskopik davranig nedeniyle polisakkarit ve protein bazli kurutulmus iiriinlerin
daha yiiksek nem igerdigi bildirilmektedir. Bununla birlikte toz iiriinlerde nem igeriginin,
%35’in altinda olmasinin daha uzun bir raf Omrii saglayacag ileri siirtilmiistiir
(Muhammad ve ark., 2017). Bu c¢alismada, literatiirde belirtilen araliklarin ¢ok iistiinde
nem igerigine sahip olan kontrol, AK ve RK 6rneklerinin, depolama sirasinda yine de
yiikksek canlilik sergiledigi goriilmiistiir. Bunun nedeni, kullanilan kriyoprotektanlarin

etkinliginin yan1 sira kiiltiirlerin vakum altinda depolanmasi da olabilir. Vakum veya inert
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gazlar altinda depolamanin bakteri canli kalimini arttirdigr daha onceki ¢aligmalarda
bildirilmistir (Sinha ve ark., 1974; Yang ve Sandine, 1979; Tsvetkov ve Brankova, 1983).
Depolama sirasindaki hiicre Oliimlerinin bir nedeninin de Onceden olusan serbest
radikallerin varligi oldugu disiliniilmektedir. Depolamanin erken donemlerinde,
oksidasyon reaksiyonlarinin, serbest molekiiler oksijenin varligina veya yokluguna degil,
slispansiyon halindeki matris i¢indeki reaktif serbest radikallerin varligina bagli oldugu
tahmin edilmektedir. Oksidasyonun sonuglar1 hiicre i¢in ¢ok 6nemli olabilmektedir.
Askorbat veya sistein varliginda inkiibe edilen mitokondriyal membranlarda lipit
peroksidasyonunun bir sonucu olarak membran yapisinin ve fonksiyonunun yitirilmesi
ile baz1 enzim aktivitelerinin kaybi1 s6z konusu olabilmektedir. Biyomembranlarin
kontrolsiiz peroksidasyonu, membran yapist ve fonksiyonu iizerinde derin etkilere yol
acarak, hiicre oliimlerine neden olabilmektedir (Castro ve ark., 1995). Bu nedenle bu
calismada tiretilen kiiltiirlerin vakum kosullar1 altinda saklanmasinin canlilik kaybini

minimize ettigi disiiniilmektedir.

4.6.3. Liyofilize kiiltiirlerin su aktivitesi (aw) degerleri

Farkli kriyojenik maddelerle muamele edilerek liyofilize edilen kiiltiirlerin
islemden hemen sonraki su aktivitesi miktarlar1 Sekil 4.16°da goriilmektedir. Elde edilen
sonuclara gore kiiltlirlerin su aktivitesi degerlerindeki farkliliklar, nem igeriklerine
benzerlik géstermistir. Kiiltiirler i¢inde en diisiik su aktivite degerlerinin ortalama 0.515
ve 0.513 ile sirasiyla P ve DP 6rneklerine ait oldugu belirlenmistir. En yiiksek su aktivite
degerinin ise kazein igeren drneklerde oldugu goriilmektedir.

Proteinlerde, buhar basincinin artmasiyla (aw 0.2—0.7), noniyonik hidroksil
gruplari ve peptit baglar1 kademeli olarak doyurulmaktadir ve peptit baglarinin aw 0.6—0.8
arasindayken, bagli suyun %350'sinden fazlasini baglayabildigi bildirilmektedir.
Psodokristalin hidrat yapilari, hidrofobik bdlgeler etrafinda, muhtemelen diger bagh
suyla devamli olarak olusturulmaktadir. aw 0.7'nin iistiinde ise, ihmal edilebilir diizeyde
kisitli hareket kabiliyetine sahip ¢ok katmanli suyun, 6nceki katmanlara baglanmasi
neticesinde olusan y1gin su bosluklara ve yariklara tutunmaktadir (Kinsella ve ark., 1986).
Bu c¢alismada, kazein igeren Orneklerin protein miktarinin fazla olmasinin, tutulan su
miktariin artmasina neden oldugu ve Orneklerin kurumasmin giiglestigi tahmin

edilmektedir.
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Peynir alti suyu protein oOzelliklerinin kurutma yonteminden etkilendigi,
dondurarak ve piiskiirterek kurutulan tozlarin, tambur, hava ve vakumla kurutulmus
peynir alt1 suyu protein numunelerinden daha fazla ylizey alanina ve yiiksek oranda tek
tabakal1 su icerigine sahip oldugu tespit edilmistir. Ayrica peynir alt1 suyu tozlarinda aw
0.6'min altindayken suyun esas olarak makromolekiiler bilesenler (yani proteinler)
tarafindan adsorbe edildigi bildirilmektedir Bu c¢alismada PAST ve DPAST igeren
orneklerin aw degerlerinin tiim depolama boyunca 0.479-0.531 arasinda oldugu
goriilmektedir. Icerigindeki bu aktif suyun muhtemelen laktoglobiilinler tarafindan

tutuldugu diistiniilebilir.
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Sekil 4.16. Liyofilize L. plantarum kiiltiirlerine ait su aktivite degerleri

Depolama siiresince kiiltiirlerin su aktivite degerleri takip edilerek, elde edilen
sonuclar Sekil 4.17 ve Cizelge 4.13’te sunulmustur. Su aktivitesi en yliksek olan kazein
ilaveli kiiltiirlerde, depolama siiresince su aktivite degerlerinin degigsmedigi goriilmiistiir.
Kontrol 6rneginin ise 30. giin depolama sonunda su aktivitesinin belirgin olarak arttig1 ve
sonra depolama boyunca tekrar degismedigi tespit edilmistir. Baslangigta su aktivitesi en
diisiik olan P ve DP kiiltiirlerinin su aktivite degerlerinin depolama siirecinden en fazla
etkilendigi goriilmektedir. Depolama boyunca artan su aktivite degerlerinde istatistiksel
olarak belirgin artiglar P 6rnegi i¢in 30. ve 90. giinde gozlemlenirken, DP 6rnegi i¢in ise
30, 60 ve 90 giinliik 6l¢imlerde gergeklesmistir. Sonraki depolama periyodunda ise

belirgin bir degisim gézlenmemistir.
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Champagne ve ark. (1991), kabul edilebilir canlilik i¢in optimum su seviyesinin
(aw), laktik asit bakterileri igin 0.1 olarak bildirilmektedir. Muhammad ve ark. (2017) ise
toz haldeki tiriinlerin aw igeriginin 0.3’lin altinda olmasiyla, biyokimyasal reaksiyonlarin
azalarak, tirlinlerin raf Oomrii lizerine pozitif etki yapacagini ifade etmislerdir. Bunun
nedeni olarak, kurutma igleminden sonra kiiltiir ortaminda kalan veya hiicre i¢cinde aktif
olan suyun hareketliliinin, yogun bir oksidasyon etkisi yaratarak, canlilik kaybina yol
agmasi gosterilebilir (Shu ve ark., 2018). Buna gore bu ¢alismada elde edilen kiiltiirlerin
su aktivitelerinin oldukga yiiksek oldugu goriilmektedir.

Castro ve ark. (1995), %0, 11, 23, 33, 59, 63 ve 75 bagil neme sahip ortamlarda,
5 ve 20°C’de depolanan yagsiz siitte liyofilize edilmis Lactobacillus bulgaricus
kiiltiirlerinin depolama sirasindaki canli kalim oranlarini arastirmislardir. Liyofilize
kiiltiirlerin soguk sartlar altinda depolanmasi ile daha fazla canlilik elde edilmistir. En
yiiksek canlilik ise %11 bagil nemde ve 5°C'de gerceklesmistir. Hiicre canlili§inin her iki
sicaklikta da numunelerin depolandigi bagil neme bagli oldugu bildirilmistir. Hiicre
canliliginin depolamanin ilk déneminde hizli bir sekilde azaldig1 ancak daha sonraki
donemlerde ozellikle de diisiik ve orta bagil nem ortamlarinda oldukga stabil olduklar
goriilmiistiir (Castro ve ark., 1995).

Bu calismada elde edilen kiiltiirlerin canli kalma oram ilk ayda 6nemli Slgiide
azalmasina ragmen sonrasindaki azalma egiliminin daha kontrollii ve istikrarli seyrettigi
goriilmektedir (Sekil 4.13). Canliliktaki bu azalma, depolama sirasindaki su aktivitesi
(aw) ile iliskilendirilebilir. ilk asamadaki hizli diisiis, yiiksek aw kosulunda meydana gelen
suyun siirekli yer degistirmesiyle baglantili olabilir. Baslangigtaki yiiksek nem
igeriginden kaynaklanan bu olumsuz etki, kriyoprotektan destegi ile depolama siiresince
olduk¢a azalmistir. Ancak, erken asamada canlilikta gergeklesen hizli diisiis kaginilmaz
olmustur.

Bu ¢alisgmaya benzer sonuglar, Shu ve ark. (2018) arkadaslarmin Lactobacillus
acidophilus'u ¢esitli kriyoprotektanlarla liyofilize ederek farkli sicakliklarda (—18, 4 ve
25°C) 6 ay boyunca depoladiklar1 ve canliligini arastirdiklar1 ¢alismada elde edilmistir.
4°C'de ve —18°C'de 30 giin depolandiktan sonra canliligin hizla %60'a diistiigiinii, hatta
25°C altinda yalnizca %20 oraninda hiicrenin canli kaldigini bildirmislerdir. Bu hizli
diisiisti 6rneklerin sahip oldugu yliksek aw degerine baglamislardir. Depolamanin basinda
goriilen canliliktaki bu hizli diisiis kriyoproteklarin etkisiyle depolama siiresince azaldigi

gozlenmistir (Shu ve ark., 2018).



Cizelge 4.13. Liyofilize L. plantarum kiiltiirlerinin depolama boyunca su aktivitesi degerleriT

Depolama siiresi (giin)

Ortalama
0 30 60 90 120 150
Kontrol 0.770+0.005%8 0.807+0.002° 0.805+0.002° 0.802+0.003° 0.802+0.003° 0.803+0.001° 0.798
AK 0.882+0.0062° 0.883+0.0022 0.884+0.0002 0.884+0.0052 0.882+0.0012 0.884+0.0012 0.883
RK 0.856+0.0012¢ 0.858+0.0012 0.857+0.0032 0.857+0.0032 0.854+0.0012 0.853+0.0022 0.856
P 0.479+0.00134 0.509+0.000° 0.514+0.002° 0.526+0.003¢ 0.531+0.001°¢ 0.530+0.001°¢ 0.515
DP 0.483+0.000% 0.501+0.004° 0.511+0.001¢ 0.524+0.002¢ 0.528+0.001¢ 0.530+0.001¢ 0.513
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Sekil 4.17. Liyofilize L. plantarum kiiltiirlerinin depolama boyunca su aktivitesi degerlerindeki degisimler

TOrtalama + standart sapma. a-d: Ayni satirdaki farkli harfler veriler arasinda istatistiksel fark oldugunu géstermektedir (p<0.05). A—D: Ayni siitundaki farkli harfler veriler arasinda istatistiksel
fark oldugunu gostermektedir (p<0.05). AK: Asit kazein ilave elde edilen kiiltiir, RK: Rennet kazein ilave elde edilen kiiltiir, P: PAST ilave elde edilen kiiltiir, DP: DPAST ilave elde edilen kiiltiir.
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4.6.4. Liyofilize kiiltiirlerin sorpsiyon ozellikleri

Gida tozlar1 genellikle yapigsma ve keklesme problemlerine egilimlidir. Su, bu tiir
problemlerden sorumlu bir faktér oldugundan, nem sorpsiyon izotermleri, bir tozun nem
iligkisini ve sonug olarak stabilite problemlerini anlamak i¢in yararli bir aragtir. Gida
tozlarinin nem sorpsiyon davranigi, tozun nem igerigi ile ¢evre ortamin bagil nemi
arasindaki denge iligkisini tanimlamaktadir. Siit tozlar1 i¢in nem sorpsiyon davranigini
bilmek camsi gecis sicakligi profilleri ile birlikte tozlarin stabilitesi hakkinda onemli
bilgiler saglamas1 bakiminda yararlidir (Foster ve ark., 2005).

Su hidrasyonu ve dehidrasyonu, bir¢ok gida sisteminin kurutulmasini, depolama
stabilitesini ve proteinlerin davranisin1 etkilemektedir. Toz {irlinlerin  depolama
stabilitesinin belirlenebilmesi ve farkli kosullar altinda depolanmalar1 sirasinda, aw
kontrolii saglayabilmek adina en uygun nem gecirgenlik 6zelliklerine sahip ambalaj
malzemelerinin segilebilmesi igin su sorpsiyon davraniglarinin bilinmesi gereklidir.
Ornegin higroskopik &zellikteki peynir alti suyu tozlarmin keklesmesinin veya siit
tozlarindaki esmerlesmenin 6nlenebilmesi i¢in bu materyallerin su sorpsiyon davranislari
incelenmektedir. Su sorpsiyon o6zelliklerini ve aw’i etkileyen faktorler, gida {iriinlerinde
mikroorganizma gelisimini kontrol etmek, kalitenin bozulmasini en aza indirmek,
giivenligi saglamak ve bazi gidalarda uygun mikroflorayr se¢mek igin hayati dnem
tasimaktadir. Toz materyallerin su sorpsiyon davraniginin anlagilmasi ile su tutma
ozellikleri, gozeneklilik, sorpsiyon/desorpsiyon entalpilerinin degerlendirilmesi, spesifik
yiizey alani ve bilesenlerin kristalin olma durumu (laktoz) belirlenebilmektedir. Boylece
uygulanan proseslerin (6rn., kurutma) optimizasyonunun tahmini, ambalaj ihtiyaglarinin
belirlenmesi, mikrobiyolojik, kimyasal ve fiziksel kararliligin ve genel kalitenin tahmini
ve kontrolii yapilabilmektedir. Ozetle, nem igerigi, sorpsiyon davranisi ve aw bilgisi,
mikrobiyal stabiliteyi saglamanin yani sira depolanan gidalarin ¢esitli kimyasal, fiziksel
ve kalite 6zelliklerinin kontroliinii kolaylagtirmaktadir (Kinsella ve ark., 1986).

Bu calismada farkli kriyojenik maddelerle muamele edilerek liyofilize edilen
kiiltirler, %75 bagil nem iceren ortamda 7 giin boyunca bekletilerek nem kaybetme ve
kazanma oranlar1 belirlenmistir. Depolama Oncesi, kiiltiirlerin su adsorpsiyon ve
desorpsiyon miktarlari Sekil 4.18”de goriilmektedir. Kontrol, AK ve RK 6rneklerinin nem
iceriginin yliksek olmasi nedeniyle %75 bagil nemli ortamda desoprsiyona ugradigi,
nispeten daha diisiik nem igerigine sahip P ve DP oOrneklerinin ise su absorbe ettigi

goriilmektedir. Stokes ve Robinson (1949) doygun NaCl c¢ozeltisinin su aktivitesi
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degerinin 0.7528 oldugunu bildirmislerdir. Buradan yola ¢ikilarak su aktivitesi bu degerin
altinda olan P ve DP orneklerinin denge buhar basincina ulasana kadar nem kazandigi,
bu degerin iistiinde olan diger drneklerin ise nem kaybettigi sOylenebilir.

Matris bilesenlerinin higroskopikliginin (su adsorplama yetenegi) ve su baglama
kapasitesinin, gida tozlarindaki kalintt su igerigini ve su aktivitesini etkiledigi
bildirilmektedir (Muhammad ve ark., 2017). Buna gore nem igerigi en yiiksek olan AK
kiiltiirii, en fazla nem kaybeden (23.08 g H20/100 g) 6rnek olmustur. Nem igerikleri
strastyla %16.14 ve 21.03 olan kontrol ve RK kiiltiirlerindeki su kayb1 10.17 ve 8.9 g
H>0/100 g olarak belirlenmistir. Buradan, yalnizca yagsiz siit kuru maddesi igeren
kontrol 6rneginin su desorplama 6zelliginin, kazein takviyesi ile azaldig1 goriilmektedir.
RK ortami1 hem liyofilizasyon sirasinda kontrole gore daha az kuruma gostererek ytiksek
nemli kalmistir, hem de %75 bagil nem igeren ortamda daha az su kaybetmistir. Rennet
kazeinin olusturdugu sert ag yapisinin suyun hareketini kisitladigi veya suyu daha
kuvvetli bagladig1 diisiiniilebilir. P ve DP kiiltiirleri kendi ig¢inde kiyaslandiginda
orneklerin su absorplama yeteneklerinin nem igerikleriyle dogru orantili oldugu
goriilmektedir. Ilging olarak, daha yiiksek nem icerigine (%8.06) sahip olan DP
orneginin, higroskopisitesinin de yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglara bakilarak,
mineral igerigindeki artisin, kiiltlirlerin su absorplama ve desorplama oOzelliklerinin

azalttig1 yorumu yapilabilir.
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Sekil 4.18. L. plantarum kiiltiirlerinin depolama 6ncesindeki su sorpsiyon degerleri (%)
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Kiiltlirlerin depolama siiresince sorpsiyon davraniglari incelenmis ve sonuglar
Cizelge 4.14 ve Sekil 4.19’te verilmistir. Depolama sirasinda kontrol numunesinin su
desorpsiyon 6zelliginde baglangica gore biraz azalma tespit edilirken, en belirgin azalma
ise 150 giinliik depolamanin sonunda belirlenmistir. AK 6rneginde ise ilk 30 giin i¢inde
artan su desorpsiyon davranisi, kalan depolama siiresince sabit kalmistir. RK 6rneginin,
su desorpsiyon davranisinin olduk¢a stabil oldugu goriilmiistiir, depolama boyunca
degerlerinde herhangi bir degisiklik gézlenmemistir. P kiiltiiriinde, depolamanin ilk
donemlerinde adsorpsiyon yeteneginin azaldigi, daha sonraki dénemde sabit kaldigi,
ancak depolama periyodunun son 60 giiniinde ise giderek arttigi gorilmiistiir. DP
Orneginin ise 60 giin boyunca sorpsiyon davranigini korudugu, sonraki 60 giinde azaldigi,
ancak 150. giinde belirgin bir sekilde artig gosterdigi tespit edilmistir.

Depolama sirasinda nem ve su aktivitesi degerleri sabit olan AK ve RK
orneklerinin, sorpsiyon ozelliklerinin de degismedigi goriilmektedir. Ozellikle AK
kiiltiiriiniin, yiiksek nem ve su aktivitesine sahip olmasina ragmen, canliligi korumadaki
yilksek performansinin nedeni, depolama siiresince su sorpsiyon oOzelliklerinin
degismemesi olabilir. Molekiillerin hareketliliginin azalmasi ile diflizyonun neden oldugu
degradasyon reaksiyonlarinin smirlandigi  (Chen ve Hang, 2019) ve suyun
hareketliliginden kaynaklanan oksidasyon etkisi nedeniyle canliligin azaldigina (Shu ve
ark., 2018) boliim 4.6.1, 4.6.3 ve 4.6.4’te deginilmisti.

Nem sorpsiyon histerezisi, adsorpsiyon ve desorpsiyon izotermleri arasindaki
farklilig1 agiklayan bir olgudur. Genellikle, desorpsiyon izotermi adsorpsiyon izoterminin
tizerinde yer alir ve birlikte kapali bir histerezis dongiisii olusturmaktadirlar. Spesifik bir
nem igerigine ulasmak icin, histerezis nedeniyle desorpsiyon islemi, adsorpsiyona gore
daha diisiik bir buhar basinci (P/Po) gerekmektedir. Histerezis olgusu, depolanan
gidalardaki kimyasal bozulma ve fiziksel degisiklik oranlarini etkileyebileceginden
pratikte biiyilk oneme sahiptir. Siit proteinlerinde, histerezis dongiisii, bilesimden,
yapidan (6rn., miseller, sodyum kazeinattan farkli davranir) ve hidrasyon/dehidrasyon
gecmisinden etkilenmektedir (Kinsella ve ark., 1986). Bu ¢alismadaki koruyucu madde
olarak kazein ilave edilen 6rneklerin birbirinden farkli kuruma egilimi ve su sorpsiyon
davranig1 gostermesinin nedeninin, yapisal bilesimlerinin farkliligindan kaynaklandig:

diistiniilmektedir.



Cizelge 4.14. Liyofilize L. plantarum kiiltiirlerinin depolama boyunca su sorpsiyon degerleri (g H.0/100 o)

.. Depolama siiresi (giin)
Ornek Ortalama
0 30 60 90 120 150
Kontrol -10.1740.43%® -9.77+0.79%® -9.34+0.25% -8.43+0.95% -8.25+0.69% -7.34+0.12° -8.88
AK -23.08+0.08A -25.27+0.482 -25.97+0.622 -25.95+0.172 -25.75+0.482 -26.08+0.362 -25.35
RK -8.90+0.30%¢ -8.82+0.252 -8.78+0.862 -8.32+0.58% -8.35+0.71# -8.18+0.65% -8.56
P 6.85+0.18° 5.13+0.762 5.14+0.152 4.98+0.112 5.51+0.08%® 6.68+0.16" 571
DP 8.53+0.01%F 8.23+0.31® 8.17+0.50% 7.78+0.432 8.08+0.042 9.30+0.02° 8.35
TOrtalama + standart sapma. a-c: Ayni satirdaki farkli harfler veriler arasinda istatistiksel fark oldugunu gostermektedir (p<0.05). A-E: Ayn siitundaki farkli harfler veriler arasinda istatistiksel

fark oldugunu gostermektedir (p<0.05). AK: Asit kazein ilave elde edilen kiiltiir, RK: Rennet kazein ilave elde edilen kiiltiir, P: PAST ilave elde edilen kiiltiir, DP: DPAST ilave elde edilen kiiltiir.
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Sekil 4.19. Liyofilize L. plantarum kiiltiirlerinin depolama boyunca su sorpsiyon degerlerindeki degisimler
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Bir caligmada, farkli oranlarda peynir alti suyu protein izolati-karbonhidrat
(maltodekstrin) matrislerinin ve bu matrislerde kapsiillenmis Lactobacillus rhamnosus
iceren dondurarak kurutulmus tozlarin 25°C ve %33 ve %70 bagil nemli ortamlardaki
nem tutma ozellikleri ve molekiiler hareketliligi arastirilmistir. Dondurarak kurutulmus
matrislerde probiyotikler i¢in inaktivasyon hiz sabitinin, nem kazanimi ve molekiiler
mobilite ile pozitif korelasyon gosterdigi calismada, probiyotiklerin camsi protein-
karbonhidrat matrisindeki stabilitesini, matrisin bilesimine baglamislardir. Bu ¢alisma ile
ortamin bagil neminin aksine, nem tutma 6zelliklerinin ve matris bilesiminin sahip oldugu
molekiiler mobilitenin, depolama sirasindaki probiyotik canliligin1 belirlenmesinde daha
etkili oldugu ileri stiriilmiistiir (Hoobin ve ark., 2013). Bu tez ¢alismasinda olusturulan
farkl kiiltiir ortamlarinin, farkli nem sorpsiyon davranisi gortermesi, literatiire gore olasi
bir durumdur. Bu durumda, kullanilan materyallerin nem tutma 6zelliklerini belirleyen
veya degistiren durumlar/faktorler ele alinmalidir. Kinsella ve ark. (1986), su baglama
davranigin1 etkileyen faktorleri, kompozisyon, konformasyon, pH, iyonlar, sicaklik ve
yiizey alani olarak bildirmislerdir.

Cok farkli bilesim ve yapidaki proteinler benzer su baglama 6zellikleri
gostermektedir. Fibroz ve globiiler proteinlerin her ikisi de 30—55 g H20/100 g araliginda
su baglayabilmektedir. Baz1 arastirmacilar su sorpsiyonunun proteinlerin ylizey alanindan
etkilenebilecegini bildirmistir ve hidrasyonun yiizey alanina goére ifade edilmesini
onermislerdir. Ornegin, kristalize P-laktoglobulin, dondurarak kurutulmus j-
laktoglobulinden daha fazla su (%5) baglamaktadir. Genellikle biraz daha biiyiik bir
yiizey alanina sahip olan denatiire proteinler, dogal proteinlerden daha fazla (<%10) su
baglama egilimindedir. Bununla birlikte, yiizey alani tek basina tam bir agiklama
saglamamaktadir, proteinlerin dogasi, ylizey polaritesi, yiikii, hidrofobikligi ve yilizeydeki
farkliliklarin timi hidrasyonu etkilemektedir. Hidrasyonun ayni zamanda amino asit
bilesimi ile iliskili oldugu bildirilmistir. Hatta globiiler proteinlerin yaklasik hidrasyon
seviyesi, aw’nin 0.6'dan diisik oldugu degerlerde makul dogrulukla amino asit
bilesiminden tahmin edilebilmektedir. Ayn1 zamanda molekiiler yap1 ve konformasyonel
ozellikler de sorpsiyon davranigimi etkilemektedir. Ayrica, su molekiillerinin ¢oklu H*
baglar1 araciligiyla baglanabildigi bosluklarin varligi da, 6ngoriilemeyen sorpsiyon ile
sonuclanabilmektedir. Benzer sekilde, %80 bagil nemin iizerinde, protein molekiiliindeki
polipeptitlerin arasina suyun girmesiyle olusan sisme ile su adsorpsiyonu
artirllabilmektedir. Oligometrik proteinler (kazein submiselleri) ve misel yapilar s6z

konusu oldugunda, yaygin protein-protein etkilesimleri ve kazeinin kalsiyum fosfat
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baglarinin ¢apraz baglanmasi gibi nedenlerle, su sorpsiyon davranigini formiilize ederek
hesaplamak miimkiin olmamaktadir. Ayrica, misel matrisindeki bosluklara, herhangi bir
spesifik protein grubuyla iligkili olmayan suyun baglanmasi da s6z konusudur (Kinsella
ve ark., 1986).

Misel kazein sistemi ve izole kazeinler, benzersiz su sorpsiyon o&zellikleri
sergilemektedirler. Kazeinlerin su sorpsiyon davraniglarinin, misel yapilarinin
kendiliginden birlesme egilimine, yiiksek oranda fosforilatlanmis olmalarina ve sisme
yeteneklerine bagli oldugu bildirilmistir. Santrifiij ile izole edilen yikanmis liyofilize
kazein misellerinin, aw 0.7'ye kadar tipik bir sorpsiyon izotermi verdigi, aw 0.75 — 0.95
arasinda ise siit tozu ve sodyum kazeinatta da gézlendigi gibi keskin bir artig gdstermeden
su adsorpsiyonu gerceklestirdigi bildirilmistir. Sodyum kazeinatin ise, aw 0.5'¢ kadar
kazein miselleriyle benzer bir davranis sergiledigi, daha sonra nemi hizla adsorpladigi
tespit edilmistir (Kinsella ve ark., 1986).

Peynir alti suyu tozlarinin ve proteinlerinin ¢ogu, yaklasik aw 0.45'e kadar ¢ok
benzer sorpsiyon davranisi gostermektedir ki burada, su absorpsiyonu, esas olarak protein
bilesenleri tarafindan ger¢eklesmektedir. Proteinlerin denatiirasyonu, bu sorpsiyon
davranigsinda ¢ok az degisiklige neden olmaktadir. aw 0.3'in {izerinde, su buhari
adsorpsiyonundan sorumlu bir sonraki bilesen olan laktozun hidrasyonu baslamaktadir.
Peynir alt1 suyu tozlarinin izotermlerinde aw 0.35—0.5 arasinda egride keskin bir azalma
goriliir. Bu ani diisiis, laktoz molekiillerine yeniden daha uygun bir kristal (o-laktoz
monohidrat) kafes diizenlemek ve molekiiler hareketliligi kolaylastirmak igin yeterli su
saglanmasiyla, amorf laktoz tizerine adsorbe edilen suyun hizla desorbe olarak laktozun
kristallesmesine baglanir. Sorpsiyon egrisindeki bu kirilmanin gézlemlendigi pozisyon
veya aw, numunenin bilesimine, 6zellikle protein igerigine ve orijinal amorf laktoz
miktarina gore degigmektedir. Genellikle, kirilma, laktozca zengin peynir altt suyu
tozlarinda, peynir alti suyu proteinlerine veya siit tozlarina kiyasla daha diisiik aw

degerlerinde gozlenmektedir (Kinsella ve ark., 1986).

4.6.5. Liyofilize kiiltiirlerin renk degerleri

Farkli koruyucu ajanlar ile iretilen L. plantarum kiiltiirlerinin dondurarak
kurutma isleminden hemen sonra ve depolama boyunca o&lgiilen L*, a* ve b* renk
degerleri Cizelge 4.16 ve Sekil 4.20’de gosterilmektedir. Aryana ve McGrew (2007),

kullanilan bilesenlerin renginin, iiriin rengini etkileyen faktorlerden biri oldugunu
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belirtmislerdir. Kiiltiir ortamma ilave edilen koruyucu maddelerin -her ne kadar %5
oraninda olsa bile- kiiltiirlerin renkleri tizerinde de etkili oldugu goriilmektedir.

En kiigiik L* degerine sahip olan RK &rnegi 66.66 ile en koyu renge sahip
kiiltiirdiir. Daha sonra bunu 78.46 ile AK Ornegi takip etmistir. Bu sonuglar, kazein
ilavesinin kiiltiir rengini koyulastirdigi sonucuna varilmaktadir. P ve DP 6rneklerinin
strastyla 93.05 ve 88.64 ile en yiiksek L* degerine sahip oldugu tespit edilmistir. Kontrol
orneginin L* degeri ise bu 2 grup koruyucu madde igeren kiiltiirlerin arasinda bir deger
almistir. DP Orneginin P Orne8ine gore daha diisiik L* degerine sahip olmasi,
demineralizasyon isleminin L* degerini azaltmas1 yoniinde bir etkisi var gibi diistindiirse
de, hammadde sonuglarina bakildiginda dyle olmadigi goriilmektedir. Cizelge 4.15°te
kiiltiirlerin tiretiminde kullanilan kriyojenik koruyucu hammaddelerin L*, a* ve b* renk
degerleri sunulmustur. Bu ¢izelgeden de goriilecegi gibi P veya DP 6rnekleri en yiiksek
L* degerine sahiptir ve aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli olmasa da DP’nin
daha agik oldugu goriilmektedir. Cizelge 4.15°te kazeinlerin en fazla koyuluk gdsteren
materyaller oldugu goriilmektedir. Ancak dondurarak kurutma isleminden sonra tiim
orneklerin L* degerlerinde 6nemli bir azalma olmustur. Bu koyulasmanin ¢ok diisiik
oranda ilave edilen ve siit tozu gibi beyazimsi olan L. plantarum biyokiitlesinden ziyade,
kurutma esnasinda gerceklesen bir takim reaksiyonlardan kaynaklaniyor olabilecegi

diistiniilmektedir.

Cizelge 4.15. Kiiltiirlerin tiretiminde kullanilan kriyojenik koruyucu hammaddelere ait L*, a* ve b* renk

degerlerit
Hammadde L* a* b* AE*
Siit Tozu 96.25+0.04° -3.86+0.042 12.84+0.11° 62.57+0.05°
Asit Kazein 88.72+0.31° -1.55+0.08°¢ 11.26+0.322 54.86+0.31°2
Rennet Kazein 88.65+0.10? -0.85+0.07¢ 11.53+0.10% 54.71+0.112
PAST 96.88+0.06° -3.60+0.05" 12.06+0.15" 63.50+0.56°
DPAST 97.22+0.10°¢ -3.85+0.15% 14.13+0.30¢ 63.54+0.12°¢

T

a-d: Aym satirdaki farkli harfler veriler arasinda istatistiksel fark oldugunu gostermektedir (p<0.05). L*: Parlaklik
renk degeri, a*: Kirmizi-yesil renk degeri, b*: Sari-mavi renk degeri, 4E*:Toplam renk degisimi.



Cizelge 4.16. Farkli kriyojenik koruyucu maddelerle liyofilize edilen L. plantarum kiiltiirlerinin islemden hemen sonra ve depolama siiresince L*, a* ve b* renk degerleriT

Kontrol AK RK P DP
i 86.29+0.16%¢ 78.46+0.67%8 66.66+2.33%A 93.05+0.15"P 88.64+0.70°CP
Baslangi¢ a* -3.0140.04%C -2.04+0.06%° -0.30:£0.08%E -3.37+0.12%8 -3.94+0.24%A
b* 18.50+0.23348 16.97+0.51° 20.75+0.99C 20.14+0.55%8¢ 26.82+0.88%°
L* 87.64+0.03% 81.14+0.922 79.21£0.69" 92.860.74° 87.96+1.10%
30. giin a* -2.49+0.04° -1.58+0.04% -0.60+£0.152 -3.28+0.11% -3.46+0.21%
b* 21.09+0.05" 15.18+0.412 18.25+0.55% 22.37+0.39" 32.79+1.03P
L* 87.79+0.09b¢ 80.12+0.192 78.02+1.10P 90.85+0.30? 85.55+0.202
60. giin a* -2.78+0.17% -1.43+0. 1480 -0.72+0.042 -2.91+0.13% -2.66+0.06"
b* 21.04+0.54° 15.25+0.212 19.49+0.69" 22.33+0.00P 30.55+0.40P
L* 87.54+0.07° 79.01£1.192 78.77+1.28° 90.76+0.022 85.12+0.372
90. giin a* -2.55+0.02° -0.77+0.37¢ -0.66+0.192 -2.98+0.01%¢ -2.36+0.38%
b* 20.76+0.01° 15.04+0.70? 18.81+0.143b¢ 23.70+£0.43° 31.59+0.35°
L* 87.94+0.08¢ 78.98+0.332 78.25+1.55" 90.38+0.252 84.66+0.372
120. giin a* -2.86+0.10% -0.93+0.025¢ -0.50+0.262 -2.64%0.02¢ -2.14+0.012%
b* 20.35+0.40P 15.11%0.162 18.55+0.232° 22.56+0.62° 31.22+1.08°
L* 88.86+0.08¢ 78.91%0.122 79.77+1.70 90.35+0.052 85.01+0.50?
150. giin a* -2.89:0.15% -0.94+0.12 -0.47+0.14? -2.62+0.01¢ -1.80+0.08¢
b* 20.88+0.51° 16.51+0.39% 17.24+0.892 22.910.02° 29.71+0.88%

TOrtalama + standart sapma. a-d: Ayni siitunda ve her bir L*, a* ve b* degerleri i¢in ayr1 ayr1 gosterilen farkli harfler, veriler arasinda istatistiksel fark oldugunu géstermektedir (p < 0.05). A-D:
Ayni satirdaki farkli harfler depolama etkisi olmadan taze kiiltiirler arasinda istatistiksel fark oldugunu gostermektedir (p<0.05). L*: Parlaklik renk degeri, a*: Kirmizi-yesil renk degeri, b*: Sari-
mavi renk deger. AK: Asit kazein ilave elde edilen kiiltiir, RK: Rennet kazein ilave elde edilen kiiltiir, P: PAST ilave elde edilen kiiltiir, DP: DPAST ilave elde edilen kiiltiir.
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Sekil 4.20. Farkli kriyojenik koruyucu maddelerle liyofilize edilen L. plantarum kiiltiirlerinin islemden
hemen sonra ve depolama siiresince L*, a* ve b* renk degerleri
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Kontrol 6rneginin a* degerinin, kazein ve peynir alt1 suyu tozu igeren 6rneklerin
arasinda bir degere sahip oldugu goriilmektedir. Kiiltiirlere ilave edilen kazeinler,
Ozellikle de rennet kazeinin a* degerini yiikselttigi, peynir alt1 suyu tozunun, 6zellikle de
DPAST’ 1 a* degerini diistirdligii belirlenmistir. Kazein ilavesi kiiltiirlerin kirmiziligina,
PAST ve DPAST ilavesi ise yesilligini artirmistir.

Kiiltiirlerin sarilig1 tizerinde etkili olan b* degerlerinin de kiiltiire gore degiskenlik
gosterdigi gozlenmistir. b* degeri en diisiik olan AK 6rnegi iken, en yiiksek olan DP
ornegi olmustur. Sarilig1 yiiksek diger 6rnek ise RK 6rnegidir. Hammadde DPAST 1n,
diger koruyucu maddelere gore yine en yiiksek b* degerine sahip oldugu goriilmektedir.
PAST’in demineralize edilerek ve sprey veya dondurarak kurutma islemlerinin b*
degerinde artisa neden oldugu goriilmektedir.

Kontrol ve RK kiiltiirlerinin depolama ile L* degerlerinde artis goriiliirken, DP
orneginde ise azalma gozlenmistir. AK ve P 6rneklerinin L* degerinde ise herhangi bir
degisim olmamuistir. Depolama boyunca tiim 6rneklerin a* degerlerinde artig goriilmesine
ragmen, RK 6rneginin etkilenmedigi tespit edilmistir. Depolama ile kirmiziliktaki en
belirgin artisa DP 6rneginde rastlanmistir. Orneklerin b* degerlerindeki en belirgin
degisimlere genellikle depolamanin basinda (ilk 30 giin) rastlanmistir. Kontrol, P ve DP
kiltirlerinin b* degerleri yiikselmis, yani sariliklar1 artmistir. Kazein ilave edilen
orneklerde ise ilk 30 giiniin sonunda b* degerlerinin azaldig1 goriilmistiir.

Depolama boyunca Kkiiltiirlerin renk degerlerinde meydana gelen farkliliklarin
daha iyi anlasilabilmesi i¢in liyofilizasyondan hemen sonra 6l¢iilen renk parametrelerinin
depolama isleminden ne 6l¢iide etkilendigi hesaplanmis ve Cizelge 4.17 ve Sekil 4.21°de
sunulmustur. Buna gore, kontrol, P ve DP 6rneklerinin L* degerlerindeki fark (AL*)
ozellikle depolama sonuna dogru artarken, kazein ilave edilen kiiltiirlerde ise degismemis
oldugu goriilmiistiir. Aa* degerlerinin kontrol ve RK kiiltiirlerinde degismedigi, AK ve P
orneginde yavasca arttig1, DP kiiltiirtinde ise ilk depolama periyodunda arttigi sonrasinda
sabit kaldig1 tespit edilmistir. Orneklerin Ab* degerleri tiim depolama siiresinde sabit
kalms, yalnizca RK kiiltiirtinde bir takim farkliliklar olmustur.

Toplam renk degisimini en iyi sekilde ortaya koyan parametre ise AE* degeridir.
Bu deger L*, a* ve b* degerlerindeki degisimlerin toplamini baz alarak hesaplanmakta
ve rengin farklilasmasi konusunda genel bir kaniya ulasmamizi saglamaktadir. Martinez-
Cervera ve ark. (2011), AE* degerinin 3’ten biiyiik olmas1 halinde, renk farkliliklarinin
belirgin olup insan gozii tarafindan algilanabilir oldugunu bildirmislerdir. Buna gore

kontrol 6rnegindeki toplam renk farki 150 giinliik depolama sonunda, P 6rnegi i¢in 60
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giin ve sonrast depolamalarda insan goziiyle fark edilir haldedir. AK 6rneginin AE*
degeri yalnizca 30. glinde 3.25 iken, sonraki depolama siirelerinde 3’{in altinda oldugu
gozlenmistir. RK ve DP orneklerinin tiim depolama siiresinde toplam renk farkinin
oldukca yiiksek oldugu, ozellikle en biiylik farkin RK oOrneginde oldugu agikca
goriilmektedir. RK kiiltiiriiniin toplam renk degisimindeki en biiyiik etkiyi L* degerinde,
daha az oranda da b* degerinde meydana gelen degisim yaratmistir. DP 6rneginde ise
hem AL* hem de Ab* farkliliklarmm etkisi olmustur. Ozellikle depolama basinda b*
degerinde, depolama sonuna dogru L* degerindeki degisim etkili olmustur.

Bazi gida tiirleri (firin iirlinleri, kakao ve kahve) i¢in esmerlesme arzu edilirken,
sterilize siit iiriinlerinde veya kurutulmus siit tirtinlerinde (siit tozu, peynir alt1 suyu tozu)
istenmeyen bir durumdur. Siit ve siit bazli sistemler, sicaklik ve depolama ile
esmerlesmektedir. Renk olusumu hem seker karamelizasyonu hem de Maillard
Reaksiyonu (MR) nedeniyle olabilir. Ancak, seker karamelizasyonunun olusmasi i¢in
yiiksek sicaklik ve ¢ok diisiik veya yliksek pH gereklidir. Siit ve siit {iriinlerinde olusan
kahverengi bilesikler esas olarak MR'nun ileri evresi ile iliskilendirilmektedir (Morales
ve van Boekel, 1998). Cesitli gida isleme ve depolama degiskenleri Maillard reaksiyonu
oranlarini etkilemektedir. Bu degiskenler hammadde bilesimi, {iretim yontemi, isleme ve
depolama sirasinda kullanilan zaman-sicaklik kombinasyonlari, pH, su aktivitesi (aw),
oksijen ve oksidatif metal iyonlarinin varligi, kiikiirt dioksit gibi inhibitérlerin varligi,
fiziksel yap1 (gdzenekli veya mekanik olarak sikistirilmis) ve sekerlerin varlig ile fiziksel
durumu (camsi veya kristalin) olarak siralanabilir (Dattatreya ve Rankin, 2006).

Siitte, enzimatik olmayan esmerlesme, laktozun proteinlerle yogunlagmasiyla
baglamakta ve sonucunda proteine baglanmig kararlt bir Amadori tiriinii olan laktulosil-
lizin olugmaktadir. Yiiksek konsantrasyonda laktoz ve lizince zengin protein igerigi, siit
tirtinlerini bu reaksiyona karsi ¢ok hassas hale getirmektedir. Laktozilasyonun ortaya
ctkmast her zaman esmerlesmeye neden olmamaktadir. Bu reaksiyon esas olarak 1sil
islemle indiiklenmektedir. Bununla birlikte, siit tozunun depolanmasi sirasinda da
laktozilasyonun meydana geldigini gorilmiistiir. Maillard reaksiyonunun hizi, sicaklik,
su aktivitesi, pH, reaktan kaynagi ve konsantrasyonu ile indirgen sekerin tipi ve orani gibi
bircok faktorden etkilenmektedir. Ozellikle, ilerleyen reaksiyonlarin hizi ve depolama
stabilitesi, gidalarin su aktivitesi ile ilgili olmaktadir. Enzimatik olmayan esmerlesme
reaksiyonunun 0.5—0.75 aw araliginda maksimum oldugu bildirilmistir (Pereyra Gonzales
ve ark., 2010).



Cizelge 4.17. Farkli kriyojenik koruyucu maddelerle liyofilize edilen L. plantarum kiiltiirlerinin depolama boyunca renk degerlerindeki degisimler

+

Kontrol AK RK P DP

AL* 1.3540.032 2.68+0.862 12.90+0.69? -0.19+0.74b -0.68+1.10°

30. o Aa* 0.52+0.042 -0.46+0.002 -0.30+0.122 0.10+0.122 0.48+0.282
. gun

8 Ab* 2.58+0.052 -1.78+0.262 -2.73+0.192 2.234+0.428 5.97+1.352

AE* 2.96+0.052 3.2540.85° 13.19+0.712 2.314+0.342 6.07+1.472

AL* 1.50+0.0.09% 1.66+0.192 11.71+£1.102 -2.20+0.302 -3.08+0.20?

60. vi Aa* 0.24+0.172 0.61+0.14% -0.42+0.042 0.46+0.13b¢ 1.28+0.06%
. gun

& Ab* 2.53+0.542 -1.71+0.218 -1.49+0.69° 2.19+0.002 3.74+0.402

AE* 2.97+0.402 2.47+0.24% 11.81+1.182 3.14+0.23% 5.01+0.442

AL* 1.25+0.072 0.55+1.192 12.46+1.28? -2.29+0.022 -3.524+0.372

90. vi Aa* 0.47+0.022 1.27+0.37° -0.35+0.19? 0.39+0.012 1.58+0.38°
. gun

8 Ab* 2.26+0. 012 -1.93+0.702 -2.17+0.14¢% 3.56+0.43? 4.77+0.352

AE* 2.63+0.028 2.544+0.60% 12.65+1.292 4.26+0.37° 6.14+0.58%

AL* 1.65+0.08° 0.51+0.332 11.94+1.552 -2.67+0.252 -3.98+0.372

120, vi Aa* 0.15+0.10? 1.1140.02% -0.20+0.26° 0.73+0.02¢ 1.80+0.12°
. gun

. Ab* 1.85+0.402 -1.86+0.16? -2.43+0.23% 2.43+0.622 4.40+1.082

AE* 2.49+0.362 2.2440.05% 12.19+1.572 3.71+0.23b¢ 6.22+0.972

AL* 2.57+0.08°¢ 0.45+0.122 13.46+1.702 -2.70+0.052 -3.63+0.502

150. vi Aa* 0.12+0.152 1.10£0.12% -0.16+0.142 0.76+0.01¢ 2.14+0.08b
. oun

. Ab* 2.38+0.512 -0.46+0.392 -3.74+0.892 2.78+0.022 2.89+0.882

AE* 3.51+0.402 1.31£0.082 13.97+1.882 3.95+0.02%¢ 5.13+0.892

TOrtalama + standart sapma. a-C: Ayni siitunda ve her bir AL*, 4a*, 4b* ve AE* degerleri i¢in ayr1 ayr1 gosterilen farkli harfler, veriler arasinda istatistiksel fark oldugunu gostermektedir (p <

0.05). AL*: Parlaklik renk degerindeki degisim, 4a*: Kirmizi-yesil renk degerindeki degisim, Ab*: Sari-mavi renk degerindeki degisim, 4E*:Toplam renk degisimi. AK: Asit kazein ilave elde

edilen kiiltiir, RK: Rennet kazein ilave elde edilen kiiltiir, P: PAST ilave elde edilen kiiltiir, DP: DPAST ilave elde edilen kiiltiir.
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Sekil 4.21. Liyofilize L. plantarum kiiltiirlerinin depolama boyunca AL*, 4a*, Ab* ve AE* degerlerindeki degisimlere ait grafikler
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Kazein yiiksek lisin igerigine sahiptir (Southward, 2003b; Chandan, 2006), &yle
ki esansiyel bir amino asit olan lisin 1989 yilinda ilk kez kazeinden izole edilmistir
(Anonim, 2020c). Kazein ilavesinin 6zellikle de rennet kazein ilavesinin liyofilize
kilttirlerdeki L* degerini oldukca fazla diisiirmesinin nedeni kurutma esnasinda
gerceklesmis olabilecek Maillard reaksiyonu olabilir. Protein igeriginin 6zellikle de lizin
iceriginin armasiyla bu reaksiyonu hizlandirmis olabilecegini digiindiirmektedir. Yiiksek
nem igerigine ve su aktivitesine sahip olan kontrol, AK ve RK Kkiiltiirlerinde
koyulasmanin daha fazla goriilmesi, 6rneklerin su i¢eriginin renk degerleri iizerinde etkili
oldugunu gostermektedir. En diisiik nem igerigine sahip olan P 6rneginde L* degerinin
diger 6rneklere gore yiiksek olmasi da, bu diistinceyi desteklemektedir.

Peynir alt1 suyu seffaf ve yesil-sar1 renktedir (Gonzalez-Martinez ve ark., 2002).
Peynir alt1 suyu tozu ise, hafif sarims1 bir renk tonuna sahip, ancak depolama sirasinda
kahverengi bir renge doniisebilen toz bir iirlindiir. Enzimatik olmayan esmerlesmeden
(EOE) sorumlu Maillard reaksiyonunun, PAST’larin depolanmasi sirasinda énemli bir
bozulma mekanizmasi oldugu iyi bilinmektedir (Dattatreya ve Rankin, 2006). Bu
calismadaki PAST ve DPAST ilaveli kiiltiirlerin nispeten daha diisiik a* degerine sahip
olmasiin nedeni, peynir alt1 suyunun yesilimsi tonundan kaynaklaniyor olabilir. Ayn1
zamanda depolama ile artan b* degerleri de yine MR ile ilgili olabilir.

Yapilan bir calismada, dondurarak kurutulmus yogurt Orneginde, islem
sonrasindaki L* degerinin belirgin bir sekilde arttig1 ve a* degerinin belirgin bir sekilde
azaldigi, b* degerinin ise degismedigi bulunmustur. Dondurarak kurutma isleminin hem
diisiik sicaklikta gerceklesmesinin, hem de buzun siiblimleserek suyun uzaklagmasinin,
enzimatik esmerlesme reaksiyonlarini 6nledigini ileri siirmiislerdir (Valentina ve ark.,
2016). Bahsedilen ¢alismada elde edilen yogurt tozlarinin nem igeriginin %1’in altinda

olmasimin da MR’nu engellemis olabilecegi diisiiniilmektedir.

4.6.6. Liyofilize kiiltiirlerin partikiil biiyiikliik ve boyut dagilhimlar:

Pargacik ozelliklerindeki ve saklama kosullarindaki degisiklikler toz iiriinlerin
akiskanligin1 etkilemekte, hatta bazen kiiciik degisikliklerin bile 6nemli etkileri
olabilmektedir (Fitzpatrick ve ark., 2004). Bu nedenle toz iirlinlerin parcacik biiyiikliik
ve boyut dagilimlarini belirlemek, {iriiniin stabilitesinin degerlendirilebilmesi bakimindan

onemlidir. Farkli koruyucularla birlikte liyofilize edilen L. plantarum kiiltiirlerinin
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baglangic partikiil biyiikliik ve boyut dagilimlari Cizelge 4.18 ve Sekil 4.22°de
sunulmustur.

Pargacik boyutu 6lgiimiinde, D32 degeri ylizey alani ortalama ¢apini, D43 degeri
hacim ortalama ¢apin1 ifade etmektedir. Yiizey alani ortalamasi (Sauter Ortalama Capr),
spesifik yilizey alanmin o6nemli oldugu biyoyararlanim, reaktivite, ¢oziinme gibi
durumlarin anlasilmasinda en uygunudur ve boyut dagiliminda ince pargaciklarin
varligina en duyarh 6l¢timdiir. Hacim moment ortalamasi; D43 (De Brouckere Ortalama
Cap1) ise, numune hacminin kiitlesini olusturan pargaciklarin boyutunu yansittigl igin
birgok numune i¢in dnemli olmaktadir. Ayrica boyut dagiliminda, biiyiik partikiillerin
varligina en duyarli 6l¢iimdiir. Pargacik boyut dagilimi i¢in kullanilan en yaygin
yiizdelikler, frekans ve kiimiilatif grafiklerde gosterildigi gibi D1o, Dso ve Dgo'dir. Do,
parcaciklarin %10 unun Dgo ise pargaciklarin %90’ 1mnin boyutunun bu degerin altinda
olmasimi ifade etmektedir. Hacme dayali medyan (Dso) degeri, popiilasyonun %50’sinin
bu noktanin istiinde ve %50’sinin ise bu noktanin altinda oldugu deger olarak
tanimlanmaktadir. Bu ii¢ parametreyi izleyerek, ana pargacik boyutundaki 6nemli
degisikliklerin yani sira, dagilimin u¢ kisimlarinda, ince veya biiyilkk boyutlu
parcaciklarin/aglomeratlarin meydana gelmesinden kaynaklanabilecek degisikliklerin
olup olmadigini da gérmek miimkiin olmaktadir (Anonim, 2015).

Dondurarak  kurutulmus malzemelerin  fiziksel = gOrliinimii  gdzenekli
pandispanyaya benzemektedir ve malzemeyi toz haline getirmek igin bir mikronizasyon
islemi gerekmektedir. Dolayisiyla kiiltiirlerin par¢acik boyutu biiyiik 6l¢iide dondurarak
kurutma sonrasi numunenin mikronizasyonuna ve elle ogiitiilmesine bagli oldugu
bildirilmektedir (Ying ve ark., 2010). Bu ¢alismada kullanilan koruyucu maddelerin
parcacik biiyiiliigiine ve boyut dagilimma etkisi oldugu goriilmektedir. Liyofilizasyon
isleminden sonra ayni 6giitme ortaminda ayni miktarlarda ve aymi siire ile boyutlar
kiiciiltiilen toz kiiltiirlerin partikiil bityiikliiklerinde goriilen bu farkliliklarin kiltiirlerin
bilesimlerinden ve nem igeriklerinden kaynaklanmasi muhtemeldir. Detayl
incelendiginde PAST eklenen kiiltiirlerin ve kazein eklenen kiiltiirlerin kendi aralarinda
parcacik boyutlar1 birbirine benzerlik gostermektedir. P ve DP kiiltiirlerinin biiyiikliik ve
boyut dagilimlar arasinda fark gozlenmezken (p>0.05) diger kiiltiirlerin birbirinden
farkli boyut ve dagilimda oldugu goriilmektedir (p<0.05). En biiylik pargacik boyutu ve
en diisiik tniformluk kazein ilave edilen 6rneklerde (AK ve RK), en kiigiik pargacik
boyutu ve en yiiksek tiniformluk ise PAST ilave edilen (P ve DP) kiiltiirlerde 6l¢tilmiistiir.
Orneklerin nem igerigiyle partikiil boyutlarmin da paralellik gosterdigi sdylenebilir. En
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yiiksek nem igerigine sahip olan AK kiiltiiriiniin, yine en yiiksek parcacik boyutuna sahip
oldugu goriilmektedir. Bunu sirasiyla RK, kontrol ve peynir alt1 suyu tozu ilaveli kiltiirler
takip etmektedir. Fitzpatrick ve ark. (2004), tozlarin sahip oldugu nem igeriginin
genellikle tozun akiskanligr {izerinde onemli bir etkiye sahip oldugunu, artan nem
icerigiyle birlikte toz partikiilleri arasinda olusan sivi kopriilerin ve kilcal kuvvetlerin
artmasi nedeniyle akiskanligin azalmasina neden oldugunu bildirmislerdir. Bdylece bu
durum tozlarda keklesme problemlerine de yol agmaktadir. Bu nedenle toz iiriinlerin nem
miktar1 arttikca bir arada durma egilimleri arttigindan, bu calismada elde edilen
kiiltiirlerin partikiil boyutu Slgiimlerinde yiiksek sonuglar elde edildigi diigiiniilmiistir.
Ayrica kilcallardaki su miktariin artmasi, ¢giitiiciiniin uyguladig1 basincin azalmasina
ve dolayisiyla daha kiigiik pargalara ayiramamasina neden olmus olabilir. Kuru tiriinlerin
daha etkili olarak Ogiitiilmesi ise bigaklar tarafindan uygulanan mekanik stresin {iriin
tarafindan absorbe edilememesinden kaynaklandigi tahmin edilmektedir. Nem igeriginin
yant sira olusan giiclii kazein yapilarinin esit silirelerde uygulanan 6gilitme iglemiyle
yeterince par¢alanamamis olmasi da kazein ilaveli orneklerin daha biiyiik pargacik
boyutuna sahip olmasinin bir diger nedeni olabilir. Ayrica, 6rneklerin pargacik boyutunun
artmasiyla tiniformlugun da azaldigi goriilmektedir. Bu da etkin bir 6gilitme igleminin
gerceklesmediginin bir gostergesidir.

Partikiil biiyiikliigii toz iiriinlerin akiskanlig: iizerinde biiytik bir etkiye sahiptir.
Bir tozun parcacik biiyiikliigii yaklasik 200 um civarindadir ve bu boyutun altina diistiikce
akiskanlik kotiilestigi bildirilmistir. Daha kiiciik parcacik boyutunda akiskanliktaki bu
azalmanin nedeni, birim toz kiitlesi bagmna artan yiizey alamdir. Ozellikle kohezif
kuvvetler ve akisa direnen siirtiinme kuvvetleri i¢in daha fazla yiizey alani olugmasi
akigkanligr azaltmaktadir (Fitzpatrick ve ark., 2004). Bu noktada yiizey alan1 ortalama
capt olan D32 dikkate alinirsa, en uygun parcacik boyutuna kontrol drneginin sahip

oldugu soylenebilir.



Cizelge 4.18. Farkli koruyucularla birlikte liyofilize edilen L. plantarum kiiltiirlerinin partikiil biiyiikliik ve boyut daglhmlarlT

[DEP) D43 D1o Dso Dgo Uniformluk

Kontrol 82.4+8.8P 343.1+9.6° 54.9+6.5" 276.5+16.1° 742.6+8.3° 0.783+0.043°¢
AK 355.3+6.1¢ 565.7+5.7¢ 284.3+5.1¢ 557.2+7.5¢ 877.3+5.7¢ 0.3314+0.0042
RK 316.3+16.2¢ 451.847.7° 200.7+4.8° 415.3+8.9¢ 768.5+10.0° 0.42140.007°

P 13.4+0.42 38.6+3.6 5.4+0.52 26.1+1.12 87.4+3.82 0.990+0.087¢
DP 13.840.5% 41.7+1.32 6.0+0.12 24.1+1.22 96.1+4.52 1.227+0.023¢

TOrtalama + standart sapma. a-d: Ayni satirdaki farkli harfler veriler arasinda istatistiksel fark oldugunu gostermektedir (p<0.05). AK: Asit kazein ilave elde edilen kiiltiir, RK: Rennet kazein
ilave elde edilen kiiltiir, P: PAST ilave elde edilen kiiltiir, DP: DPAST ilave elde edilen kiiltiir.
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Kontrol 6rneginin depolama boyunca partikiil biiytikliik ve dagilimlari incelenmis
ve sonuglar Cizelge 4.19°da verilmistir. Bu sonuglara gore depolama ile D32 degerinin
belirgin bir bigimde arttig1 goriilmektedir. Da3 sonuglarindaki degisimler ise D32 kadar
diizenli ve belirgin olmamistir. Depolama siiresince kontrol 6rneginin partikiil boyut
dagilimindaki degisimler Sekil 4.23’deki grafikte goriilmektedir. Buna gore,
baslangigtaki Dgo degeri ilk depolama periyodunda azalmis ancak kalan depolama
siiresince de istatistiksel olarak degismemistir (p>0.05). D1o degerinin ise depolamanin
30 ve 120. giinlerinde belirgin olarak arttig1 goriilmektedir (p<0.05). Dso degeri, pargacik
boyutu dagilimlarinda en anlamli ve anlasilmasi kolay istatistiklerden biri olarak
bilinmektedir. Kontrol numunesinin Dsg sonuglarinin depolamanin basinda bir miktar
artti@l, ancak 90. giinden sonra degismedigi goriilmektedir. Ayrica depolama ile
tiniformlugunun azalmasi da s6z konusu olmustur.

Koruyucu madde olarak asit kazein kullanilan kiiltlirlere ait partikiil boyut ve
dagilim sonuglart Cizelge 4.20 ve Sekil 4.24’te verilmistir. Buna gore AK kiiltiir{iniin,
90. ve 150. giinlerde D3> degerlerinin belirgin sekilde azaldigi, Da3 degerlerinin ise
depolama baslangicinda artip, sonrasinda sabit kaldig1 gézlenmistir. Bu durum, depolama
esnasinda taneciklerin morfolojik olarak degismis olabilecegini diisiindiirmektedir.
Hacme bagli parcacik dagilimlarinda Dsp Ve Dgg sonuglarinin depolamanin basinda arttigi
ve depolama siiresince de sabit kaldig1 goriilmiistiir. D10 ve tliniformluk ise depolama
stiresince degiskenlik gdstermistir.

RK 6rneginin depolama boyunca partikiil boyut ve dagilimlarindaki degisimler
Cizelge 4.21 ve Sekil 4.25’te sunulmustur. 120 giinliik depolama siiresince partikiil
biiytikligiiniin arttigi, hem D3> hem de Das3 sonuglarindan anlagilmaktadir. Ancak 150.
giinde partikiil boyutunun yeniden azaldigi tespit edilmistir. Boyut dagilimlarindaki
degisim, Dso Ve Dgo sonuglarinda benzerlik géstermis ve 30. ve 60. giinlerdeki belirgin
bir artistan sonra depolama sonuna kadar degismemistir. D10 degerinin ise depolama
baslangicinda oldukga yiikseldigi sonrasinda kismen azaldigi gozlenmistir. Tozlarin

tiniformlugu baslangicta daha yiiksekken depolama ile azalmustir.



Cizelge 4.19. Depolama siiresince kontrol liyofilize L. plantarum kiiltiiriine ait partikiil biiyiikliik ve boyut dagilimlari

+

D32 Das D1o Dso Do Uniformluk

Baslangi¢ 82.4+8.82 343.149.6 54.9+6.5° 276.5+16.12 742.6+8.3 0.783+0.053¢
30.giin 125.4+4.6° 339.1£9.92 69.0+1.6° 281.3+10.3% 710.3£20.82 0.712+0.016°
60.giin 116.6+5.6° 343.4+9.1%® 66.0+2.4° 292.8+10.9b¢ 709.5+18.92 0.686+0.021°
90.giin 116.0£6.7° 347.1£8.5% 66.1£2.7° 299.4+11.0° 714.0+15.62 0.674+0.011°
120.giin 150.143.64 350.5+3.7° 82.8+1.5° 300.7+4.6° 705.7+8.22 0.641+0.0082
150.giin 168.0+4.5¢ 348.8+5.1%® 83.94+2.4° 301.1+£5.8° 696.3+11.52 0.629+0.0128

T Ortalama + standart sapma. a-d: Ayni satirdaki farkli harfler veriler arasinda istatistiksel fark oldugunu gostermektedir (p<0.05). AK: Asit kazein ilave elde edilen kiiltiir, RK: Rennet
kazein ilave elde edilen kiiltiir, P: PAST ilave elde edilen kiiltiir, DP: DPAST ilave elde edilen kiiltiir.
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Cizelge 4.20. Depolama siiresince AK kiiltiiriine ait partikiil biiyiikliik ve boyut daglhmlarfr

DLY) D43 D1o Dso Doo Uniformluk

Baslangic 355.3+6.1° 565.7+5.7° 284.3+5.12 557.2+7.52 877.3+5.72 0.331+0.004¢
30.giin 356.2£11.0° 596.7+4.3° 338.3+6.5¢ 582.8+4.8° 890.3+2.9° 0.294+0.0042
60.giin 356.3£8.5¢ 583.2+5.8P 300.3£6.6 577.6£6.8° 892.9+4.8° 0.320+0.004%¢
90.giin 325.5£15.7° 586.7+7.1%¢ 313.9+8.0¢ 579.6£8.9° 892.7+5.2° 0.313+0.006°
120.giin 313.9+12.1° 584.9+8.9" 305.4+15.7% 577.7+9.5" 892.7+6.5° 0.316+0.010
150.giin 270.7£11.62 583.2+5.0° 293.8+11.2%® 580.05.3" 896.0+3.0° 0.323+0.006%

T Ortalama + standart sapma. a-d: Ayni satirdaki farkli harfler veriler arasinda istatistiksel fark oldugunu gostermektedir (p<0.05). AK: Asit kazein ilave elde edilen kiiltiir, RK: Rennet kazein
ilave elde edilen kiiltiir, P: PAST ilave elde edilen kiiltiir, DP: DPAST ilave elde edilen kiiltiir.
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Cizelge 4.21. Depolama siiresince RK Kkiiltiiriine ait partikiil biiytiklik ve boyut daglhmlanT

D32 Das Do Dso Dgo Uniformluk

Baslangic 316.3+16.22 451.8+7.72 200.7+4.82 415.3+8.92 768.5+10.0, 0.421+0.007,
30.giin 348.7£12.3b 518.2+7.9° 262.2+7.3¢ 493.2+9.5° 827.0£7.5p 0.354+0.006,
60.giin 352.1+14.9° 535.4+5.7% 256.9+6.0° 517.8+7.2¢ 851.5+4.8, 0.357+0.0054p
90.giin 401.7+4.8¢ 534.0+7.5 253.2£5.4b¢ 515.8+9.5¢ 850.7+6.0, 0.358+0.0064,
120.giin 424.1£10.0¢ 540.1+9.2¢ 258.7+12.6° 522.4+10.7° 854.8+5.3; 0.352+0.011,
150.giin 405.0+8.7% 527.4+7.2% 241.7+6.8° 508.3+9.2¢ 847.1+4.5, 0.366+0.007y

TOrtalama + standart sapma. a-d: Ayni satirdaki farkl harfler veriler arasinda istatistiksel fark oldugunu gostermektedir (p<0.05). AK: Asit kazein ilave elde edilen kiiltiir, RK: Rennet kazein
ilave elde edilen kiiltiir, P: PAST ilave elde edilen kiiltiir, DP: DPAST ilave elde edilen kiiltiir.
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PAST ilave edilen kiiltiiriin depolama boyunca partikiil boyut ve dagilimlarindaki
degisimler Cizelge 4.22 ve Sekil 4.26’te goriilmektedir. P drneginin 120 giin boyunca
D32 ve Dags partikiil biiytlikliikk degerlerinin giderek arttigi ve benzer sekilde Dio, Dso ve
Dgo boyut dagilimlarinda bir artis oldugu goriilmiistiir. Hatta uniformlugun da kismen
diizelmesi s6z konusu olmustur. Ancak RK kiiltiriinde de oldugu gibi, 150. giinde
partikiil boyutunda belirgin bir azalma oldugu fark edilmistir (p<0.05).

DP kiiltiiriiniin partikiil biiylikliik ve boyut dagilimi depolama siiresince artis
gostermistir. Buna ait sonuglar Cizelge 4.23 ve Sekil 4.27°da sunulmustur. DP 6rnegine
ait tiim partikiil boyut sonuclarinin depolama ile arttig1 goriilmektedir. Tlging olarak, 30
giinliik depolama ile oldukga artan toz tiniformlugu, 120. giin ve sonrasinda ¢ok ciddi bir
azalma gostererek eski formuna geri donmiistiir.

Genel olarak bu ¢aligmada toz kiiltiirlerin depolama ile partikiil boyutlarinin arttig
tespit edilmistir. Kailasapathy (2002), mikrokapsiilleme i¢in kullanilan ekipmanlarin,
biiyiilk miktarlarda tiniform boyutlu mikro veya nano kapsiil iiretemedigi, endiistriyel
uygulamalar i¢cin biiylik miktarlarda hassas ve homojen mikro veya nano kapsiiller
tiretebilecek ekipmanlarin tasarlanmasi ve gelistirilmesi gerektigini ifade etmistir.

Dondurarak kurutulmus ticari Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) nin, peynir
alt1 suyu proteini ve direngli nisasta ile stabilize edilmis emiilsiyon bazli bir formiilasyon
ile kapsiillenerek hem spreyle hem de dondurarak tekrar kurutuldugu bir ¢calismada sprey
kurutma ile dondurarak kurutma islemine gore daha kiigiik parcacik boyutuna sahip
kiiltiirler elde edilmistir. Daha kiigiik toz pargacik boyutu ve dolayisiyla daha biiyiik
ylizey alanm1 nedeniyle, depolama sirasinda spreyle kurutulmus tozlarin depolama

esnasinda daha yiiksek oranda su arbsopsiyonuna neden oldugu sonucuna varilmistir

(Ying ve ark., 2010).



Cizelge 4.22. Depolama siiresince P kiiltiiriine ait partikiil biiytikliik ve boyut daglhmlarlT

D32 D43 D1o Dso Dgo Uniformluk

Baslangic 13.4+0.4 38.6+3.6° 5.4+0.52 26.1+1.12 87.4+3.82 0.990+0.0872°
30.giin 27.242.3P 63.4£10.6° 13.5£1.0° 45.7+4.8° 112.1£18.3%® 0.826+0.1272
60.giin 30.2+1.1° 75.5+7.6 15.0+0.5° 51.9+2.0 134.3+7.8b° 0.902+0.135%®
90.giin 36.7£0.9° 106.8+3.7¢ 18.2+0.4¢ 65.242.4° 197.8+10.0¢ 1.096+0.086°
120.giin 47.6£2.7¢ 130.6+3.4¢ 23.6+1.3¢ 80.4+7.2¢ 292.0+11.4¢ 1.083+0.132°
150.giin 41.5+1.5¢ 90.7+5.8¢ 21.3+0.7¢ 66.1+3.0° 156.4+11.5¢ 0.796+0.075%

TOrtalama + standart sapma. a-e: Ayni satirdaki farkl harfler veriler arasinda istatistiksel fark oldugunu gostermektedir (p<0.05). AK: Asit kazein ilave elde edilen kiiltiir, RK: Rennet kazein ilave
elde edilen kiiltiir, P: PAST ilave elde edilen kiiltiir, DP: DPAST ilave elde edilen kiiltiir.
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Cizelge 4.23. Depolama siiresince DP kiiltiiriine ait partikiil biiyiikliik ve boyut dagilimlari

¥

DLY) Das Dio Dso Dgo Uniformluk

Baslangic 13.840.5% 41.7+1.32 6.0+0.12 24.1+1.22 96.1+4.5% 1.22740.0232
30.giin 25.3+0.8" 106.5+3.5° 11.1£0.2° 44.240.2% 299.5+7.8° 1.909+0.086°
60.giin 34.143.6° 155.4+16.4° 14.7+1.2¢ 68.6+14.0 455.9+33.6° 1.839+0.219°
90.giin 37.8+£2.0° 178.8+13.5% 16.2£0.6° 78.8+£10.2° 526.5+31.2% 1.828+0.142°
120.giin 50.9+4.0¢ 193.4+15.8¢ 21.5+1.6¢ 116.8+19.3¢ 487.3+27.4¢ 1.132+0.149°
150.giin 65.5+3.5° 274.3+13.7¢ 26.6x1.4° 197.7+19.0¢ 654.8+24.4° 1.002+0.0862

TOrtalama + standart sapma. a-e: Ayni satirdaki farkl harfler veriler arasinda istatistiksel fark oldugunu gostermektedir (p<0.05). AK: Asit kazein ilave elde edilen kiiltiir, RK: Rennet kazein ilave

elde edilen kiiltiir, P: PAST ilave elde edilen kiiltiir, DP: DPAST ilave elde edilen kiiltiir.

Hacimsel yogunluk (%)

O P, N W b O1r OO

o
H

—e—Baslangig —e—30.giin —e—60.giin

10

DP

Boyut (um)

100

1000

90.glin —e—120.glin —*— 150.giin

Sekil 4.27. Depolama siiresince DP kiiltiiriine ait partikiil biiytiklik ve boyut dagilimi egrileri

10000

44}



123

Picot ve Lacroix (2003) dondurarak kurutulmus Bifidobacterium breve R070,
Bifidobacterium longum R023 ve L. acidophilus R335 kiiltiirlerinde bir spiral jet
degirmeni kullanarak yapilan mikronizasyon isleminin kiltiirlerin canlilig1 tizerindeki
etkilerini arastirmislardir. Ogiitme i¢in uygulanan hava basincinin artmasiyla toz partikiil
boyutunun kii¢lildiglinii, ancak bununla birlikte mikroorganizmalarin canlilifin da
azaldigin bildirmislerdir.

Benzer sekilde Lactobacillus paracasei ssp. paracasei F19’un yagsiz siit
matrisinde spreyle kurutuldugu baska bir ¢alismada, elde edilen toz parcacik boyutu ile
bakterilerin canli kalma oraninin oldukga yiiksek korelasyon gosterdigi bildirilmistir
(Wiirth ve ark., 2018). Ayni sekilde Deveci (2004) de, bir bakteri popiilasyonunun
canliligindaki kayip orani ve derecesinin, partikiil biiyiikliigliniin kritik bir incelige

diisiiriilmesiyle arttigini bildirmislerdir.

4.6.7. Liyofilize kiiltiirlerin SEM gériintiileri

Parcacik morfolojisinin ve partikiil boyutunun, toz gidalarin yigin yogunlugu,
akigkanlik, sikistirma, rehidrasyon ve ¢oziintirliik gibi gesitli teknolojik 6zelliklerinden
birgogunu etkiledigi bilinmektedir (Dias ve ark., 2018). Sekil 4.28’de, kontrol ve dort ayri
koruyucu madde ilave edilmis L. plantarum Kkiiltiirlerine ait SEM mikrograflart
verilmistir. Elde edilen goriintiilerden, kullanilan koruyucularin, kiiltiirlerin morfolojisi
tizerinde biiyiik bir etkisi oldugu goriilmektedir.

Dondurarak kurutulmus tozlarin morfolojisi, oldukca gozenekli bir yiizeye sahip
kek benzeri bir yap1 gostermektedir. G6zenekli yapi, dondurarak kurutma islemindeki
dondurma asamasinda buz kristallerinin olusumu ve daha sonra siiblimlesmesinin bir
sonucu olarak olugmaktadir. Bu yapi, genellikle toz halindeki tirtine iyi bir rehidrasyon
davranig1 kazandirmaktadir (Anandharamakrishnan ve ark., 2010; Dolly ve ark., 2011).
Ayrica dondurarak kurutma sonrasinda, toz haline getirebilmek amaciyla numunenin

ogiitiilerek mikronize edilmesi gerekmektedir (Ying ve ark., 2010).
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Sekil 4.28. Farkli koruyucularla birlikte liyofilize edilen L. plantarum kiiltiirlerinin SEM goriintileri
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Bu ¢alismada da 6giitme islemi gergeklestirilmis olup, bu islemin hem pargacik
boyutunda hem de tozlarin morfolojisinde etkili olmasi beklenmektedir. Buna gore,
dondurarak kurutulmus tozlarin morfolojisinin, genel olarak diizensiz sekil ve boyutlarda,
gozenekli, stingerimsi bir yapi sergiledigi goriilmektedir. Koruyucu ilavesi ile daha
gozenekli bir toz yapisinin olustugu sdylenebilir. Kontrol 6rneginin daha diizgiin bir
yiizeye sahipken diger kiiltlirlerin girintili ¢ikintili bir ylizeye sahip oldugu gortilmiistiir.
Koruyucu igeren tiim orneklerde, 6zellikle de kazein ilaveli tozlarda belirgin bir sekilde
koseli parcaciklar/kiriklarin varligi s6z konusudur.

Dondurarak kurutulmus yiizeyler iizerinde, diisiik kurutma sicakligi1 ve tiretimde
kullanilan farkli duvar malzemelerinin kaplama olusturabilme karakterizasyonu ile
iliskili olarak ¢ukurluk gibi yiizey diizensizlikleri olusmaktadir. Ayrica toz materyalin dis
yiizey bilesimi, ¢oziiniirliik, akiskanlik ve yapiskanlik gibi 6zellikleri etkileyebilmektedir
(Wiirth ve ark., 2018).

SEM mikrograflarinda, kontrol 6rneginin morfolojisinin diger kiiltiirlere goére
oldukga farkli oldugu agik¢a goriilmektedir. Kontrol Kkiiltiiriiniin farkli biiyiitme
oranlarindaki toz morfolojisi Sekil 4.29°de gosterilmektedir. Yiiksek hidratli sistemlerde
buz kristallerinin yaklasik 1 um olarak ol¢iildiigini; buz Kkristallerinin, tamamen
donduruldugunda, ¢oziinmeyen (tuzlar, laktoz vb.) ve parcacik halindeki (kazein miselleri
vb.) bilesenlerle cevrili sekilde ¢ok piiriizsiiz alanlar olarak goériindiigiinii ve buz fazinin
uzaklagmasi ile ii¢ boyutlu petek benzeri bir ag goriintlisiiniin olustugunu tespit
etmislerdir (Buchheim, 1982). Dolayisiyla baslangigta sahip olunan daha diisiik kati
konsantrasyonu, liyofilizasyon sirasinda daha fazla su uzaklasmasina vesile olacagindan,
daha g6zenekli bir iriin olusmasi beklenmektedir (Rogers ve ark., 2008).

Bu calismada kontrol 6rneginin sahip oldugu daha diizgiin ylizey, yetersiz
dondurmadan kaynaklanmis olabilir. Kuru maddesinin diger kiiltiirlere gére daha diisiik
olmasi, ayni silirede uygulanan dondurma isleminin yetersiz gelmis olabilecegini
diistindiirmektedir. Ayrica, dondurarak kurutma asamasinda bir miktar erime meydana
gelmesi de miimkiin olabilmektedir (Rogers ve ark., 2008). Ayni zamanda kontrol
orneginde liyofilizasyon igleminin yarattig1 canlilik kaybinin minimum seviyede olmasi,
donmanin tamamen ger¢eklesememesiyle olusan daha az sayidaki buz kristallerinin
bakteri hiicrelerinde daha az tahribata sebebiyet vermesinden kaynaklaniyor olabilir.
Ancak bu diizgiin yiizeyli yapinin depolama sirasinda canliligin korunmasinda etkili
olmadigi, piriizli yilizeye sahip olan diger kiiltiirlerin canliligi daha iyi korudugu

gorilmiistiir.
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SU1510 15.0kV 7.6mm x10.0k SE | 5.00um

Sekil 4.29. Kontrol kiiltiiriine ait SEM goriintiileri
(A:100X, B:1000X, C:5000X, D:10000X biiyiitme oranlarinda)

Kazein igeren kiiltiirlerin toz morfolojilerini gosteren SEM goriintiileri Sekil
4.30°de verilmistir. AK ve RK kiiltiirlerinin toz yapilarinin birbirine olduk¢a benzemekte
oldugu ancak RK 0Orneginin yiizeyinde daha fazla ve kiiciik boyutta kirik yapilarin
olustugu goriinmektedir. RK kiiltiiriiniin daha siirekli bir yapida oldugu, yiizeyinde
bulunan kii¢iik parcaciklarin daha siki bir sekilde birbirine bagli oldugu veya tutundugu
goriinmektedir. AK kiiltiiriinde ise pargaciklarin daha serbest ve iri taneli oldugu fark
edilmistir. RK kiiltiiriiniin sahip oldugu bu form, liyofilizasyon islemi sirasinda meydana
gelen bakteri canliligi kaybinin nedenlerinden biri olabilir. Cok sayida ve sikisik
gozeneklerden olusan bu sert ve keskin hatli yap1 hiicre tahribatina yol agmis olabilir. AK
ornegindeki pargaciklarin iri boyutta olmasi ve altindaki piirlizsiiz yap1 sayesinde bakteri
canliligin1 korudugu diisiintilebilir. Koruyucu maddelerin depolama esnasinda canliligi
korumadaki yiiksek performansi ise olusturduklart bu yapilarin dayanikliligindan ve

madde/su migrasyonunu minimize etmesinden kaynaklanmis olabilir.
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Onceki ¢alismalarda, yagsiz siit gibi protein igeren sistemler, sprey dondurma ya
da emiilsiyon dondurma teknigi ile hazirlandiginda kazein misellerinin sistemin ara
yiizeyine birikme egilimi gosterdigi ve adsorbe edildigi tespit edilmistir. Ayrica rennetle
pihtilasmis kazein misellerinde, sulu ve sulu olmayan ortamlarda bariz olarak donma
kirilmas1 goriildiigii bildirilmektedir. Sulu bir ortamda kazein agregatlari her zaman
capraz olarak kirilirken, dioksan gibi sulu olmayan bir ortamda bu agregatlarin agirlikli
olarak yiizeyde kirildigi bulunmustur. Yagsiz siitteki kazein misellerinin, bazen donma
kirilmasindan sonra giiglii plastik deformasyonlar gosterdigi, siit serum fazinin ise
herhangi bir kontaminasyonun veya siiblimasyonun olmadiginda piiriizsiiz goriinecegini
ifade etmiglerdir (Buchheim, 1982). Bu bilgiler, bu c¢alismadaki kazein igeren
orneklerdeki kirik yapilar1 agiklamaktadir. Ozellikle rennet kazein ilavesinin bu yapi
olusumunu belirginlestirdigi de agikga goriilmektedir. Proteinlerin kuru formadayken
(kurutulmus siitte veya kurutulmus protein konsantrelerinde) kirilma 6zellikleri ve ince
yapist hidratlanmis durumdakilere benzemekle birlikte, farkli sekillerde kurutulmus siit
iriinlerindeki globiiler peynir alt1 suyu protein parcaciklarinin ve rastgele sarmal kazein
parcaciklarinin yapisal boyutlarinda belirgin farkliliklar bulunmustur (Buchheim, 1982).
Buna gore, bu tez ¢alismasinda elde edilen kiiltiirlerin peynir alt1 suyu ve kazein protein
iceriklerinin degisiklik gostermesi, morfolojik farkliliklarin olusmasini saglamis olabilir.

Peynir alt1 suyu tozu ilavesinin toz kiiltiirlerin yiizey morfolojisini oldukg¢a
etkiledigi goriilmektedir. P ve DP orneklerine ait SEM goriintileri Sekil 4.31’da
verilmistir. P kiiltlir tozunun yilizeyinde daha g¢ok c¢okeltilerin, DP kiiltiiriinde ise
yiikseltilerin olustugu gorilmistiir. Genel itibari ile kazein ilave edilen kiiltiirlerden
ziyade daha ¢ok kontrol 6rnegine benzerlik gosterdikleri, ancak daha fazla kirik yap1
olusumu goziikmektedir. Kirtk yapilar ayn1 zamanda kazein ilave edilen kiiltiirlerin
morfolojisini andirmaktadir. Baslangigtaki kuru madde igerigi ve seker miktarinin fazla
olmast bu yapilarin farklilasmasina neden olmus olabilir. Kontrol o6rnegine gore
gozenekli olan bu yapilarin, kazein ilaveli kiiltiirlerde oldugu gibi, depolama sirasindaki
canlilig1 korumada olumlu etkisinin oldugu diistintilmektedir.

Rajam ve ark. (2012), denature edilmis ve edilmemis peynir alt1 suyu protein
izolatlarmin sodyum alginatla birlikte dondurarak kurutmuslardir. Elde ettikleri
mikrokapstillerin, buz kristallerinin siiblimasyonu nedeniyle olduk¢a goézenekli ve
stingerimsi bir yapiya sahip olduklarini, ayrica L. plantarum hiicrelerinin denature edilmis
peynir alt1 suyu protein izolatt + sodyum alginat jel ag1 tarafindan tamamen sarilmis

oldugunu goérmiislerdir.
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Dondurarak kurumus toz iiriinler, diizensiz sekiller ve yiizeyler gosterirken,
spreyle dondurarak kurumus tozlar ise yiizeyde ince gozencklere sahip ve neredeyse
kiiresel partikiiller olarak goriinmektedir. Ayrica, dondurarak kurutma asamasinda
¢okmeye maruz kalan peynir alti suyu proteinleri bir¢ok kirik parcacik olusumuna
sebebiyet vermektedir (Dolly ve ark., 2011).

Haque ve Roos (2006) piiskiirtiilerek kurutulmus amorf laktoz ve laktoz/protein
karisimlariin SEM goriintiilerinde genellikle kiiresel formda goriindiiklerini, dondurarak
kurumus laktoz ve laktoz/protein karigimlarinin ise kirtk cam pargalarina benzedigini
ifade etmislerdir. Ayn1 zamanda dondurarak kurumus laktozun kristal yapisinin, igne

veya ¢ubuk benzeri yapilara sahip oldugunu gézlemislerdir.

4.6.8. Liyofilize kiiltiirlerin termal davranislar

Kurutma kosullarina gore, ana siit bilesenleri Maillard reaksiyonu, protein
denatiirasyonu, protein agregasyonu, protein-yag etkilesimleri ve protein-karbonhidrat
baglanmasi gibi kimyasal degisimlere veya laktoz kristalizasyonu, yapigskanlik, ¢okelme
ve aroma retansiyonu gibi fiziksel degisimlere neden olabilmektedir. Bu degisikliklerin
niteligi ve kapsamu, siit tozunun kompozisyonu, isleme ve saklama kosullar1 gibi bir¢ok
degiskene bagl olabilmektedir (Pugliese ve ark., 2016).

Siit tozunun termal oOzellikleri, yag ve laktoz igeriginden Onemli olglide
etkilenmektedir (Rahman ve ark., 2012; Lapcik ve ark., 2015). Siitiin ¢ok bilesenli bir
karisim olmasi nedeniyle, termal davranisini kompleks bilesenlere baglamak, sinerjistik
etkilerin de hesaba katilmasi gerektiginden, miimkiin olamamaktadir (Lapc¢ik ve ark.,
2015). Farkli kriyojenik koruyucu igeren L. plantarum kiltiirlerine ait TGA ve DSC
grafikleri sirasiyla Sekil 4.32 ve 4.33’de verilmistir. TGA ve DSC grafiklerine bakilarak,
kullanilan koruyucu maddelerin kiiltiirlerin termal stabilitesi lizerine belirgin etkileri
oldugu acgikga gortilmektedir.

Nem, protein, yag, mineral ve laktik asit gibi diger bilesenlerin varligi, siit
tozlarmin su absorpsiyonu, camsi gecis sicakligi ve kristalizasyonu dahil fizikokimyasal
davraniglarini biiyiik 6l¢iide etkileyebilmektedir. Bir karbonhidratin cam gecis sicaklig,
molekiiler agirhigr ile ters orantili olmaktadir. Siit tozundaki ana bilesen olan laktoz,
nispeten yliksek bir cams1 gecis sicakligina (Tg: 97—116°C) sahiptir (Shrestha ve ark.,
2007). Yagsiz siit tozlarmin camsi gegis sicakliginin, plastiklestirici gérevi géren su

miktarindan etkilendigi bilinmektedir. Orneklerin nem igeriginin artmasiyla camsi gegis
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sicakliginin azalmasi beklenmektedir. Ozmen ve Langrish (2002), %1.65 ve %4.52 nem
icerigine sahip siit tozlarinin camsi gegis sicakliklarini sirasiyla 87.7°C ve 46.7°C olarak
bulmuslardir. Benzer sekilde Jouppila ve Roos (1994) dondurarak kurutma ile elde
ettikleri yagsiz siit tozunun ¢esitli nem igeriklerindeki desikatorlerde depolanmasi
sonucunda nem igeriginin artmasiyla camsi gecis sicakliginin azaldigimni bulmuglardir.
Literatiirden edinilen bilgiler 1s181inda, bu ¢aligmada elde edilen kiiltiirlerin nem igeriginin
fazla olmasi, camsi gegis sicaklarinin DSC ile yapilan taramada kullanilan baglangic
sicakliginin altinda olabilecegini gostermektedir. Bu nedenle elde edilen grafiklerde
cams!1 geg¢is sicakligl gdriinmemektedir.

Cams1 durum stabilite i¢in 6nemli olmasina ragmen, su ve kati bilesenler
arasindaki spesifik etkilesimler, cesitli su aktivitelerindeki bozulma kinetigini farkli
sekillerde etkileyebileceginden, kimyasal ve biyolojik stabilitenin tek belirleyicisi
olmamaktadir. Su aktivitesinin arttirtlmasi camsi gecis sicakligini disiiriirken ayni
formiilasyon ile karsilastirildiginda kuru durumdaki probiyotiklerin inaktivasyonunu da
arttirmaktadir. Bununla birlikte, inaktivasyon hizi, probiyotiklerin tutuklandigi matris
bilesenlerine daha fazla bagh olmaktadir. Laktoz, trehaloz ve laktoz-trehaloz (1:1) seker
matrislerinde dondurarak kurutulmus Lactobacillus rhamnosus GG hiicrelerinde en
yiiksek canlilik matrisler camsi haldeyken bulunmustur. Fakat depolama sirasinda
kurutulmus probiyotik bakterilerin canliligindaki kaybin 6nlenmesi i¢in camsi halin
slirdiiriilmesi tek basina yeterli olamamaktadir. Camsi haldeki bir laktoz matrisinde
dondurarak kurutulmus Lactobacillus acidophilus i¢in, camsi olmayan sakaroz matrisine
gore daha yiiksek derecede inaktivasyon gézlenmistir. Diisiik su aktivitesinde indirgen
sekerler i¢eren matrislerde meydana gelen esmerlesme reaksiyonlari, kuru formdaki
Lactobacillus acidophilus'un canliligindaki kayip ile iliskilendirilmistir (Hoobin ve ark.,
2013).
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Laktoz kristalizasyonu ve Maillard reaksiyonu, isleme ve depolama sirasinda siit
ve peynir alt1 suyu tozlarinda meydana gelen iki temel degisikliktir. (Pugliese ve ark.,
2016). Pek ¢ok kurutma kosulunda, kristallesmenin ger¢eklesmesi igin yeterli zaman
olmadigindan, kurutulmus iirtiniin 6nemli bir miktar1 amorf durumda kalir. Kurutma
hizina bagl olarak, elde edilen kurutulmus {iriin bir miktar kristalli malzeme de igerebilir.
Ancak bu, miinferit bilesenlerin isleme kosullari, bilesimi ve 6zelliginden etkilenecektir
(Bhandari ve Howes, 1999). Yagsiz siit tozu lretiminde kullanilan spreyle kurutma
islemi, suyun hizli bir sekilde uzaklastirilmasi nedeniyle laktozun kristallesmesine izin
vermez. Suyun uzaklagmasi ile laktoz, dogrudan ¢oziinmiis halden kat1 benzeri, amorf bir
camsi yapiya doniismektedir (Schuck ve ark., 2005). Liyofilize siit tozu liretiminde ise bu
durum degisiklik gosterebilmektedir. Ozellikle kurutma siiresinin uzamasi ile amorf
haldeki laktozun tamami ya da tamamia yakini kristal yapiya doniisebilmektedir
(Biliaderis ve ark., 2002).

Amorf laktozun sabit bir sicaklikta kristallesmesi, depolama sirasinda bagil neme
ve su icerigine baglidir. Camsi laktoz metastabildir ve nem absorpsiyonuna egilimlidir,
nem kazanmasi ise plastiklesmeyle sonuglanmaktadir. Plastiklesme ise, laktozun yeniden
kristal haline diizenlenmesine neden olan molekiiler mobiliteyi arttirmaktadir. Suyun
plastiklesmesi ve camsi gecis sicakliginin (Tg) depolama sicakliginin altina diismesi
sonucunda kristallenmenin meydana geldigi one siiriilmiistiir. Depolama sicakliginin
Tg'den yiiksek olmasi ile molekiiler mobilitenin ve diflizyonun artmasiyla kristallesme
meydana gelebilmektedir. Laktoz kristalizasyonu, keklesme, c¢oziniirlik kaybi,
enzimatik olmayan esmerlesme, lizin kayb1 ve lipit oksidasyon gibi bir¢ok bozulma
reaksiyonunu hizlandirmakta ve kurutulmus siit {irlinlerinin depolama stabilitesini ve
kalitesini 6nemli dl¢ilide azaltmaktadir (Jouppila ve Roos, 1994; Jouppila ve ark., 1997).

Kurutma igleminden 6nceki siit konsantrasyonunun, laktoz doygunluguna ve
cekirdek olusumuna neden oldugu ileri siiriilmiistiir, bu da siit tozlarindaki laktozun
kristallesme davranisini etkilemektedir. Bununla birlikte, siit tozlarindaki laktoz
kristallesmesinin 24°C'de bagil nemin %37in iizerinde oldugu depolama kosullarinda
meydana geldigini dogrulanmistir. Bu sonug, kristallesmenin kurutma yonteminden
bagimsiz olarak laktozun camsi gegisi ile kontrol edildigini gostermektedir (Jouppila ve
ark., 1997).

Siit tozlarindaki laktozun kristallesmesinin, tuzlar gibi laktoz olmayan maddelerin
miktarindan ve dogasindan etkilenmesi s6z konusudur. Siit, yaklasik ortalama 158.5

mmol/L oraninda inorganik ve organik tuz icermektedir. Kristallesmenin molekiiler
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diizeyde laktoz/tuz etkilesimlerinden etkilendigi goriilmiistiir. Dondurarak kurutulmus
laktoz ve laktoz/tuz karigimlarinda, kristalizasyon esas olarak laktozun fiziksel durumu
tarafindan yonetilmektedir. Kristalizasyon islemi genellikle safsizliklarin varligi ile
geciktirilmektedir. Eser miktardaki safsizliklar veya ¢ok yiiksek tuz konsantrasyonunun
laktoz kristal olusumu tizerinde geciktirici bir etkisi olmaktadir (EImonsef Omar ve Roos,
2007).

Camsi1 gecisin  Maillard reaksiyonu gibi diflizyon kontrolli kimyasal
reaksiyonlarin kinetigini etkiledigi bulunmustur. Bir sistemin camsi1 geg¢is sicakliginin
(Tg) altindaki yiiksek viskozitesi, sinirli molekiiler mobilite ve bunun sonucu olarak
reaksiyon hizinin geciktirilmesiyle iligkilendirilmistir. Ancak suyun plastiklesmesi,
laktozun amorf durumdan kristal haline déniismesine yol acabilen molekiiler mobiliteyi
arttirmaktadir. Kapali sistemlerde, laktoz kristalizasyonu ile amorf laktozdan suyun
salinmasi, aw'de bir artisa neden olmakta ve enzimatik olmayan esmerlesme gibi bozucu
degisiklikleri hizlandirmaktadir. Kristallesme, artan bagil nem ve 1sil islem ile
artmaktadir (Pereyra Gonzales ve ark., 2010). Bu ¢alismada elde edilen kiiltiirlerdeki
laktozun baglangigta bir kismi1 amorf durumda olsa bile, depolama siiresince tamaminin
kristallesecegi diistiniilebilir. Ayn1 zamanda yiiksek nem igerigine sahip olmalar1 da bu
sireci hizlandirmis olacaktir.

Bir ¢aligmada ayni su aktivite araliinda laktoz/peynir alt1 suyu protein tozlarinda,
laktoz/kazein tozlarina kiyasla daha ge¢ laktoz kristalizasyonu gozlenmistir (Foster ve
ark., 2005). Bagka bir ¢alismada da ayni nem igerigine sahip dondurarak kurutulmus
laktoz ve laktoz/protein karigimlarimin camsi gecis ve kristalizasyon sicakliklarinin
puskiirtiilerek kurutulmus laktoz ve laktoz/protein karisimlarindan biraz yiiksek oldugu,
ancak dondurarak kurutulan laktoz/Na-kazeinat ve laktoz/jelatin karigimlarinin ise
kristalizasyon sicakliklarmin piiskiirtiilerek kurutulanlardan diisiik oldugunu bildirmistir
(Haque ve Roos, 2006). Literatiir géz Oniine alinarak, kazeinle zenginlestirilen toz L.
plantarum kiiltiirlerinin, kristallesme siirecinin diger kiiltiirlere oranla daha erken
basladig1 tahmin edilmektedir.

Cizelge 4.24°te kiiltiirlerin nem igerikleri ve TGA sirasinda bu nemi kaybettikleri
sicaklik degerleri verilmistir. Kiiltiirlerin DSC egrileri, icerdikleri serbest su tamamen
uzaklagsana kadar endotermik bolgede kalmigtir, serbest suyun uzaklastigi bu

sicakliklardan sonra ise ekzsotermik bir yiikselis gostermistir.
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Cizelge 4. 24. Liyofilize kiiltiirlerin rubutet igerikleri ve TGA sirasinda bu nem igerigini tamamen
kaybettigi sicaklik degerleri

Nem icerigi Sicaklik (°C)
Kontrol 16.14 213
AK 34.41 317
RK 21.03 292
P 5.80 174
DP 8.06 172

AK: Asit kazein ilave elde edilen kiiltiir, RK: Rennet kazein ilave elde edilen kiiltiir, P: PAST ilave elde
edilen kiiltiir, DP: DPAST ilave elde edilen kiiltiir.

Kiiltiirlerin Sekil 4.32°de goriilen TGA egrilerindeki azalma, 3 veya 4 bdlgeye
ayrilarak incelenmistir. Yalnizca konrol 6rneginde 3 farkli e§imde gbzlemlenen kiitle
kaybu, diger orneklerin tiimiinde 4 bolgede goriilmiistiir. i1k iki bolgedeki azalma biiyiik
oranda sistemdeki suyun kaybina baglanabilir. 2. kisimdaki kiitle kaybinin artigina diisiik
nem kosullart altindaki Maillard reaksiyonu sirasinda meydana gelen su kayb1 eklenmis
olabilir.

Susuz bir sistemde, kimyasal reaksiyonlarin meydana gelmesi sinirli molekiiler
hareketlilige ve reaktanlarin (laktoz ve amino gruplari) yakinligina bagl olmaktadir
(Burin ve ark., 2000). Siitiin yiiksek laktoz igerigi ve lizin agisindan zengin protein
konsantrasyonu, siitii ve 6zellikle ara su aktivitesine sahip siit {irlinlerini termal olarak
indiiklenen enzimatik olmayan esmerlesmeye karsi hassas hale getirmektedir. Siit
iirlinlerinde gerceklesen bu Maillard reaksiyonlari, isleme sirasinda 1sitma ve orta ila
yiiksek sicaklikta uzun stireli tutuma ile indiiklenmektedir. Esmerlesme reaksiyonlarinin
depolama sirasinda siit tozlarinda ana degisikliklere neden oldugu bilinmektedir
(Thomsen ve ark., 2005).

Daha yiiksek protein igerikli sistemlerde, reaksiyon derecesinin belirlenmesinde
su kaybinin esmerlesme gelisiminden daha hassas olabilecegi belirtilmistir (Burin ve ark.,
2000). Bir ¢alismada peynir alt1 suyu tozunda Maillard reaksiyonunu en yiiksek oranda
0.44 kritik su aktivitesinde gerceklestigini ve burada, amorf laktozun serbest suyunun
kristallenmeye baslamasi sonucunda esmerlesme reaksiyonu icin reaktanlar1 harekete
gecirdigini bildirilmistir (Saltmarch ve ark., 1981; Bhandari ve Howes, 1999).

Yaklasik 200°C civarinda baslayan 3. bolgede laktozun kristal kafesinden de
suyun ayrilmasi, laktozun erimesi sonucunda termotahribatinin baglamasi ile kiitle kayb1

gorildiigli distiniilmektedir. 4 boélgedeki azalma, baslangigta laktoz ve proteinlerin
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dekompozisyonu ile gelismekte ve genellikle karbonlu materyalin yok olmasina atfedilen
(Cardoso ve ark., 2011) daha yavas kiitle kaybr ile devam etmektedir.

Yagsiz siit tozlarinin DSC profillerinin saf protein konsantrelerine kiyasla daha
bliyiik karmasiklik gosterdigi, bunun nedeninin ise, muhtemelen diger ekzotermik
reaksiyonlar ile ortlismesi olarak agiklanmistir. Ayni1 zamanda, karisik sistemlerde camsi
gecisin genis olabilecegi ve bunu DSC ile saptamanin giiglestigi bildirilmektedir. Ayrica,
sekerlerin proteinler tizerindeki bilinen plastiklestirici etkisi nedeniyle laktozun,
proteinlerin camsi geg¢isinde azalmaya ve diisiik sicakliklarda goriilebilen diger bazi
gegislerle ortiismeye neden olabilmektedir (Pugliese ve ark., 2016).

Kiiltiirlerin kimyasal iceriklerini ve meydana gelen kimyasal degisiklikleri daha
isabetli olarak tahmin etmek ve yorumlayabilmek i¢cin DSC ve TGA sonuglarin birlikte
ele almak en dogru yaklasim olacaktir. Kiiltiirlerin DSC egrilerinde belirgin olarak 3
endotermik, 1 ekzotermik pik gozlendigi soylenebilir. Yaklasik 100°C dolaylarinda
gerceklesen ilk endotermik pikin, peptit, polipeptit ve globulin peptitleri gibi spesifik siit
proteinlerinin denatiirasyonu oldugu tahmin edilmektedir. Genellikle, peynir alt1 suyu
proteinlerinin (a-laktalbumin, b-laktoglobulin) denatiirasyonunun, toz iriiniin 6zelligine
ve tretimde kullanilan igsleme bagli olarak 50—90°C arasinda bir sicaklik bolgesinde
meydana gelmesi beklenmektedir (Pugliese ve ark., 2016).

150°C etrafindaki 2. pik ise biiylik ihtimalle su buhar1 desorpsiyonundan
kaynaklanmaktadir (Ostrowska-Ligeza ve ark., 2012). Bu termal olayin bir kiitle kayb1
ile birlesmesi, termogravimetrik analizlerle de dogrulanmistir. Ayn1 zamanda yine bu
sicakliklarda endotermik bir reaksiyon olan kazein denatiirasyonunun da gergeklesmis
olabilecegi ancak piklerin ortiistiigii tahmin edilmektedir. Kazeinin, 100°C’de 12 saatte,
130°C’de 1 saatte veya 150°C’de 3 dakikada koagiile oldugu bilinmektedir (Macej ve
ark., 2002).

150-200°C arasinda Maillard reaksiyonuna ait bir ekzotermik pik olabilecegi
ancak bunun diger pikler arasinda kalarak baskilanmis olabilecegi diistiniilmektedir.
200°C civarindaki 3. endotermik pik, laktozun kristal kafesine bagli hidrasyon suyunun
ayrilmasi ve laktozun erimeye baglamasini gosterdigi tahmin edilmektedir. Clinkii bu
sicakliklardan sonra tamamen susuz hale gelen materyal artik kristalizasyon suyunu da
kaybederek bozunmaya baslayacaktir. DSC analizlerinde saf kristalin a-laktoz
monohidrattan su ayrilmasi tek bir ayr1 asamada 97—165°C de olurken, amorf laktozdan
ise 5-135°Cde devamli bir dehidrasyon ile olmaktadir. ilk pik daha diisiik sicaklikta

gortliir ve gevsek bagh suyu temsil eder. Bu genelde amorf haldeki protein veya laktoz
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tarafindan baglanan sudur. Kristal suyunun ise saf laktoza daha siki bir sekilde baglandig,
sadece daha yiiksek sicaklikta salindig1 ve desorpsiyonunun daha fazla enerji gerektirdigi
bildirilmistir (Berlin ve ark., 1971). a-laktose monohidrat %5 oraninda kristal suyu
icermektedir ve erime noktas1 202°C’dir, susuz formdaki B-laktozun erime noktasi ise
252°C olarak bildirilmektedir (Shendurse ve Khedkar, 2016). Brittain ve ark. (1991),
susuz laktozun DSC termogrami esas olarak 235°C civarindaki erime endoterminden
olustugu, bu erime olgusuna bilesigin ayrismasinin da eslik ettigini bildirmislerdir.
Gombas ve ark. (2002), %100 kristalin formdaki laktozun DSC diyagramlarinda kristal
suyunun ayrilmasini 144°C’de, o ve B-formundaki laktozun erimesini sirasiyla 213 ve
224°C’de gozlemlemislerdir.

Son olarak 200—250°C’nin (AK; 325°C) iizerinde DSC egrilerinin ekzotermik
bolgeye yiikseldigi, bunun da bu yiiksek sicakliklardan itibaren kimyasal bozunmalarin
baslamasmin ve polimer omurgasinin dekompoze olmasinin neden oldugu yoniinde
tahmin yuriitilmektedir.

Farkl1 kriyojenik madde ilavesi farkli TGA ve DSC egrileri ile sonuglanmigtir. Bu
nedenle Sekil 4.34—38da kiiltiirler tek tek ele alinmig, TGA ve DSC egrileri bir arada
incelenerek termal davraniglar detaylandirmistir.

Kontrol kiiltiiriiniin termogravimetrik analiz sirasinda isitilmasiyla kiitle kaybi
50°C’den itibaren baglamistir ve yaklasik 192°C’ye kadar sabit bir egimde devam
etmistir. Bu bolgede gerceklesen yaklasik %11 oranindaki kiitle kaybina neden olacak en
bliylik etmen, 6rnek i¢cindeki suyun desorpsiyonudur. Cizelge 4.24°ten de goriilebilecegi
gibi, ornek igerisindeki serbest suyun miktar1 yaklasik %16, bu suyun tamamen
uzaklastig1 sicaklik ise 213°C’dir. Daha sonra 192—-240°C arasinda %12 civarinda
oldukca hizli bir kiitle kayb1 olusarak, ornekteki toplam kiitle kayb1 %23’lere ulagmustir.
2. bolgedeki bu 6nemli azalma, drnek iginde kalan serbest suyun uzaklagsmasi, diisiik nem
kosullar1 altindaki Maillard reaksiyonu sirasinda meydana gelen su kaybi ve ayni
zamanda laktoz kristal suyunun da uzaklasmasi nedeniyle hizl1 bir kiitle kayb1 gézlenmis
olabilir. Yaklasik 240°C’den itibaren baslayan tiglincii bolgede ise laktozun erimesi ve
protein ve sekerlerin dekompozisyona bagl olarak olusan kiitle kayiplar1 oldugu tahmin

edilmektedir.
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Sekil 4.34. Kontrol kiiltiiriine ait TGA ve DSC egrileri

DSC termograminda 50—130°C aralarinda baslayan protein ve peptidlerin
denatiirasyonu 100°C’de maksimum noktaya ulasmistir. Bu sicakliklarda muhtemelen
laktoalblimin ve laktoglobiilinlerin denatiirasyonu s6z konusudur. Sicakligin artmasiyla
152°C’de maksimuma ulasan endotermik pikin ornekten ayrilan serbest su kaynakli
oldugu disiiniilmektedir. Ayn1 zamanda bu sicakliklarda kazeinin termal
denatiirasyonunun gergeklesebilecegi de unutulmamalidir. Bu endotermik pikten sonra
ekzo yone dogru ylikselen 1s1 akisi, yeniden azalarak endotermik duruma ge¢mektedir.
Bu aralikta olugsmasi beklenen ekzotermik Maillard reaksiyonunun, diger endotermik
piklerle ortiiserek bu sekilde goriildiigli tahmin edilmektedir. 192°C’de gergeklesen 3
endotermik reaksiyon i¢in kristal haldeki laktoz molekiiliinden hidrat suyunun ayrildig:
ve bunun sonucunda da erimeye basladigi diistiniilmektedir. 230°C ve sonrasinda

ekzotermik davranan kontrol 6rneginde bozunma reaksiyonlarinin basladig: sdylenebilir.
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Cizelge 4.25. Kontrol kiiltiiriiniin DSC ve TGA Termogramlari

DSC TGA
Pik Sicaklik araligt Maksimum Bblee Sicaklik aralig Toplam Kiitle
0) pik (°C) ¢ °0) Kaybi (%)
1. endotermik 50-130 100 1 50-192 11
2. endotermik 130-175 152
2 192-240 23
3. endotermik 180-210 192
4, ekzotermik 210-400 230 3 240-400 58
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Sekil 4.35. AK kiiltiiriine ait TGA ve DSC egrileri

AK kiiltiirtinlin TGA termogramindan da goriildiigii gibi, 100°C’ye kadar olan
%38’lik kiitle kaybi, 2. ve 3. bolgelere gore nispeten hizli gergeklesmistir ve muhtemelen
ornegin nemini kaybetmesinden kaynaklanmaktadir. DSC egrisinde 107°C de
maksimuma ulasan protein denaturasyonu da bu aralikta baglamistir. 2. ve 3. bolgelerde
yaklasik %10’ ar kiitle kayiplar1 goriilmiistiir ve sicaklik 300°C’ye ulasana kadar toplam
kiitle kayb1 %28 olmustur. Bu bdlgelerdeki meydana gelen kiitledeki azalmanin en biiyiik
sorumlusu drnekteki serbest sudur. AK 6rneginin yiiksek su igerigi ve kazein ag yapisinin
bu suyu sikica tutmasi nedeniyle, biinyesindeki suyun tamaminin daha yiiksek
sicakliklara ulasilarak uzaklastirilabilmis oldugu tahmin edilmektedir. Cizelge 4.24°ten

bu sicakligin 314°C oldugu goriilmektedir. 154 ve 210°C’lerde 2 endotermik pik
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gozlemlenmis ve bunlarin diger drneklerle benzer sicakliklarda oldugu goriilmistiir.
Ancak kazein ilave edilen kiiltiirlerde dekompozisyon sicakliginin oldukca yiiksek
oldugu tespit edilmistir. AK orneginin 326°C’den itibaren ekzotermik pargalanma
reaksiyonlar1 hiz kazanmistir. Bu yiiksek dekompozisyon sicakliginin, kiiltiiriin kazein
protein icerigindeki artistan kaynaklaniyor olmasi muhtemeldir. Bagka bir ¢alismada
kiitle kayb1 ve sicaklik egrisi kullanilarak, kazeinin minimum ve maksimum reaksiyona
karsilik gelen baslangi¢ ve yar1 yikimini gosteren termal indeksleri sirastyla Toss = 125°C
ve Tyso= 355°C olarak tespit edilmistir (Purevsuren ve Davaajav, 2001). Bu ¢alisma bize
gostermektedir ki kazeinin tamamen pargalanmasi i¢in ¢ok daha yiiksek sicakliklar veya
stireler gerektirmektedir. Dolayisiyla kazein miktariin fazlalagmast ile kiiltiirlerin

dekompoze oldugu sicakliklarin yiikselmesi beklenebilir.

Cizelge 4.26. AK kiiltiiriiniin DSC ve TGA Termogramlari

DSC TGA
Pik Slcakéikca)lrah 81 M{(i())(.cg)lk Bolge Slcakiiléa)lrahgl T(I?;;g: g/l:;le
1. endotermik 55-140 107 1 55-100 8
2. endotermik 140-210 154 2 100—195 18
3. endotermik 200-220 210 3 195-300 28
4. ekzotermik 300—400 326 4 300—-400 61

RK kiiltiiriinde kiitle kayb1 55°C’de belirgin olarak baslamis ve 150°C’ye kadar
yalnizca %8 oraninda bir kiitle azalmasi gozlenmistir. 150—200°C araligindaki 2. bolgede
kismen hizlanan kiitle kayb1 %5 olmustur. 300°Cye kadar toplam kiitle kayb1 %23 iken
400°C’de en yiiksek hiza ¢ikmis ve %56’ya ulasmistir. Cizelge 4.24°den 6rnegin serbest
suyunun tamamini yaklasik 292°Cde kaybettigi 6zetlenmisti. Dolayisiyla ilk 3 bolgede
kaybedilen kiitlenin biiyiik oranda 6rnegin nem igerigi oldugu tahmin edilmektedir. Bu
aradaki %2’lik kiitle kaybin1 olusturan fark ise benzer sekilde Maillard reaksiyonu ve
laktoz kristalinden su ayrilmasi olarak yorumlanabilir. AK 6rneginde oldugu gibi kiitlenin
en hizli azaldig1 yer 300°C’den itibaren baglayan 4. bolge olmustur

RK kiiltiirtintin DSC egrisi AK ile benzerlik gostermektedir. Maksimum 101°Cde
gerceklesen protein denaturasyonunu, 152°C’de gozlemlenen su desorpsiyonu ve kazein
denatiirasyonu, 207°C’de de laktoz kristalinden su ayrilmasit ve kristalin erimeye

baslamasi olaylar1 takip etmistir. Termal dekompozisyonu ise yaklasik 335°C’den
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itibaren gozlenmeye baslamis, ancak bu ekzotermik yiikselis diger kiiltiirlerde goriindiigii

gibi keskin bir sekilde degil, daha yavas olarak artis gdstermistir.
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Sekil 4.36. RK kiiltiiriine ait TGA ve DSC egrileri

Pugliese ve ark. (2016), siit proteinlerinde peynir alti suyu proteinlerinin

eszamanl agilma (unfolding) reaksiyonlar1 (endotermik) ve agilan kiiresel peynir alti

suyu proteinleri ile kazeinler arasindaki etkilesimler (ekzotermik) ayni sicaklik araliginda

iist iiste binebilecegini bildirmektedir.

Cizelge 4.27. RK kiiltiiriiniin DSC ve TGA Termogramlari

DSC TGA
Pik Slcakzlkca)lrah 81 Mzzli(.cg)lk Bolge Slcakllkcz)lrall 81 T;)(pa:;E: E;:;le
1. endotermik 60-134 101 1 60—-150 8
2. endotermik 145-168 152 2 150-200 13
3. endotermik 200-215 207 3 200-300 23
4. ekzotermik 335-400 - 4 300—400 56
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Sekil 4.37. P kiiltiiriine ait TGA ve DSC egrileri

P ve DP orneklerinin hem TGA hem de DSC grafiklerinin birbirine ¢ok yakin
oldugu goriilmektedir. Tespit edilen kiiciik farkliliklarin, orneklerin mineral
igeriklerindeki degisimden veya deneysel hata kaynakli oldugu sdylenebilir. Bu
kiiltiirlerde yaklagik 145—150°C’ye kadar %2—3 oraninda oldukca az bir kiitle kayb1
oldugu goriilmektedir. Bunun sebebi, 6rneklerin sahip oldugu diigiikk nem igerigi olabilir.
Ornekler Cizelge 4.24’te goriildiigii gibi 172—174°C’de nemini tamamen kaybetmistir.
Dolayisiyla 2. bolgede nispeten hizlanan kiitle kaybinin biiyiik oranda serbest suyun
desorpsiyonu oldugu rahatlikla s6ylenebilir. Daha sonrasindaki P kiiltiirii i¢in 200—240°C
ve DP icin ise 195—225°C sicaklik araliklarinda onemli bir kiitle kayb1 yaganmis ve
reaksiyon ¢ok hizli seyretmistir. Bu bolgede muhtemelen Maillard reaksiyonu nedeniyle
olusan su kaybindan, laktoz igeriginin fazla olmasindan dolayi ayrilan laktoz kristal
suyunun daha yliksek oranda olmasindan ve belki de laktozun kismen dekompoze olmaya
baslamasindan kaynaklanan bir kiitle kayb1 gerceklesmis olabilir. Kiiltiirlerdeki organik
bilesenlerin dekompozisyona bagli kiitle kaybinin 240 ve 225°C’den sonra gozlenmistir
ve bu reaksiyonlarin kontrol kiiltiiriine benzer sicaklikta baglamasi da dikkat cekmektedir.

P ve DP o6rneklerinin DSC analizinde laktoalbumin, laktoglobiilin ve cesitli

peptidlerin denatiirasyonunu gosteren ilk endotermik pik sirasiyla 138 ve 145°C’lerde
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goriilmiistiir. Sekerlerin proteinlerin termal denatiirasyonunu etkiledigi ve termal
stabilitesini arttirdig1 pek ¢ok arastirmaci tarafindan bildirilmistir (Back ve ark., 1979;
Bernal ve Jelen, 1985; Oshima ve Kinoshita, 2013). Bu bilgi 1s1ginda, PAST ve DPAST
ilavesinin laktoz sekeri igerigini artirmasindan dolayr denatiirasyonun geciktigi
diistiniilmektedir. Bunun disinda diger endotermik ve ekzotermik piklerin yaklasik olarak
tiim kiiltiirlerde benzer oldugu goriilmektedir. Yukarida diger kiiltiirler i¢cin bahsedilen

kimyasal degisimlerin, bu kiiltiirlerde de olustugu diisiiniilebilir.

Cizelge 4.28. P kiiltiiriiniin DSC ve TGA Termogramlari

DSC TGA
. Sicaklik aralig Max. pik i Sicaklik aralig Toplam Kiitle
Pik °C) C) Bolge (°C) Kayb1 (%)
1. endotermik 125-145 138 1 55-145 2
2. endotermik 145-170 156 2 145-200 10
3. endotermik 190220 206 3 200-240 39
4, ekzotermik 220—-250 234 4 240-400 55
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Sekil 4.38. DP kiiltiiriine ait TGA ve DSC egrileri
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Cizelge 4.29. DP kiiltiiriiniin DSC ve TGA Termogramlar1

DSC TGA
Pik Slcakzikc:;lrah 81 M?())(.C;)Ik Bolge Slcakiilg)lrah 81 Tcl)é);;gi g/:;le
1. endotermik 120-150 145 1 55-130 3
2. endotermik 150-170 156 2 130-195 12
3. endotermik 170-215 201 3 195-225 33
4. ekzotermik 215-250 228 4 225-400 55

Kapal1 ambalajlarda ve y1gin depolamada amorf laktozun kristalizasyonu, su
aktivitesinde bir artisa ve esmerlesme reaksiyonlart ve oksidasyon gibi en belirgin
bozulma belirtilerinin hizlanmasina neden olmaktadir (Roos, 2002). Bu calismada
iretilen kiiltiir 6rneklerinde depolama sirasinda meydana gelen aw’deki artisa ve renk
degerlerindeki degisime laktoz kristalizasyonunun da etkisi oldugu sdylenebilir.

Bir calismada, camsi veya camsi olmayan laktoz matrisine gomiilmiis
mikroorganizmalarin farkli sicaklik ve nem ortamlarindaki stabilitesi arastirilmistir. Su
aktivitesi ve sicakhigm, dondurarak kurutulmus bakterilerin inaktivasyon oranlari
tizerindeki etkilerinin, cam gecis teorisi ile tam olarak agiklanamayacagi sonucuna
varilmistir. Bununla birlikte, cams1 haldeki inaktivasyon oranlarinin daha diisiik oldugu,
cams1 olmayan durumda da mikroorganizmalarin inaktivasyonunun sicaklik ve su
aktivitesinden biiyiik 6lgiide etkilendigi bulunmustur. Mikroorganizmalar gibi karmagsik
biyolojik sistemlerin depolanmasi sirasinda bir dizi farkli inaktivasyon mekanizmasi
ortaya ¢ikmaktadir ve bunlarin bakterileri camsi bir matrise gdommek suretiyle tamamen

onlenemeyecegini bildirmislerdir (Higl ve ark., 2007).
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonuclar

Bu calismada farkli firinlardan toplanan ve laboratuvarda iiretilen dogal olarak
fermente edilmis eksi hamurlarin baz1 kimyasal ve fiziksel 6zellikleri ile LAB sayilari
belirlenmistir. Bu hamurlardan izole edilen L. plantarum bakterisinin biiyiime kinetigi,
biyokiitle ozellikleri ve hamur olusturma yetenegi incelenmis ve bu bakterinin farkli
kriyoprotektan iceren yagsiz siit ortaminda liyofilize edilerek toz kiiltiirleri elde
edilmistir. Kriyoprotektan amaciyla yagsiz siit ortamina %35 oraninda asit kazein, rennet
kazein, PAST ve DPAST ilave edilen kiiltiirler 5 ay boyunca +4°C’de vakumlu ve 151k
gecirmeyen ambalajlarda depolanmistir. Baslangigta ve depolama boyunca, bu koruyucu
maddelerin elde edilen kiiltiirlerin canlilik oranina ve bazi kimyasal ve biyokimyasal
ozelliklerine etkileri arastirilmistir. Calisma sonucunda elde edilen 6nemli sonuglar
asagida Ozetlenmistir.

Piyasadan alinan ve rafine ve tam bugday unuyla geleneksel yontemle iiretilen
eksi hamurlarin TTA degerleri 4.87-25.7 mL NaOH arasinda bulunmustur ve buna gore
igerdikleri laktik asit miktarlart ise 4.4—22.7 mL olarak hesaplanmistir. Eksi hamur
orneklerinin pH degerlerinin 3.43-5.49 arasinda degistigi goriilmistiir. Hamurlarin
asitlik ve pH’sina, iiretim yontemi ve sartlari, kullanilan unun kiil miktar1 ve ihtiva ettigi
LAB tiir ve sayisi gibi faktorler dogrudan etki etmektedir. Eksi hamurlarin L*, a* ve b*
renk degerlerinin sirasiyla 63.04 ila 81.48, -0.69 ila 5.82 ve 13.64 ila 20.26 arasinda
oldugu belirlenmistir. Bu sonuglara gore, eksi hamurlarin sarilik 6zelliklerinin baskin
oldugu; tiretiminde kullanilan kepek ve tam bugday ununun kirmizihigr artirdigs ve L*
degerlerini diisiirdiigii goriilmektedir. Genel olarak bugday ununun ve kepeginin sahip
oldugu polifenol ve karotenoid gibi renk maddelerinin, formiilasyona bagli olarak
hamurlarin renginde farklilik yaratabilmektedir. Eksi hamurlardaki su aktivitesi (aw)
degerinin en yiiksek 0.947, en disiik 0.885 oldugu, nem igeriginin de %41.28 ila %53.50
arasinda farklilik gosterdigi bulunmustur. Hamur verimi 200 olacak sekilde laboratuvarda
tiretilen eksi hamurlarin, ortalama %53.28 ile en yiiksek Su igerigine sahip oldugu
gorilmistiir. Eksi hamurlarin toplam laktik asit bakterisi sayis1 en diisiik 5.52, en yiiksek
ise 9.45 log kob/g olarak belirlenmistir. 9 farkli eksi hamur 6rneginin yaklasik 8.0 log
kob/g ve tizerinde LAB icerdigi tespit edilmistir. Eksi hamurun, sahip oldugu dogal

mikrofloranin farklilik gostermesi nedeniyle, genellikle degiskenlik gosteren bir iiriin
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oldugu bilinmektedir. Eksi hamurlardaki bu farkliliklar, neticede nihai iiriinii ve kalitesini
de etkilemektedir. Bu ¢calismada eksi hamurlarin hammadde bilesimine Ve oranina, tiretim
kosullarina, fermantasyon siire ve sicakligina, i¢erdigi LAB tiirlerine ve sayisina gore
degisiklik gosterdigi tespit edilmistir.

Tiim eksi hamur 6rneklerinde sayimi yapilan LAB’nden morfolojik olarak farkli
goriiniime sahip olan toplamda 79 LAB kolonisi igerisinden 47 koloninin Gram pozitif,
katalaz negatif veya basil seklinde oldugu belirlenmistir. Se¢ilen bu koloniler yeterince
saflagtirildiktan sonra ODeoo degerleri Olclilmiistiir. Daha sonra DNA’lar1 ekstrakte
edilerek RAPD-PCR ile ¢ogaltilmis ve 16S rRNA gen sekans analizi yaptirilarak
bakteriyel tanimlamasi gergeklestirilmistir. ODgoo degeri en diisiik 0.304, en yiiksek 2.574
olarak okunmustur. 44 koloninin ODesgo degerinin >1.0, 12 koloninin ise >2.0 oldugu
tespit edilmistir. ODgoo 6l¢lim sonuglarina gore, izole edilen suslarin biiyiik bir cogunlugu
oldukca yiiksek canlilik ve tireme kabiliyeti gostermistir. 16S rRNA gen sekanslama
sonuglarina gore L. plantarum oldugu tespit edilen suslar arasindan en yiiksek hiicre
sayisina sahip olan ve en yiiksek ODgoo degeri veren sus segilerek, hem biiylime kinetigi
ve biyokiitle 6zellikleri aragtirilmis, hem de dondurarak kurutma prosesinde kullanilarak
toz kiltiirleri elde edilmistir.

MRS sivi besiyerinde 37°C’de 28 saat boyunca takip edilen L. plantarum
gelisimini; yaklasik 3—4 saatlik bir lag (gecikme) fazi, ardindan 18 saat siiren
eksponansiyel (logaritmik) faz ve daha sonra da 4 saat siiren duragan (stasyoner) faz takip
etmistir. Bakteri spesifik biiyiime h1z1 pmax 0.551 sa™* olarak, ikilenme (jenerasyon) siiresi
ise 1.26 sa (~76 dk) olarak hesaplanmistir. L. plantarum’un yaklasik 10 sa siiren toplam
logaritmik faz siiresi boyunca 8 jenerasyon olusturdugu ve duragan faza ulastiginda
bakteri sayisindaki maksimum artisin 2.9 logio kob/mL oldugu gorilmiistiir. 24—28
saatlik inkiibasyon sonunda L. plantarum tarafindan {iretilen toplam biyokiitle ortalama
9.19 g/L olarak belirlenmistir. Buna gore, 20 saatlik kiiltivasyon i¢in biyokiitle iiretkenligi
() 0.460 g/L-sa olarak, yalnizca logaritmik biliyiime fazindaki maksimum o6zgiil
tiretkenlik ise 1.080 g/L-sa olarak hesaplanmistir. Mikroorganizmalarin logaritmik
biiylime hizlari, besin konsantrasyonu, pH, sicaklik, substrat konsantrasyonu ve hiicreler
tarafindan iiretilen metabolitler gibi faktorlere bagli olmasindan 6tiirt, sartlarin degismesi
ile farklilik gosterecektir. L. plantarum igin elde edilen bu sonuglar, standart bir MRS
ortaminda elde edilmis olup, kiiltivasyon sartlarinda yapilacak degisikler ile planlanacak

yeni ¢aligsmalarda farkli kinetik modellerin olusturulmasi icin referans olabilecektir.



148

L. plantarum biyokiitle D3 (ylizey alan1 ortalama ¢ap1) ve Da3 (hacim ortalama
cap1) degerleri sirasiyla 2.48 ve 4.38 um olarak bulunmustur. Literatiire bakilarak Da3
degerinin L. plantarum hiicre boyutunun belirlenmesinde daha uygun sonuglar verdigi
gorilmistiir. Partikiil boyutu dagilim1 sonuglarindan Dsg degeri 4.36 um, Dgo degeri 9.01
um olarak ol¢iilmiistiir. Bu sonuglar literatiirde bildirilen L. plantarum hiicre boyutlari ile
uyumludur. Dolayisiyla lazer kirmimi yontemiyle pargacik boyutunun analiz edilerek
ortalama hiicre biiyiikliigiinii belirlemenin miimkiin oldugu ve bu yontem, kullanim
kolaylig1 saglayacagi disiiniilerek Onerilebilir.  Ancak, bu yontemin farkl
mikroorganizmalar ile test edilmesi ve diger hiicre boyutu belirleme yontemleriyle
karsilagtirilarak dogrulanmasi gerekmektedir. Farkli olarak, hiicre boyutu SEM
goriintlilerinden de faydalanilarak belirlenebilmektedir. Bu ¢alismada, kurutulmus L.
plantarum biyokiitlesinden elde edilen hiicre boyutu ortalama 1.685 um olarak
Olciilmiistiir. Biyokiitledeki bakteri kuru madde oraninin, kuru hiicre boyutlarinin normal
hiicre boyutlarina orani ile benzedigi tespit edilmistir.

Bugday unundan L. plantarum ile hamurlar olusturularak 30°C ve %80 bagil nem
ortaminda 1, 15, 20 ve 25 saat boyunca fermente edilmistir. Belirtilen fermentasyon
sirelerinde hamurlarin asitliginde, LAB sayisinda, renk degerlerinde, isleme
ozelliklerinde ve hacminde olusan degisimler takip edilmistir. Baslangic hamur pH's1
6.24 iken, 15. saatin sonunda 4’lin altina diigmiistiir. Sonrasinda da pH'da 6nemli bir
degisiklik olmamistir. Hamurun TTA degeri 15 saatte 2.0 ml'den 10 ml NaOH'e
yiikselmis ve 25. saatin sonunda ise 11.8 mL NaOH olarak belirlenmistir. LAB hiicre
sayilarinin, 25 saatlik fermantasyonun sonunda toplamda 1 logio kob/g arttig
gorillmistiir. Bu ¢aligma ile 15 saatlik bir fermantasyonun, hem asitlik gelisimi hem de
bakteriyel gelisme agisindan 6nemli bir siire oldugu belirlenmistir. Bu nedenle, tip 11
yontemi kullanilarak L. plantarum kullanarak fermente edilen eksi hamurlarda
fermantasyon siiresinin minimum 15 saat olmasi tavsiye edilmektedir.

L. plantarum fermantasyonunun genel olarak hamurun rengini etkilemedigi, L*,
a* ve AE* degerlerinde bir fark yaratmadigi, yalnizca b* degerlerinde istatistiksel olarak
anlamli bir artis (p <0.05) oldugu gozlenmistir. Bu artisin nedeni olarak, mikrobiyal
aktiviteler ve asitlik gelisimi sonucunda bugday unu igerisindeki karotenoidlerin
etkilendigi disiiniilmektedir.

Hamur hacmindeki artig 15 saatlik fermentasyonda %38.2, 20. saatte ise %10.3

olarak belirlenmistir.20-25. saatler arasinda ise herhangi bir artis gézlenmemistir. L.
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plantarum’un dogrudan gaz liretme yeteneginin olmamasit ve hamurlardaki baskin
mikroorganizma olmasi nedeniyle hacim artisinin diisiik oldugu goriilmiistiir.

Bu ¢alismada, L. plantarum katkili hamurlarda fermantasyon siiresinin artmasiyla
yapiskanlik, adezyon isi ve i¢ yapiskanlik (hamur mukavemeti) degerlerinin arttigi
goriilmiistiir. Fermantasyon sirasinda artan asitlikle birlikte daha kohezif ve yapiskan
hamur olusumu tespit edilmistir. Yapiskan hamurun islenmesi teknolojik agidan pek ¢cok
sorun olustursa da, kii¢iik 6l¢geklerde islenerek ve hamurun temas ettigi yilizeylerde yag
veya un kullanilarak bu durumun iistesinden gelmek miimkiin olmaktadir. Ayni1 zamanda
mukavemeti yiiksek hamurlarin ekmek kalitesini olumlu yonde etkiledigi bilinmektedir.

Bu ¢alismada kiiltiirlerin liyofilizasyonunda temel koruyucu ortam olarak %10
(a/h) kuru maddeli yagsiz siit kullanilmistir. Bu yagsiz siit ortamina kriyojenik madde
olarak %5 (a/h) oraninda asit kazein, rennet kazein, peynir alt1 suyu tozu ve %50 oraninda
demineralize edilmis peyniralt1 alt1 suyu kullanilmistir. Dondurarak kurutulan kiiltiirler,
+4°C’de vakum altinda 151k gecirmeyen ambalajlarda 150 giin boyunca saklanmis ve
kiiltiirlerin baslangigta ve depolama boyunca canli hiicre sayilar1 ile bazi biyokimyasal ve
fiziksel ozellikleri belirlenmistir. Liyofilizasyon isleminden hemen sonra yapilan canlilik
saymmi sonucunda, rennet kazein igeren kiiltiir harig, diger tiim kiiltiirlerin, dondurarak
kurutma prosesinde 1.16 ve 1.92 log kob/mL arasinda degisen canlilik kayb1 ile iyi bir
koruyucu etki gosterdigi goriilmiistiir. En diisiik canlilik kaybi kontrol kiiltiiriinde
goriilmiistiir. Bu sonuglar, kullanilan kriyoprotektif maddelerin, liyofilizasyon iglemine
karst koruyucu 6zelliginin olmadigini ve tiim koruyucu etkinin yagsiz siit ortamindan
kaynaklandig1 diistindiirmiistiir. Rennet kazein igeren 6rnekte oldukca biiyiik bir canlilik
kayb1 oldugu goriilmiistiir. Rennet kazein ilavesinin yarattig1 6.27 log kob/mL oranindaki
bu kayip nedeniyle, kiiltir koruma yontemi olarak tercih edilebilmesi miimkiin
goriinmemektedir.

Kiiltiirlerin depolama siiresince canlilik oranlarinda belirgin bir azalma oldugu
gorilmistiir. Canliliktaki en belirgin diistis, ilk 30 gilinlik depolama siiresinde
yaganmustir. Bu siire igerisinde en biiyiik canlilik kaybi 1.44 log kob/g olmak iizere
kontrol 6rneginde gozlemlenirken, bunu 0.58 ve 0.41 log kob/qg ile sirasiyla RK ve AK
ornekleri takip etmistir. P ve DP kiiltiirlerinin canliliginda ise yalnizca ortalama 0.3 log
kob/g bir azalma tespit edilmistir. Calismada kullanilan kriyoprotektif ajanlarin koruyucu
etkinligi, 30 giinliik bir depolama sonrasinda bile bariz bir sekilde goriilmiistiir. 150
giinliik depolama boyunca canliliktaki en énemli azalma 3.5 log kob/g ile yine kontrol
orneginde belirlenmistir. AK kiiltiirtinde 2 log kob/g bir diisiis olurken, RK, P ve DP
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orneklerindeki canlilik kayiplari ise 1.43-1.74 log kob/g arasinda kalmistir. 120 giinliik
depolama periyodunda AK kiiltiiriiniindeki canliligmmin olduk¢a basarili bir sekilde
korundugu, ancak 120—150 giin arasinda olduk¢a onemli bir kayba ugradigi tespit
edilmistir. AK Kkiiltiirliniin sahip oldugu yiiksek nem igeriginin, kiiltiiriin biyokimyasal
olarak bozulmasina neden olarak canlilik kaybina yol agtigi tahmin edilmektedir.

Genel durum g6z Oniine alindiginda, asit kazein kullaniminin kiiltiir koruma
yontemi olarak oldukc¢a basarili oldugu, kiiltiirlin baglangi¢ nem miktarmin diisiik
tutularak kontrol altina alinmasiyla ¢ok daha basarili bir koruma saglanabilecegi
disiiniilmektedir. Biiyiik miktarlarda iretilecek kiiltiirlerin uzun siireli muhafazasinda, en
uygun koruyucu ajanlarin PAST ve DPAST oldugu goriilmektedir. Dolayisiyla hem elde
edilen kiiltiir yapist ve formu, hem de canliligi korumadaki performansi nedeniyle PAST
ve DPAST 1n kiiltiir koruma yontemlerinde koruyucu olarak kullanimi 6nerilmektedir.

Calismada kullanilan kriyoprotektif ajanlarin kurutma etkinliklerinin belirlenerek
liyofilizasyon islemine uygunlugu tespit edilmistir. Uygulanan sabit liyofilizasyon
sliresinin, kiiltiirlerin nem igeriklerine dogrudan etkiledigi dolayisiyla her bir koruyucu
maddenin kuruma etkinliginin farkli oldugu goriilmiistiir. En uygun ve yeterli kurumay1
sirastyla %5.80 ve %8.06 nem igerigi ile P ve DP kiiltiirleri gostermistir. Kontrol, AK ve
RK' orneklerinin nem igerigi ise sirastyla %16.14, %34.41 ve %23.03 olmak {izere
oldukga yiiksek kalmigtir. Basglangic nem miktarlart yiiksek olan bu 6rneklerin su
icerikleri depolama boyunca degismezken, daha kuru olan P ve DP orneklerinin ise
giderek nem miktarlarinda artis gézlenmistir. Bu artisin, kiiltiirleri saklamak amaciyla
kullanilan ambalajlarin nem bariyerinin zayiflamasi nedeniyle oldugu diistiniilmektedir.

Kazein igeren orneklerin, en yiiksek nem degerlerine sahip oldugu, bilhassa da
AK o6rneginin oldukga yiiksek su igerdigi belirlenmistir. Rennet kazeinin olusturdugu
jellerin nispeten daha bilyiikk gozeneklere sahip olmasi, daha fazla buzun siiblime
olmasina neden olarak, RK 6rneginin AK 6rnegine kiyasla daha kolay kurumasinda etkili
olmus olabilir. Genel olarak kazein molekiiliiniin olusturdugu protein ag yapisi i¢erisinde
hapsolan suyun, kuruma sirasinda daha zor uzaklasmasi nedeniyle bu 6rneklerin kuruma
etkinliginin oldukg¢a diisiik oldugu tespit edilmistir. Bu durumun, 6zellikle dondurarak
kurutma prosesiyle biiyiik miktarlarda kiiltiir tiretimi s6z konusu oldugunda problem
yaratacagl diisiiniilmektedir. Bu nedenle koruyucu ajan olarak kazeinlerin kullanilmasi
halinde dondurarak kurutma prosesine girecek kiiltiir miktarinin azaltilmasi ve kurutma

stiresinin de uzatilmasi zorunlu bir uygulama olarak goriilmektedir.
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Liyofilize kiiltiirler iginde en diisiik su aktivite degerlerinin ortalama 0.515 ve
0.513 ile sirasiyla P ve DP 6rneklerine ait oldugu belirlenmistir. En yiiksek su aktivite
degerine ise kazein ilave edilen orneklerde rastlanmis olup, bu kiiltiirlerin depolama
siresince su aktivite degerlerinin degismedigi goriilmiistiir. Kontrol 6rneginin 30. giin
depolama sonunda su aktivitesi belirgin olarak artmis, ancak sonraki depolama
periyodunda tekrar degismedigi tespit edilmistir. Su aktivite degerleri depolama
siirecinden en fazla etkilenen ornekler, baslangi¢c su aktivitesi en diisiik olan P ve DP
kiiltiirleri olmustur. Sonug olarak bu ¢alismada elde edilen kiiltiirlerin su aktivitelerinin
olduk¢a yiiksek oldugu goriilmektedir. Kiiltiirlerin canliliginin ilk 30 giinde 6nemli
Olgiide azalmasina, depolama sirasindaki yiiksek su aktivitesi (aw) nedeniyle suyun
stirekli yer degistirmesiyle baglantili olabilir. Ancak bu olumsuz etkinin, kullanilan
kriyoprotektanlarin destegi ile depolamanin devaminda oldukga azaldigi goriilmiistiir.

Kiiltiirler, %75 bagil nem igeren ortamda 7 giin bekletilerek su sorpsiyon
ozellikleri belirlenmistir. Su igerigi yiiksek olan kontrol, AK ve RK o6rnekleri bu nemli
ortamda desoprsiyona ugramis, nispeten daha diisiik nem igerigine sahip P ve DP
ornekleri ise su absorbe etmistir. Depolama sirasinda AK ve RK 6rneklerinin, tipki nem
ve su aktivitesi degerleri gibi sorpsiyon 6zelliklerinin de degismedigi goriilmiistiir. Buna
gore, AK kiiltiirtinlin canliligin korunmasindaki basarisi, depolama siiresince su
sorpsiyon davraniginin degismemesi olarak yorumlanabilir.

Kiiltiir ortamina ilave edilen koruyucu maddelerin -her ne kadar %5 oraninda olsa
bile- kiiltiirlerin renkleri iizerinde de etkili oldugu goriilmektedir. Kazein ilavesinin L*
degerini diistirerek kiiltlir rengini koyulastirdig1 ve a* degerini yiikselterek kirmiziligim
artirdigr goriilmiistiir. P ve DP O6rneklerinin en yiliksek L* degerine ve en diisik a*
degerine sahip oldugu tespit edilmistir. Kazein ilavesi kiiltiirlerin kirmiziligini, PAST
ilavesi ise yesilligini artirmigtir. Kontrol 6rneginin L*, a* ve b* degerleri, bu 2 grup
koruyucu madde igeren kiiltiirlerin arasinda bir deger almistir. En diisiik b* degerleri AK
orneginde, en yiiksek ise DP 6rneginde bulunmustur. Depolama boyunca da kiiltiirlerin
renklerinde bir takim degisiklikler oldugu tespit edilmistir. Toplam renk farki kontrol
orneginde 150 giinliik depolama sonunda, P 6rnegi i¢in ise 60 giin ve sonrasinda insan
goziiyle fark edilir duruma gelmistir. AK 6rneginin AE* degeri yalnizca 30. giinde 3.25
iken, sonraki depolama siirelerinde 3’iin altinda oldugu goézlenmistir. RK ve DP
orneklerinde tiim depolama siirelerinde toplam renk farkinin oldukga yiiksek oldugu,
bilhassa da RK o&rneginde agik¢a goriilmektedir. Liyofilizasyon ve/veya depolama

sirasinda meydan gelen renk degisimlerinin altinda yatan en biiylik nedenin, Maillard



152

reaksiyonu oldugu sonucuna varilmistir. Ayn1 zamanda kiiltiirlerin su igeriklerinin de
renk degerleri iizerinde etkili oldugu tahmin edilmektedir.

Kullanilan koruyucu maddelerin pargacik biiyiiliigiine ve boyut dagilimima da
etkisi oldugu goriilmektedir. Toz kiltlirlerin partikiil biiyiikliiklerinde goriilen bu
farkliliklarin, kiiltiirlerin  bilesimlerinden ve nem igeriklerinden kaynaklanmasi
muhtemeldir. En biiyiikk pargacik boyutu ve en diisiik Gniformluk kazein ilave edilen
orneklerde (AK ve RK), en kiigiik pargacik boyutu ve en yiiksek tiniformluk ise PAST
ilave edilen (P ve DP) kiiltiirlerde 6l¢iilmiistiir. P ve DP kiiltiirlerinin biiytlikliik ve boyut
dagilimlar1 arasinda fark gozlenmezken (p>0.05) diger kiiltiirlerin birbirinden farkli
boyut ve dagilimda oldugu goriilmektedir (p<0.05). Orneklerin nem igerigiyle partikiil
boyutlarinin da paralellik gosterdigi ve en yiiksek nem igerigine sahip olan AK
kiiltiirliniin, yine en yiiksek parcacik boyutuna sahip oldugu bulunmustur. Bunu sirasiyla
RK, kontrol ve peynir alti suyu tozu ilaveli kiiltiirler takip etmistir. Genel olarak
kiiltiirlerin depolama ile partikiil boyutlarinin arttig1, toz uniformlugunun da azaldig
tespit edilmistir.

Kontrol 6rneginin SEM goriintiilerinde ¢ok daha diizgiin ylizeye sahip olmasi
dikkat ¢cekmistir. AK ve RK kiiltiirlerinin toz yapilari birbirine benzemekle beraber, RK
Orneginin yiizey goriintiisii daha fazla ve kii¢iik boyutta kirik yapilarindan olusmustur.
RK kiiltiiriiniin sahip oldugu ¢ok sayidaki sikisik gozeneklerden olusan bu sert ve keskin
hatli yap1 form, liyofilizasyon islemi sirasinda meydana gelen bakteri canliligi kaybinin
nedenlerinden biri oldugu tahmin edilmektedir. Kazein koruyucu maddelerinin depolama
esnasinda canliligt korumadaki yliksek performansi, olusturduklart bu yapilarin
dayanikliligindan ve madde/su migrasyonunu minimize etmesinden kaynaklaniyor
olabilir. P kiiltiir tozunun yiizeyinde ¢okelti, DP kiiltiiriinde ise yiikselti olusumu daha
fazla gozlenmistir. Genel olarak bu kiiltiirler daha ¢ok kontrol 6rnegini andirmakta, ancak
yiizeyde daha fazla kirik yapinin olustugu goriilmiistiir. Kontrol 6rnegine gore gézenekli
olan bu yapilarin, depolama sirasindaki canliligi korumada olumlu etkisinin oldugu
distintilmektedir.

Farkli kriyojenik madde kullanimi, kiiltiirlerin TGA ve DSC egrilerinde de
farklilik yaratmistir. Kiiltiirlerin TGA egrilerindeki azalma, 3 veya 4 bolgeye ayn
bolgeden olusmustur. Tk iki bdlgedeki azalma biiyiik oranda sistemdeki suyun kaybimni
gostermektedir. 2. kisimda ise Maillard reaksiyonu sirasinda olusan su kaybinin
eklenmesi ile hizlanan bi kiitle kayb1 goriilmiistiir. Yaklasik 200°C civarinda baslayan 3.

bolgede laktozun kristal kafesinden de suyun ayrildigr ve laktozun erimesi sonucunda
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termotahribatinin bagladig: diigiiniilmektedir. 4 bolgedeki azalma, laktoz ve proteinlerin
dekompozisyonu ile karbonlu materyalin yok olmasi olarak yorumlanmastir.

Kiiltiirlerin DSC egrilerinde belirgin olarak 3 endotermik, 1 ekzotermik pik
gbzlenmis olup, yaklagik 100°C dolaylarinda gergeklesen ilk endotermik pikin, peptit,
polipeptit ve globulin peptitleri gibi spesifik siit proteinlerinin denatiirasyonu oldugu
tahmin edilmektedir.150°C etrafindaki 2. pikin ise su buhari desorpsiyonundan
kaynaklandigi varsayilmistir. 150—200°C arasinda Maillard reaksiyonuna ait bir
ekzotermik pik olabilecegi ancak bunun diger pikler arasinda kalarak baskilanmis
olabilecegi diistiniilmektedir. 200°C civarindaki 3. endotermik pik, laktozun kristal
kafesine bagli hidrasyon suyunun ayrilarak laktozun erimeye baslamasi olarak
yorumlanmigtir. Son olarak 200-250°C’nin (AK; 325°C) iizerinde DSC egrilerinin
ekzotermik bolgeye ylikseldigi, bunun da bu yiiksek sicakliklardan itibaren kimyasal
bozunmalarin baglamasinin ve polimer omurgasinin dekompoze olmasinin neden oldugu

yoniinde tahmin yiiritilmistiir.

5.2. Oneriler

Teknolojik 6nemi oldukga fazla olan ve starter olarak kullanilan L. plantarum
bakterisini, ¢ok yonlii olarak arastirmak hem bilime hem de gida endiistrisine katki
saglayacaktir. Biiylime kinetiginin ve biyokiitle olusturma yeteneginin incelenmesiyle,
bakterinin kullanim alanlarimin belirlenmesi ve gida igerisindeki etki mekanizmasinin
anlagilarak optimum fayda saglayacak kosullarin olusturulmasi yoniinde degerli bilgiler
elde edilecektir. Bu ¢alismadan da goriilebilecegi gibi, L. plantarum’un yiiksek biiyiime
hizt ve biyokiitle iirenkenligine sahip olmast ve hamur teknololojisine saglayacagi
katkilar, bu bakterinin 6nemini daha da artirmaktadir. Bu noktada, starter kiiltiirlerin uzun
stireli muhafazasi 6nem arzetmektedir. Gida endiistrisi kiiltiirlerin, ekonomik, kolay
kullanima sahip ve stabil olmasini tercih etmektedir. Bu amagla, bu g¢alismada L.
plantarum’un gida endiistrisi yan iiriinlerinden faydalanilarak toz kiiltiirleri iiretilmis ve
stabiliteleri arastirilmistir. Rennet kazein disinda, diger koruyucu ortamlar ile olusturulan
kiiltiirler bagarili bulunmustur. Yagsiz siitiin kriyoprotektif 6zelliklerinin, kullanilan
koruyucu maddelerle oldukca fazla gelistigi sonucuna net bir sekilde varilmistir.
Calismada elde edilen kiiltiirlerdeki en biiyiik problem ise, ekonomik hale getirmek
amaciyla biiylik miktarlarda dondurarak kurutulan o6rneklerde, etkin bir kuruma

saglanamamasidir. Bu nedenle daha kiiclik miktarlarda ve daha uzun siirelerde
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liyofilizasyon igleminin uygulanmasi onerilmektedir. Sonug¢ olarak, starter kiiltiirlerin
derinlemesine arastirilmasi, yeni ve islevsel irilinlerde kullanilacak tipik mikrobiyal
floranin seg¢ilmesinde belirleyici olacaktir. Bu kiiltiirlerin stabilitesinin korunarak uzun
stireli muhafazasin1 ve kullanimini kolaylastiricak yontemlerin gelistirilmesi, modern

gida endiistrisinin ihtiyag¢larini karsilamak i¢in ¢ok dnemli bir adimdir.
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