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OZET

Lactobacillus acidophilus KULLANILARAK UZUM TURSUSU URETIMi
VE URUNUN Escherichia coli VE Bacillus cereus UZERINE iNHIiBISYON
ETKIiSIiNIN INCELENMESI

GORAL, Burcu Sila

Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miithendisligi Anabilim Dali
Tez Danismani: Dog. Dr. Giilten GUNDUZ

Temmuz 2019, 102 sayfa

Bu tez ¢alismasinda, tiziim (Vitis vinifera), hiren (Armoracia rusticana) ve
tizim sirast kullanilarak hazirlanan geleneksel liziim tursusunda probiyotik
ozellikteki Lactobacillus acidophilus La-5 ile Bacillus cereus ve Escherichia
coli’nin canli kalma durumunun arastirilmasi amaclanmistir. Bu amagla {iziim
tursusu L.acidophilus La-5 ile 25°C’de 5 hafta boyunca olgunlastirilmis ve 4°C’de
5 ay boyunca depolanmistir. Olgunlagsma ve depolama asamalarinda tiriiniin  kiif
maya, L.acidophilus ve toplam laktik asit bakteri sayilar1 belirlenmis,
L.acidophilus La-5’in ve laktik asit bakterilerinin olgunlasma siiresinde 10°
kob/ml diizeylerinde canliigm koruyamadigi gdzlenmistir. Uriindeki kiif ve
maya sayisi ilk haftadan itibaren azalmig, depolama siiresi sonunda belirleme
limitinin altinda kalmustir. Uziim tursusuna B.cereus ve E.coli bakterileri 10° ve
10° kob/ml diizeylerinde inokiile edilmis, E.coli 1 hafta gibi kisa siirede canliligini
kaybetmis, B.cereus ise 5 aylik depolama siiresi sonunda 1,56-1,72 log kob/ml
degerinde canli kalmigtir. Calismada, hiren kokiiniin B.cereus, E.coli ve L.
acidophilus La-5 iizerine antimikrobiyal etkisinin arastirilmasi amactyla MIK
(Minimum inhibisyon  konsantrasyonu), MBK (Minimum bakterisidal
konsantrasyon) ve disk difiizyon testleri uygulanmis, MIK ve MBK %6,25-%50
arasinda saptanmistir. Bu tez calismasi sonucunda, geleneksel iiziim tursusuna
ilave edilen L.acidophilus’un istenen diizeyde canliligini siirdiiremedigi ve {iziim

tursusunun B.cereus ve E.coli iizerinde inhibitif etkisinin oldugu saptanmustir.

Anahtar sozciikler: probiyotik, hiren, iziim tursusu, antimikrobiyal etki



ABSTRACT

PRODUCTION OF GRAPE PICKLE USING Lactobacillus acidophilus AND
INVESTIGATING THE INHIBITION EFFECT OF THE PRODUCT ON

Escherichia coli AND Bacillus cereus

GORAL, Burcu Sila

MSc in Food Eng.
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Giilten GUNDUZ

July 2019, 102 pages

Grape pickle is a traditional food that made with grape (Vitis vinifera),
horseradish (Armoracia rusticana) and grape syrup. In this thesis, it was aimed to
investigate the survival of probiotic Lactobacillus acidophilus, Bacillus cereus
and Escherichia coli in grape pickles. For this purpose, probiotic Lactobacillus
acidophilus added into traditional grape pickles, pickles ripened in 25°C for 5
weeks and stored in 4°C for 5 months. Mold, yeast, L.acidophilus and total lactic
acid bacteria numbers have been investigated during then ripening and storage
periods, L.acidophilus La-5 and total lactic acid bacteria couldn’t survive in the
grape pickles during the storage period. Yeast and mold numbers started to
decrease from the first week, at the end of the storage period, it was below the
detection limit. B.cereus and E.coli inoculated into grape pickles at 10° cfu/ml and
10° cfu/ml, E.coli lost its viability in only 1 week, B.cereus numbers was found
1.56-1.72 log cfu/ml at the end of the storage time. Additionally, in this thesis,
antimicrobial effect of horseradish root against B.cereus, E.coli and L.acidophilus
La-5 have been investigated with MIC (Minimum inhibition concentration) and
MBC (Minimum bactericidal concentration). MIC and MBC values was found
between 6.25% and 50% for horseradish root. As a result of this thesis, it was
established that L.acidophilus couldn’t survive in the traditional grape pickle,

grape pickle has an inhibition effect on B.cereus and E.coli.

Keywords: probiotic, horseradish, grape pickle, antimicrobial effect
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ONSOZ

Bu tez calismasinda, geleneksel bir gida olan iiziim tursusunun kimyasal,
mikrobiyolojik ve duyusal oOzellikleri incelenmistir. Ayrica hiren bitkisinin
antimikrobiyal 6zellikleri arastirilmistir. Bu dogrultuda, bitkisel probiyotik gidalar
ve hiren bitkisinin Ozellikleri iizerine bir¢ok c¢alisma incelenmistir. Bu
caligmalarin amaci, bitkisel probiyotik gidalara yonelik calismalara ilham olmak
ve geleneksel gidalara olan ilgiyi canlandirmaktir. Degerli danisman hocam
Dog.Dr. Giilten GUNDUZ’iin ve arkadaslarimin biiyiik destegi ile tamamladigim
yiiksek lisans tezimin bagka bilimsel calismalara da faydali bir kaynak olmasini

diliyorum.

[zmir Burcu Sila GORAL

20/08/2019
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1.GIRIS

Beslenme trendleri, yapay koruyucu igermeyen gidalara yonelmekte, bu da
geleneksel gidalara olan ilgide artisa neden olmaktadir. Bu gidalar igerisinde
bitkisel kaynakli geleneksel gidalar 6nemli yer tutmaktadir. Saglikli beslenme
konusunda probiyotik {riinlerin tiikketimi konusu Onem arz etmektedir.
Probiyotiklerin, siit iiriinlerinin dogal yapisinda bulunmasi nedeniyle bu iiriinlerde
kullanimi avantajlidir. Ancak, siit iriinlerini diyet aligkanliklar1 nedeniyle
tilkketmeyen, laktoz intoleransina ve yiiksek kolesterol degerlerine sahip bireylerin
tilketimine uygun bitkisel kaynakli probiyotik gida calismalari da artmaktadir.
Meyve, sebze ve tahillar yiiksek oranda vitamin, mineral ve biyoaktif bilesen
icermeleri, kolay erisilebilir olmasi gibi nedenlerle toplumun biiyiik kesiminin
tilketimine uygun gidalardir. Meyveler ile viicuda alinan kalsiyum, retinol, E
vitamini, folat, nikotinik asit, riboflavin, pantotenik asit, 3-karoten ve biyotinin

genom hasarini diizeltmede etkili olduklari belirtilmistir (Patel, 2017).

Probiyotik igeren birgok meyve ve sebze suyunun iiretimi ticari olarak
yapilmakta, bu konudaki akademik caligmalar da artarak devam etmektedir.
Probiyotiklerin meyve ve sebze sularinda canliligini etkileyen pH, titrasyon
asitligi, molekiiler oksijen, ayw, seker, tuz ve katki maddeleri gibi gida ile ilgili
faktorlerin yaninda; 1s1l islem, ambalaj materyali, inkiibasyon sicakligi, probiyotik
sus ve inokulum miktar1 gibi faktorler de bulunmaktadir (Patel, 2017). Ozellikle
enkapsiilasyon tekniklerinin ve kaplama materyallerinin gelistirilmesi ile
probiyotiklerin mide ve bagirsakta uzun silire canliligii  korumasi
saglanabilmektedir. Lactobacillus spp. meyve sularinda pH 4,3 ile 3,7 araliginda
canliigimi siirdiirmektedir. Bifidobacterium spp. ise pH 4,6 degerlerinde
canliliklarini siirdiirebilmektedir (Tripathi ve Giri, 2014).

Literatiirde meyve ve sebzelerin probiyotiklerle zenginlestirilmesi ile ilgili
birgok calisma olmakla birlikte, geleneksel iiziim tursusu ile ilgili ¢alismaya
rastlanmamistir. Arict ve Coskun, (2001) tarafindan yapilan ¢alismada, 26 farkl
hardaliye Ornegi, kimyasal ve mikrobiyolojik agidan incelenmistir. Hardaliye,
liziim tursusuna benzer bir iiriin olmakla beraber, igerisinde farkli olarak hardal

bitkisi ve/veya benzoik asit katkis1 icermektedir.



Ulkemize 6zgii geleneksel bir gida olan iiziim tursusunun tiiketimi belli
bolgeler ile siirli kalmaktadir. Yapilan bu tez ¢alismasinda tiziim tursusu ilk kez
geleneksel yonteme gore laboratuar kosullarinda ve probiyotik ilaveli olarak
uretilmistir. Hazirlanan iriinde probiyotigin canlii@ belli periyotlarda
arastirilmistir. Uriine Bacillus cereus ve Escherichia coli bakterileri inokiile
edilmig, bu bakterilerin iiretim ve depolama boyunca canliligi incelenmis ve
{iriiniin mikrobiyolojik kalitesi belirlenmistir. Uziim tursusu igerisinde bulunan
hiren bitkisi, i¢erdigi izotiyosiyanat bilesikleri ile yiiksek antimikrobiyal 6zellik
gostermekte ve gida koruyucu olarak kullanilmaktadir. Caligmanin diger bir
asamasinda hiren ekstraktlarinin farkli mikroorganizmalar {izerine inhibisyon

etkisi MiK, MBK ve disk diflizyon ydntemleri ile incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Uziim, Uziim Tursusu ve Ozellikleri

Uziim tursusu, iiziim (Vitis vinifera), hiren (Armoracia rusticana) ve
kaynatilmis {iziim siras1 kullanilarak iiretilen geleneksel bir gidadir. Ulkemizde
cogunlukla Trakya ve Nevsehir bdlgesinde tiiketilmektedir. Uziimler salkimlariyla
birlikte kavanoza yerlestirildikten sonra aralarina ve iizerine soyulmus ve
dilimlenmis hiren kokii ¢ubuklar1 yerlestirilmektedir. Daha sonra kaynatilip
sogutulmus tiziim siras1 kavanoza doldurulur. Kavanoz bir ay siire ile lirliniin hazir
hale gelmesi i¢in oda sicakliginda bekletilir. Tiiketim sirasinda yaklagik 1:1 su ile

karigtirilarak servis edilir.

Uziim, igerdigi vitamin, mineral ve biyoaktif bilesenler bakimindan
oldukga yararli bir meyvedir. Toscano vd. (2017) tarafindan yapilan bir
caligmada, iziimiin yiiksek antioksidan kapasitesine sahip oldugu, yiiksek
miktarda katesin, izokuersetin ve prosiyanidin Bl bilesenlerini igerdigi
belirlenmistir. Ayn1 calismada diizenli egzersize tabi tutulan farkli yaslardaki bir
grup insanin kan kolesterol seviyesi Olcililmiistiir. Egzersiz ile birlikte iziim suyu
tiketiminin HDL’y1 %20 oraninda artirdigi, LDL’y1 ise %7-20 oraninda azalttig1
belirlenmistir. Zuanazzi vd. (2019) tarafindan yapilan ¢alismada, yaslar1 50-67
arasinda degisen 25 kadin, 30 giin boyunca giinliik diyetlerini degistirmeden
giinde 7 ml/kg beyaz tizim (Vitis labrusca) suyu tiiketmistir. 30 giin sonunda,
liziim suyu takviyesinin viicut kitle indeksini diisiirdiigii ve HDL’y1 %16 oraninda
artirdig1 goriilmiistiir. Uziim suyu tiiketiminin; kan basincinda, kan glukoz, insiilin
seviyesinde bir degisime neden olmadig1 ve oksidatif hasar meydana getirmedigi
saptanmistir. Bu sonuglar, beyaz iiziim tiiketiminin metabolik parametreleri
tyilestirdigini ve kardiyovaskiiler rahatsizliklar1 azaltabilecegini gostermektedir.
Uziim ve iiziimden yapilan iiriinlerde (sarap, sirke, {iziim suyu gibi) bulunan diger
bir bilesen ise melatonindir. Melatonin; yiiksek antioksidan kapasitesinin yaninda,
bitkileri agir metallerin etkileri, kuraklik, ultraviyole radyasyon, tuz, soguk ve
sicak kosullar, patojenler ve herbisitler gibi biyotik ve abiyotik stresten korudugu
cesitli arastirmalar ile belirlenmistir. Ayrica melatonin, bazi1 antioksidan

enzimlerin aktivitesini artirmaktadir (Meng vd., 2017). Moreno-Montoro vd.



(2015) tarafindan yapilan bir ¢alismada, ticari beyaz ve kirmizi lizim sulari
fenolik bilesen ve antioksidan aktivitesi bakimindan degerlendirilmistir. Kirmizi
iiziimde beyaz lizlime gore daha yliksek antioksidan kapasitesi (9,16’ya 2,83 meq
Trolox/L), flavanoid (63’e 29 mg katesin/L) ve toplam fenolik bilesen (1177’ye
744 mg gallik asit/L) saptanmistir. Yiksek miktardaki fenolik bilesenler ve
antioksidan kapasitesi, kirmizi liziim suyunu diger meyve sularina (elma, portakal,
ananas vb.) gore daha fazla tercih edilir kilmaktadir. Kronik bobrek hastaligi
tedavisi goren hastalarin 6 ay boyunca fermente olmayan iiziim suyu ile
beslenmesi sonucunda, oksidatif DNA hasarinda belirgin bir azalma meydana

gelmistir (Corredor vd., 2016).

2.2 Hiren Bitkisi ve Antimikrobiyal Ozellikleri

Hiren (Armoracia rusticana), Brassicaceae familyasinin Armoracia
cinsine ait, ¢ok yillik bir bitkidir. Hiren, keskin bir tada sahip olmakla birlikte
lezzet vermesi i¢in bircok gidaya baharat olarak katilmakta ve sos seklinde
gastronomi alaninda kullanilmaktadir. Ayrica; idrar yollar1 enfeksiyonlari, akut
bronsit ve siniizit tedavisi, kolon ve akciger kanser hiicrelerinin biiyiimesini
engellemekte de kullanilmaktadir. Bu bitki kuersetin, kaemferol ve askorbik asit
gibi biyoaktif bilesenler icermesinin yaninda, antibakteriyel, insektisidal ve
antifungal etkiler gosteren izotiyosiyanatlar icermektedir. Ayrica hiren kokii,
bulundugu gidada, gida bozulmalarin1 engellemektedir (Aissani vd., 2013). Hiren
kokii biiyiikk olgiide allil izotiyosiyanat (>%65) ve 2-fenil etil izotiyosiyanat
(>%30) igermektedir. Allil izotiyosiyanat ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile
patojen mikroorganizmalara karsi inhibitif etki gostermektedir (Kim vd., 2015).
Hiren kokii genelde sinigrin ve sinigrin tlirevi allil izosiyosiyanatlardan ve
diallilsiilfitten olusan %0,2-1,0 oraninda esansiyel yag icermektedir (Tomsone
vd., 2013). Enfeksiyonlara karsi korunmada veya gida bozulmalarini onlemek
amaciyla allil izotiyosiyanat i¢eren bircok ticari {iriin bulunmaktadir (Petrovic vd.,
2017). Calabrone vd. (2015), tarafindan yapilan c¢alismada hiren kokiiniin ve
yapraginin, su Ve metanol-su karisimindaki ekstraktlarinin fenolik, antioksidan ve
antilipaz aktivitesi belirlenmistir. Hiren kokiinde en yiiksek fenolik degerleri
sirastyla; metanol-su (50/50), metanol-su (70/30) ve yalniz metanol igeren

ekstraktta goriilmiistiir. Hiren yapraginda ise; en yiliksek fenolik degerleri



sirastyla; metanol-su (70/30), metanol-su (50/50) ve yalniz metanol igeren
ekstraktta goriilmiistiir. Toplam flavanoid iceriginde ise en yliksek degerler hiren
kokiinde ve yapraginda metanol su (50/50) ekstraktinda goriilmiistiir. Hiren kokii,
yapragina kiyasla daha fazla antioksidan aktivitesi gostermis; farkli ekstraktlarin
ICso degerleri arasinda ise belirgin bir farklilik gézlenmemistir. Lipaz aktivitesi
testi sonuglarina gore; hiren kokii ve yapragi arasinda anlamli bir farklilik
goriilmemistir. Her iki drnekte de metanol ve %70’lik metanol ekstrakti, %50’lik
metanol ekstraktina gore daha fazla lipaz aktivitesi gostermistir. Ekstraklarin ICsg
(lipaz aktivitesini %50 oraninda azaltacak konsantrasyon) degerleri 15,96 mg/ml
ile 23,66 mg/ml arasinda saptanmistir. Bu ¢alismada, obezite tedavisinde hirenin
kullanim potansiyeli oldugu fakat ileri in vivo ¢alismalarin yapilmasinin gerektigi

belirtilmistir.

Sekil 2.1 Hiren kokii bitkisi (Armoracia rusticana)

Hiren ekstraktlarinin antimikrobiyal etkilerinin arastirildig1 bir¢ok calisma
bulunmaktadir. Choi vd. (2017) tarafindan yapilan ¢alismada, hiren ekstraktlarinin
antifungal etkisini belirlemek amaciyla patojen Trichophyton rubrum,
Trichophyton mentagrophytes, Microsporum canis ve Epidermophyton floccosum
tirleri  kullanilarak disk  difiizyon yontemi uygulanmis, 5000 upg/ml
konsantrasyondaki ekstrakt biitiin tiirlerde inhibisyon etkisi gostermistir. Ayni
calismada hiren ekstraktlarimin MIK degerleri T.rubrum, T.mentagrophytes,
M.canis ve E.floccosum igin sirasiyla 200, 200, 100, ve 100 pg/mL olarak
saptanmigtir. Choi vd. (2015) tarafindan yapilan diger bir ¢alismada, geleneksel
fermente bir {iriin olan Jeotgal, hiren kokiinden ekstrakte edilen isotiyosiyanatlar
ile film seklinde kaplanmus, iiriin mikrobiyolojik olarak analiz edilmistir. 200
mg/ml konsantrasyonda toplam canli, proteolitik bakteri ve laktik asit

bakterilerinde inhibisyon goézlenmistir. Proteolitik bakterilerin balik ve et gibi



cabuk bozulan gidalarda protein degradasyonuna yol actifi bilinmektedir.
Calismanin  sonuglarina gore hirende bulunan izotiyosiyanatlarin Jeotgal
lirlinliniin raf Omriinii uzatabilecegi ve Ozgiin bir tat ve aroma olusturacagi
belirlenmistir. Yapilan bir ¢alismada, 69 farkli bitki ekstraktinin Pseudomonas
aeruginosa’ya karsi ¢cogunluk algilama inhibitorii (quorum sensing) olarak etkisi
aragtirllmig, c¢alisilan ekstraktlar icerisinde en yiiksek inhibisyon hiren
ckstraktinda saptanmistir (Jakobsen vd., 2012). Istrati vd. (2014) tarafindan
yapilan bir ¢alismada, hiren ekstrakti ile marine edilmis etlerde B.cereus ve
B.subtilis’e kars1 antimikrobiyal etki gdzlenmistir. Staphylococcus aureus (ATCC
6538), S. epidermidis (ATCC 12228), Bacillus subtilis (ATCC 6633),
Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Escherichia coli (ATCC 10536), Klebsiella
pneumoniae (ATCC 13883), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), Salmonella
abony (NCTC6017) ve Candida albicans (ATCC 10231)’a karsi hiren
ekstraktinin antimikrobiyal etkisinin belirlenmesi amaciyla MIK testi yapilmus,
biitiin suslarda antimikrobiyal etki goriilmiis, bakteri suslar1 icin MIK degerleri
265-795 pug/mL ve C. albicans igin 48-192 pg/mL arasinda bulunmustur. Hiren
ekstraktindaki genig antimikrobiyal etki, biiyilk oranda icerdigi allil
izotiyosiyanatlar, 2- feniletil izotiyosiyanatlar ve diger mindr bilesenler (3-biitenil
ve benzil isotiyosiyanat ve alliltiyosiyanat) ile iligkilendirilmistir. Antibakteriyel
aktivitenin dayandigr mekanizmalar; enzimlerin S-S kopriilerinin yikilmasi, ATP
sentezini engelleme, oksidatif stres aracili DNA hasari, hiicre iiremesinin ve
proliferasyon diizenleyicilerin engellenmesidir (Petrovic vd., 2017). Hirenden
ekstrakte edilen izotiyosiyanatlarin (ITC) 27 farkli P. aeruginosa izolatina karsi
antimikrobiyal etkisi MiK testi ile incelenmis, allil izotiyosiyanat (AITC), benzil
izotiyosiyanat (BETC) ve fenil izotiyosiyanat (PEITC) icin MIK degerleri sirasi
ile 103, 2145 ve 29,423 pg/mL ve bu ITC’lerin karisiminda (ITCM) ise 140
ug/mL olarak saptanmistir. Ayrica, bu suslarin olusturdugu biyofilmlere karsi da
antimikrobiyal etki incelenmig, 50 pg/mL AITC ve 500 pg/mL BETC
antimikrobiyal etki gostermezken, 500 pg/mL PEITC ve 100 pg/mL ITCM
biyofilm olusumunda 6nemli bir azalma meydana getirmistir. Bu calismada,
ITC’larin hem biyofilm olusumunu engellemede hem de biyofilmin etkinligini
azaltmada etkili oldugu saptanmistir (Kaiser vd., 2017). Tedeschi vd. (2011)
tarafindan yapilan bir ¢alismada, sivrisinek (Aedes albopictus) larvasina ve bazi

patojen funguslara karsi hiren etanol ekstraktinin antifungal ve insektisidal etkisi



aragtirtlmistir.  Hiren ekstrakti; Sclerotium rolfsii, Fusarium oxysporum ve
F.culmorum’a kars1 antifungal etki gosterirken, Trichoderma longibrachiatum ve
Botrytis cinerea’nin inhibisyonunda higbir etki gdstermemistir. Hiren ekstrakti A.
albopictus iizerinde %80 diizeyinde azalmaya sebep olmustur. Ayni ¢aligmada,
hiren ekstrakti ve sarimsak ekstraktinin insektisidal etkileri de karsilastirilmas,
hiren ekstrakti (LCso= 2,34 g/L) sarimsak ekstraktina (LCso= 4,50 g/L) gore iki
kat daha fazla insektisidal etki gostermistir (LCso boceklerin yarisimi 6ldiirecek
konsantrasyonu ifade etmektedir). Calismada hirenin sentetik pestisitlere alternatif

olusturma potansiyelinin oldugu vurgulanmaistir.

Farkli konsantrasyonlardaki hiren ITC’larinin, tofunun mikrobiyolojik,
fizikokimyasal ve duyusal 6zelliklerine etkisi arastirilmistir. 25, 50, 100, 200 ve
300 ppm ITC tofu iceren paketlere enjekte edilmis, 10 giin boyunca
fizikokimyasal degisimler incelenmistir. 300 ppm ITC igeren tofu diger
konsantrasyonlardan daha etkili bulunmustur. Bu 6rnekte 10 giinliik depolama
sliresi sonunda baglangic pH 6,50 degeri artarak 6,67 degerine yiikselmistir.
Kontrol 6rnegi ve 25, 50, 100 ve 200 ppm ITC igeren tofu orneklerinde ise
baslangic pH’1 6,18’den 5,88-6,00 degerlerine azalmistir. Kontrol 0Ornegi
depolama sonunda belirgin derecede yiiksek asitlik degeri gostermistir. Duyusal
analiz sonuglarinda ise ITC igeren Ornek kontrole kiyasla daha yiliksek puan
almistir.  ITC’larm, tofunun raf Omriini gelistirmede kullanilabilecegi
vurgulanmisgtir (Shin vd., 2010). Hiren ekstrakti kapli plastik filmler kullanilarak
domuz ve balik etinde oksidasyonun azaltilmasi arastirilmistir. Normal plastik
filmle kapli 6rneklere gore, hiren ekstrakti kapli orneklerde 9 giinliik depolama
sliresi boyunca daha diisiik a* (kirmizilik indeksi) ve b* (sarilik indeksi) degerleri
gozlenmistir. Ayrica kontrol drneginde b* degeri siirekli bir artig gosterirken,
hiren ekstrakti kapli drneklerde azalma veya sabit kalma yoniinde bir egilim
gostermistir. Orneklerin peroksit degerleri depolama siiresince kontrol drneginde
hizli bir artig gosterirken (3,57°den 11,72 meq/kg), hiren ekstrakti iceren
orneklerde de artis goriilmiis fakat kontrole gore c¢ok az bir artis meydana
gelmigtir. Calismanin sonuglarina gore, hiren ekstraktinin domuz ve balik etinde
renk kayiplarin1 ve lipit oksidasyonunu onleme amaciyla kullanim potansiyeli

oldugu goriilmektedir (Jung vd., 2009).



Dekic vd. (2017) tarafindan yapilan ¢alismada hirenin otoliz iiriinii olan 5-
fenilpentil izotiyosiyanatin antimikrobiyal ve sitotoksik aktivitesi arastirilmustir.
Bu amagla; S. aureus, B. subtilis, B. cereus, S. enterica, P. vulgaris, E. coli, C.
albicans ve A. brasiliensis tiirleri kullanilmustir. Belirtilen tiirlerin MiK degerleri
0,03 ile 2,50 mg/ml araligindan saptanmustir. B. cereus ve P. vulgaris en hassas
tirler olarak saptanirken, C. albicans ve B. subtilis ise en direngli tiirler olarak
belirlenmistir. Sitotoksik etkinin belirlenmesi amaci ile Caco-2, HeLa ve MDCK

hiicreleri kullanilmis, izosiyonatlar biitiin hiicrelerde sitotoksik etki gdstermistir.

2.3 Probiyotikler, Bitkisel Gidalarda Kullanim1 ve Probiyotiklerin Canliligini
Etkileyen Faktorler

2.3.1 Probiyotikler ve probiyotiklerin bitkisel gidalarda kullanimi

Probiyotikler “belirli miktarda tiiketildiginde konak¢inin sagliginda olumlu
etkiler gosteren canli mikroorganizmalar” olarak tanimlanmaktadir (FAO/WHO,
2002). Probiyotiklerin gidada minimum 10° kob/ml diizeyinde bulunmasi,
tiketicinin saghgina olumlu etki gosterebilmesi i¢in viicuda gilinliik olarak
minimum 10%-10" kob/ml diizeyinde alinmasi gerekmektedir (Kechagia vd.,
2013). Probiyotiklerin yalnizca viicuda alinmasi degil, viicuda alindiktan sonra
ince bagirsaga kadar canli halde ulasmasi gerekmektedir (Champagne ve Gardner,
2008). Larsen vd. (2006) tarafindan yapilan c¢alismada, probiyotik
Bifidobacterium animalis subsp. lactis ve Lactobacillus paracasei’nin farkli
dozlarda aliminin kan kolesterol seviyesi ve fekal mikrofloraya etkileri
arastirilmistir. Deney gruplar1 2 hafta boyunca 10°, 10°, 10'° ve 10* kob/ml
diizeylerinde probiyotik takviyesi tliketmis, sonuglar kontrol gruplart ile
karsilagtirilmistir. Probiyotik tiikketen grupta kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek
HDL (ytliksek yogunluklu lipoprotein) ve daha diisiik LDL (diisik yogunluklu
lipoprotein) degerleri saptanmustir. B.lactis tiiketen grupta, tiiketim diizeyi arttikca
B.lactis’in geri sindiriminin daha fazla oldugu gozlenmis, L.paracasei tiiketen
grupta ise kontrol grubu ile fekal mikroflora bakimindan fark goriilmemistir.
Probiyotik  mikroorganizmalar  biiyiikk  ¢ogunlukla  Lactobacillus  ve
Bifidobacterium tiirlerini kapsamaktadir (Fijan, 2014). Yaygimn olarak kullanilan
probiyotikler Tablo 2.1°’de verilmistir.



Tablo 2.1 Yaygin olarak kullanilan probiyotikler (Kandylis vd., 2016).

Lactobacillus spp. Bifidobacterium Digerleri

spp.
L. acidophilus B. bifidum Streptocccus thermophilus
L.crispatus B. longum Enterococcus faecium
L.amylovarus B. infantis Pediococcus acidilactici
L.gallinarum B. breve Saccharomyces boulardii
L. gasseri B.adolescentis Leuconostoc spp.
L.johnsonii B. animalis
L.helveticus
L.delbrueckii

subsp.bulgaricus
L.salivarius
subsp.salivarius

L.casei

L.paracaseisubsp. paracasei

L.paracaseisubsp. tolerans

L.plantarum
L.rhamnosus
L. fermentum

L. reuteri
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Probiyotiklerin mide asidine ve safraya direngli olmasi, bagirsak epitel
hiicrelerine tutunma, bagirsakta kolonize olabilme ve antimikrobiyal madde
iiretme yetenegi yaninda patojen mikroorganizmalarin yiizeye tutunmasini inhibe
etme gibi 6zellikleri de bulunmaktadir (FAO/WHO, 2002). Probiyotiklerin gida
icerisinde yer alabilmesi i¢in patojenite ve virlilans 6zelligi olmamali, gidanin
depolama siiresi boyunca belirtilen diizeyde canlilifini siirdiirmeli ve gidanin
duyusal 6zelliklerini olumsuz etkilememelidir (Prado vd., 2008). Probiyotik bir
iirlin olusturmak i¢in uygun probiyotik susun ve uygulanacak dozun se¢imi énem
arz etmektedir. Uretim, depolama ve intestinal sistemde canliligin korunmasi
probiyotik susun se¢iminde birincil dnem arz eden Ozelliklerdir. Lactobacillus
tirleri, Bifidobacterium tiirlerine kiyasla diisiik pH kosullarina daha dayaniklidir
ve ortam kosullarina daha iyi adaptasyon gostermektedir. Bifidobacterium spp. ile
karsilastirildiginda Lactobacillus tiirlerinin probiyotik gida uygulamalarinda
kullanilmak i¢in daha uygun goériilmektedir (Tripathi ve Giri, 2014).

Probiyotik igeren gidalarin biiyiik kismi siit iirlinlerinden olugmaktadir.
Probiyotik meyve suyu gibi siit kaynakli olmayan gidalar, vejeteryan yada siit
iiriinlerine kars1 intolerans1 olan tiiketiciler i¢in bir alternatif olusturmaktadir
(Kalita vd., 2018). Meyve sulari, icerdigi vitamin, mineral, antioksidan ve
polifenol gibi yararli bilesenlerin yaninda, probiyotiklerin gelisimi ve canliligini
siirdiirmesi i¢in de birgok avantaj saglamaktadir. igerdigi seker ve diger besin
ogeleri probiyotiklerin gelisimi i¢in 6nemlidir. Ayrica meyve sular1 her yas ve
kesimden tiliketiciye hitap eden bir lezzet profili i¢cermektedir. Bu ozellikler,
meyve sularinda ve meyve bazli iriinlerde probiyotiklerin kullaniminin

yayginlagmasini saglamaktadir (Kandylis vd., 2016).

Gliniimiizde, probiyotik iceren meyve ve sebze bazli iirlinlerin {iretimi ve
bu konudaki akademik calismalar da artis gostermektedir. Son bes yil iginde
probiyotik meyve sular1 ile ilgili 100°den fazla makale ve 46 adet patent
yaymlanmistir ~ (Filho vd.,, 2017). Meyve sularinin  probiyotiklerle
zenginlestirilmesi ile ilgili bircok akademik ¢alisma bulunmakta, bu ¢alismalardan
cikan sonuglar incelendiginde meyve sular1 ve meyve bazli iriinlerin
probiyotiklerin gelisimi ve canliligim1 silirdlirmesi i¢in uygun bir gida ortami

oldugu anlasilmaktadir (Betoret vd., 2003; Sheehan vd., 2007; Champagne vd.,
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2008; Rodrigues vd., 2012; Antunes vd., 2013; Mohan vd., 2013). Probiyotiklerin,
sagliga olumlu etkilerinin yaninda, zararli mikroorganizmalara karsi

antimikrobiyal etkiler gosterdigi bazi1 calismalar ile tespit edilmistir.

Farias vd. (2016), tarafindan yapilan ¢alismada, carkifelek meyvesi (P.
cincinnata) suyunda L. rhamnosus’un gelisimi arastirilmistir. Kullanilan kiiltiir, %
0,1, 1 ve 5 (v/v) olmak iizere ii¢ farkli oranda meyve suyuna ilave edilmis ve
meyve suyu 37°C’de fermentasyona birakilmistir. Fermentasyon siiresi sonunda
meyve sular1 4°C’de depolamaya birakilmis, 28 giin boyunca 7 giinde bir analiz
edilmistir. En yiiksek L. rhamnosus gelisimi %1 inokulum igeren Ornekte
goriilmistiir. En yiiksek toplam indirgen seker ise %5 inokulum igeren Ornekte
goriilmistiir. 28 giinliik depolama siiresi sonunda L. rhamnosus sayist 8 log
kob/ml’den daha fazla saptanmistir. Costa vd. (2017), tarafindan yapilan
calismada, oligofruktoz ve askorbik asidin portakal suyundaki L. paracasei’nin
canliligmma, fizikokimyasal ve duyusal Ozelliklerine etkisi aragtirilmistir.
Oligofruktoz veya askorbik asit ilavesi L. paracasei sayisinda istatistiksel agidan
bir fark olusturmamistir. Ayn1 zamanda portakal suyunun duyusal kabul
edilebilirliginde de anlamli bir fark meydana getirmemistir. L. paracasei soguk
depolamanin sonuna kadar (28 giin) canliliin1 stirdiirmiistiir. Portakal suyunun, L.
paracasei gelisimi i¢in uygun bir gida ortami oldugu anlasilmaktadir. Nematollahi
vd. (2016), tarafindan yapilan ¢alismada, pH 3,5 degerine ayarlanan kizilcik
suyunda Iran’a &zgii probiyotik sus L. casei T4’{in canlilig1 arastirilmis Ve ticari L.
plantarum, L. casei ve L. rhamnosus suslarinin canliligi ile karsilastirilmistir. T4
susunun diger ticari suglara kiyasla meyve suyunda daha uzun siire canliliin
korudugu belirlenmistir. L. rhamnosus sayisi soguk depolamanin 20. giiniinde
belirleme limitinin altina diismistiir. Depolamanin 30. giiniinde L. plantarum ve
L. casei sayilari sirasiyla 2 log ve 5 log degerlerine diiserken, L. casei T4 susu ise
baglangic inokulum miktart olan 8 log kob/ml degerini korumustur. Kizileik
meyvesinin dogal pH degeri olan 2,6’da ise ticari sus sayilar1 baslangictan itibaren
dogrusal bir sekilde azalma gostermis ve 2. ve 4. giinde canliliklarini kaybetmis,
L. casei T4 susu ise 4. giine kadar 8 log diizeyinde kalmstir. pH 2,6 degerinin
probiyotik suslarin gelisimi i¢in uygun olmadigi, pH 3,5 degerinin ise duyusal
ozelliklerde bir degisim meydana getirmeden probiyotik canliligin1 korumak i¢in

uygun oldugu belirlenmistir.
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Probiyotik 6zellikli elma dilimi iiretmek amaci ile, elma dilimleri S.
cerevisiae veya L. casei (spp. rhamnosus) igeren ticari elma suyuna daldirilmistir.
Suslarin stabilitesini arttirmak amaciyla elma dilimleri 40°C’de hava ile
kurutulmustur. Kurutulmus ve depolanmuis tiriinde L. casei sayisi analiz edilmis ve
10° kob/ml’den fazla olarak saptanmistir. Daldirma ve kurutma tekniginin
probiyotik meyve kurusu iiretimi i¢in uygun bir yontem oldugu belirlenmistir

(Betoret vd., 2003).

Ro6Ble vd. (2010) tarafindan yapilan c¢alismada L. rhamnosus GG-LGG
susu, taze elma dilimlerine inokiile edilmis, susun stabilitesi analiz edilmistir.
Duyusal analiz parametreleri ve fizikokimyasal analizler de tayin edilmis,
probiyotik elma dilimlerinin kalitesi belirlenmistir. Soyulup dilimlenen elma
dilimleri 10 kob/ml L. rhamnosus igeren ¢ozeltiye daldirilmus, 0, 2, 4, 6, 8 ve 10.
giinlerde L. rhamnosus sayisi belirlenmistir. L. rhamnosus GG-LGG susunun 10
giin boyunca 10% kob/ml degerlerinde kaldigi gdzlenmistir. Duyusal analizde
ornekler begeni skalasina gore 0-6 arasinda numaralandirilmis, kontrol 6rnegi ve
probiyotik drnek sirast ile 4,25 ve 4,20 degerlerinde puanlanmistir. iki &rnek
arasinda genel begeni bakimindan istatistiksel olarak bir fark goriilmemistir
(P>0.05). Probiyotik elma dilimlerinin siit iirtinleri alerjisi olan kisilerin tiiketimi
i¢in alternatif bir {iriin olabilecegi belirtilmis, probiyotigin stabilitesinin artirilmasi

icin mikroenkapsiilasyon ¢alismalarinin arttirilabilecegine vurgu yapilmastir.

Perricone vd. (2014), tarafindan yapilan ¢aligmada, L. reuteri DSM
20016’n1n ticari elma (pH 3.14), ananas (pH: 3.40), portakal (pH: 3.56) ve kirmiz1
meyve suyunda (kirmizi portakal, nar ve yabanmersini karisimi, pH: 2.97)
canlilig arastirilmistir. Ananas, portakal ve elma suyunda susun canliligi, kirmizi
meyve suyuna gore daha fazla korunmustur. L. reuteri’nin duyusal kabul
edilebilirlikte olumsuz bir etki olusturmadigi belirlenmistir. Pereira vd. (2011),
tarafindan yapilan ¢alismada, kaju meyvesi suyu Lactobacillus casei NRRL B-
442 susu kullanilarak fermente edilmistir. Fermentasyon parametreleri optimize
edilmis, en uygun kosullarin baslangic pH’sinm 6.4, sicakligi 30°C, baslangi¢
inokulumunun 7.48 log kob/ml ve 16 saatlik fermentasyon siiresi oldugu
belirlenmistir. 42 giinliik soguk depolama boyunca L. casei sayis1 8 log kob/ml

diizeylerinde tespit edilmistir. Fermentasyon ve depolama boyunca iiriiniin sarilik,
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parlaklik ve toplam renk degisiminde artis gozlenirken; kirmizilik degerinde
azalma meydana gelmistir. L. casei’nin kaju meyvesi suyunun duyusal
Ozelliklerini degistirmeden, canliligini uzun siire koruyabildigi sonucu elde
edilmistir. Dias vd. (2018), tarafindan yapilan ¢alismada, probiyotik carkifelek
meyvesi suyu tozu iretilmesi amaglanmistir. Bu amagla, B. lactis BB-12 susu
maltodekstrin veya iniilin kullanilarak mikroenkapsiile sekilde meyve suyuna
eklenmistir. 30 giinliik depolama boyunca 4°C ve 25°C’de susun canlilig
incelenmis, 4°C’nin daha etkili probiyotik canlilik sagladigi belirlenmistir.
25°C’lik depolamada, iniilinin maltodekstrine kiyasla daha iyi bir prebiyotik etki
sagladig saptanmistir. Renuka vd. (2009) tarafindan yapilan ¢alismada ananas,
mango ve portakal suyunun fruktooligosakkarit (FOS) ile zenginlestirilmesinin,
iiriinlerin kalite ozelliklerine etkisi arastirilmistir. Calismanin sonuglarina gore
FOS’in 6 aylik depolama siiresi boyunca {iriiniin kalitesini, pH, titrasyon asitligi,

toplam ¢oziinmiis katt madde ve renk degerlerini degistirmedigi belirlenmistir.

Luckow ve Delahunty (2004) tarafindan yapilan ¢alismada, L. plantarum
iceren kusiiziimii suyu duyusal olarak analiz edilmistir. Probiyotik olan iirlinde siit
iriini tadi ve eksi bir aroma saptandigi belirlenmistir. Ancak duyusal test
sonuclarinda tiiketicilerin probiyotik olan iirlinii faydalar1 bakimindan tercih ettigi
belirlenmistir. Tiiketicilerin yas1 arttikga probiyotik tercihin daha fazla oldugu
goriilmiis, bunun ise yas aldik¢a insanda kimyasal hassasiyetin azalmasindan
kaynakli olabilecegi belirtilmistir. Genel anlamda, tiiketiciler saglifa olumlu
etkiler gosteren ve genel begeni olarak kabul edilebilir olan {iriinii tercih etmistir.
B. lactis Bb-12, B. bifidum B7.1 ve B3.2 suslari kullanilarak havug¢ suyu fermente
edilmis, segilen suslarin ilave besin 6gesi olmadan havug suyunda gelisebildigi
goriilmiistiir. Baslangigta 10" kob/ml olan mikrobiyal yiikiin 6 saatlik inkiibasyon
sonunda 10° kob/ml degerine yiikseldigi ve 24 saatlik fermentasyon sonuna kadar
bu degerde kaldig1 belirlenmistir. Fermentasyon boyunca glukozun %20,
stikrozun ise %10 oraninda kullanildig1 saptanmistir. Fruktoz miktarinda degisim
goriilmemis, bu sonug, fruktozun Bifidobacteria i¢cin uygun bir karbon kaynagi
olmadigim gostermektedir. Fermentasyon boyunca 15-17 mg/ml arasinda laktik
asit miktar1 saptanirken, asetik asit miktar1 ise yalmizca 3,3-5,3 mg/ml arasinda
saptanmistir. Fermentasyon boyunca az miktarda etanol iiretimi de gdzlenmis

(1,11-1,89 mM), karotenoidler ise suslarin kullanimina bagh olarak %15-45
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oraninda azalma gostermistir (Kun vd., 2008). Yoon vd. (2006) tarafindan yapilan
calismada lahana suyu Lactobacillus plantarum C3, Lactobacillus casei A4 ve
Lactobacillus delbrueckii D7 suslar1 kullanilarak fermente edilmis, iic sus da
lahana suyunda basarili bir sekilde gelisme gdstermis, 48 saat sonunda 10® kob/ml
sayisinda olduklar1 belirlenmistir. 72 saat sonunda 6rneklerin pH degerleri 3,4-3,6
arasinda saptanmustir. 4 haftalik 4°C’lik depolama sonunda ise L. plantarum ve L.
delbrueckii sirasi ile 10" ve 10° kob/ml degerinde saptanirken, L. casei 2 hafta

sonunda bu pH degerlerinde canlilifini stirdiirememistir.
2.3.2 Probiyotiklerin canliligini etkileyen faktorler

Probiyotiklerin canlilig1 bir¢ok i¢ ve dis faktorden etkilenmektedir. Bunlar
temelde; sicaklik, pH, oksijen miktar1 ve besin maddeleri olarak sayilabilir.
Malganji vd. (2016), pastorize lizim suyuna ti¢ farkli Lactobacillus spp. inokiile
etmis, 4 hafta boyunca 4°C’lik depolama kosullarinda ii¢ tiiriin canliligini
incelemistir. L. rhamnosus ve L. delbrueckii, L. plantarum’a gore canliligini daha
fazla koruyabilmis, 4 hafta sonunda iiriindeki sayilar sirasi ile 8,3, 7,7 ve 6,9 log
kob/ml olarak saptanmistir. Bu c¢alismada, Soguk depolama sirasinda 6nemli
miktarda probiyotik kaybi olmadigr goriilmektedir. Ayni caligmanin duyusal
testlerinde en yiiksek kabul edilebilirlik L. rhamnosus igeren tiriinde goriilmiistiir.
Yoon vd. (2004), pastorize domates suyuna probiyotik 6zellikteki Lactobacillus
acidophilus LA39, Lactobacillus casei A4, Lactobacillus delbrueckii D7 ve
Lactobacillus plantarum C3 suslarmi inokiile etmis, domates sular1 30°C’de 72
saat fermente edilmistir. Ardindan 4°C’de 4 hafta depolamaya birakilmis, domates
sularindaki probiyotiklerin sayimi yapilmistir. Depolama siiresi sonunda biitiin
srneklerde probiyotik sayilart 10° kob/ml’den yiiksek bulunmus, L. acidophilus ve
L. delbrueckii sayilar1 depolama boyunca azalma gostermemis ve sirastyla 10° ve
10° kob/ml olarak saptanmistir. Fermentasyon sonucu domates suyunun pH 3,5’¢
kadar diistiigi halde probiyotikler depolama boyunca gida icerisinde canliligini
korumustur. Lupien-Meilleur vd. (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada,
akcaagac igecegine L. rhamnosus, L. helveticus, Bifidobacterium animalis subsp.
lactis suslar1 10° ve 10 kob/ml dozlarinda farkl kombinasyonlar seklinde
inokiile edilmis, 84 giinliik depolama siiresince kiiltiirlerin canlilig1 incelenmistir.

Kombinasyonlar arasinda probiyotik sayist bakimindan anlamli bir fark
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goriilmemis, depolama siiresi sonunda sayilarin 4-6 log diizeylerinde oldugu
gozlenmistir. Lactobacillus casei NRRL B-442 susu emdirilmis elma dilimleri
10°C, 40°C ve 60°C sicakliklarda ultrasonik ve geleneksel kurutma islemine
maruz birakilmis, ardindan susun canliligi incelenmistir. Baslangigtaki
mikroorganizma sayis1 8.5 + 0,5 log kob/ml olarak belirlenmistir. L. casei 1siya
duyarli bir mikroorganizma oldugundan, tiiriin canliligt 1s1l islem ve islemin
uygulanma stiresi ile dogrudan baglantilidir. Ultrasonik kurutma islemi ile,
geleneksel kurutmaya gore sus canliligit daha yiliksek oranda korunmustur.
60°C’de kurutma ile, 10°C ve 40°C’deki kurutma islemine goére, her iki kurutma
yonteminde de mikroorganizma canliligi daha fazla korunmustur. 60°C geleneksel
kurutmada baslangi¢ mikroorganizma sayisinda canli kalma oranmi %70 iken,
ultrasonik kurutmada %80’den fazla canli kalma saptanmistir. 60°C ultrasonik
kurutma igleminden sonra elma dilimlerindeki son mikroorganizma sayist 10°
kob/ml olarak saptanmistir. Bu sonug ile, probiyotik iceren siispansiyon inokiile
edilmis elma dilimlerinde ultrasonik kurutma isleminin probiyotik canliligim
yiikksek sayida korudugu saptanmistir (Rodrigues vd., 2018). Nualkaekul vd.
(2011), Bifidobacterium longum NCIMB 8809 susunun 6 hafta boyunca model
¢ozelti igindeki in vitro canliligini arastirmistir. Model ¢ozelti 50 g/1 siikroz, 25 g/l
glukoz, 25 g/l fruktoz ve degisen miktarlarda sitrik asit (2-15 g/l), protein (0-10
g/l) ve diyet lifi (0-8 g/l pektin) olacak sekilde pH 3,2-4 araliginda 31 ¢ozelti
hazirlanmistir. Cozeltilerin baslangic mikroorganizma yiikii 10% kob/ml olacak
sekilde, 31 adet ¢ozeltiye kiiltiir inokiile edilmis, 6 hafta boyunca 4°C’de analiz
edilmek tizere depolanmistir. pH’1 3,2 gibi ¢ok diisiik olan 6rneklerde hiicre
konsantrasyonu ilk haftadan itibaren azalma gdstermistir. Yiksek pH degeri ve
yiiksek miktarda sitrik asit, protein ve diyet lifi igeren Orneklerde daha fazla
canlilik goriilmiistiir. De Bellis vd. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada, farkli tuz
konsantrasyonlarindaki zeytin salamurasina probiyotik Lactobacillus paracasei
IMPC2.1 susu inokiile edilmistir. Fermentasyonun 1, 10, 20, 30 ve 90. Giiniinde
zeytinler analiz edilmistir. Kullanilan sus zeytindeki dogal laktik asit bakterisi
(LAB) popiilasyonunu domine etmis ve zeytin ylizeyine basarili bir sekilde
geligmistir. 30 giinliik fermentasyon sonunda salamuranin pH degeri 5’e diigmiis
ve 90 giinliikk depolama siiresi boyunca bu degerde kalmistir. Bu ¢alisma ile,
yiiksek kalitede ve probiyotik 6zellikte zeytin liretiminde Lactobacillus paracasei

IMPC2.1 susunun uygun Ozellikte oldugu anlasilmistir. Aymi c¢alismada,
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salamurada baskin olarak tanimlanan tiirler; Lactobacillus coryniformis, L.
paracasei, L. plantarum, L. pentosus, L. rhamnosus, L. brevis, L. mali, L.
vaccinostercus, L. casei, Leuconostoc mesenteroides, Leuc. pseudomesenteroides,
Lactococcus lactis, Weissella paramesenteroides, W. cibaria, Enterococcus
casseliflavus ve E. italicus olarak belirlenmis ve L. pentosus en fazla izole edilen
tir olmustur. Oh vd. (2017) tarafindan yapilan bir ¢alismada yabanmersini
meyvesi, probiyotik Bacillus amyloliquefaciens ve Lactobacillus brevis bakterileri
ve Starmerella bombicola mayasi ile fermente edilmistir. 96 saatlik fermentasyon
sonunda iriiniin antioksidan, antibakteriyel ve toplam fenolik bilesen degerleri
Ol¢iilmiigtiir. Kullanilan ii¢ tiiriin de fermentasyon sonuna kadar canliliini
korudugu belirlenmistir. Probiyotik iceren orneklerin, kontrol 6rnegine gore ¢ok
daha fazla serbest radikal temizleme aktivitesi oldugu goriilmiistiir. Diger bir
calismada, Lactobacillus rhamnosus R0011 susu elma-armut-ahududu karisimi
meyve suyuna 4,5x10° kob/250 ml diizeyinde inokiile edilmistir. Probiyotik
inokiile edildikten sonra ticari meyve sular1 2 hafta ve 4 hafta bekletilmistir. 5
hafta boyunca 7°C’de depolanan 6rnekler her hafta analiz edilmistir. 5 haftalik
depolama sonunda susun canlilifinin %75 oraninda azaldigr gozlenmistir. L.
rhamnosus canlilign bakimindan 2 ve 4 hafta olgunlastirilan orneklerde
istatistiksel acidan bir fark goriilmemistir. Orneklerin pH degerleri 3,63 ve 3,90
arasinda saptanmistir. Kontrol ve probiyotik iceren orneklerdeki pH degerleri 0.1
degerinde farklilik gostermistir. Lactobacillus rhamnosus’un varligi pH degerinde

istatistiksel olarak bir fark olusturmamistir (Champagne vd., 2008).

Alves vd. (2016), tarafindan yapilan ¢alismada ticari portakal suyuna L.
casei inokiile edilmis, 30°C’de 20 saat inkiibe edilmistir. Ardindan probiyotik
portakal suyu sprey kurutma ve akiskan yatak yontemi ile farkli parametrelerde
kurutmaya tabi tutulmustur. Kurutma isleminden sonra probiyotik sayisinin 0.25
ile 4,75 log arasinda azalma gosterdigi goriilmiistiir. Akiskan yatak ile kurutmanin
sprey kurutmaya goére probiyotik canliligini korumada daha etkili oldugu
saptanmistir. Alves vd. (2017) tarafindan yapilan diger bir ¢alismada, probiyotik
L. casei NRRL B-442 igeren portakal suyu akiskan yatakli kurutucuda 60, 70, 80
ve 90°C’de kurutulmus, diisiik sicakligin mikroorganizmanin canliligin
stirdiirmesi i¢in daha uygun oldugu belirlenmistir. Depolama siiresi boyunca

yiiksek sicakligin (80°C ve 90°C) mikroorganizma sayisim1 olumsuz etkiledigi
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belirtilmis, fakat 60°C’de kurutuldugunda ise {iriiniin daha yiiksek a, degerine
sahip oldugu saptanmis, bu da probiyotiklerin canli kalmasimi olumsuz
etkilemistir. L. casei NRRL B-442 susu i¢in en uygun kurutma sicakliginin 70°C
oldugu belirlenmistir. Chavez ve Ledeboer (2007), tarafindan yapilan ¢alismada,
farkl1 kurutma yontemlerinin farkli sicakliklarda uygulanmasinin probiyotik
Bifidobacterium lactis BB12 susunun canliligina etkisi incelenmistir.
Probiyotiklerin canliligini desteklemek amaciyla ortama agirlikga %20 oraninda
gam, soya proteini ve maltodekstrinin farkli kombinasyonlarda karigimlari
eklenmistir. Sprey kurutma ve vakum kurutma yontemleri kombine edilmis,

probiyotikler 3 aylik periyot boyunca 30°C’de canliligini siirdiirmiistiir.

Rascon vd. (2018), tarafindan yapilan ¢alismada, muz dilimleri 10° kob/g
diizeyinde L. rhamnosus LC705 ve %50 (g/g) siikroz igeren hipertonik ¢ozelti
icerisine daldirilmistir. Muz dilimleri daha sonra -85°C, 1 Pa’da 72 saat boyunca
kurutmaya tabi tutulmustur. Muz dilimlerindeki baslangi¢c mikrobiyal yiik 10 log
olarak olgiiliirken, 6 saat sonunda 9,40 log degerine diismiistiir. Ayn1 ¢alismada su
aktivitesinin, L. rhamnosus’un canliligina etkisi incelenmis, 42 giin boyunca farkli
aw degerlerinde L. rhamnosus susunun canliligi incelenmis, bu periyot sonunda L.
rhamnosus sayisinin 2-5 log arasinda oldugu belirlenmistir. Su aktivitesi arttik¢a
canliliginin  azaldig1 goriilmustiir. 0.327°den daha yiiksek su aktivitesi
degerlerinde susun canlilifinin daha hizli sekilde azaldig1 saptanmistir. Bu degerin

sus icin kritik deger oldugu belirlenmistir.

Probiyotiklerin gidada canliligint uzun siire koruyabilmesi bir¢ok faktore
baghdir. Probiyotikleri olumsuz ortam kosullarindan korumak amact ile
enkapsiilasyon yontemi kullanilmaktadir. Ayrica prebiyotikler de probiyotiklerin
gelisimini  destekleyici elementler olarak probiyotik iceren gida ortamina

eklenmektedir.

2.3.2.1 Enkapsiilasyon

Probiyotiklerin gelisimi i¢in ortamin pH degeri belirli diizeyde olmalidir.
Asitligi yiiksek ortamlarda probiyotik kiiltiiriin gelisimi azalmaktadir. Bu nedenle,

kiiltirlin gesitli polimerlerle kaplanarak gidaya ilave edilmesi seklinde tanimlanan
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enkapsiilayon teknolojisi gelistirilmistir (Antunes et al., 2013). Enkapsiilasyon,
kat1 s1v1 ya da gaz materyallerin spesifik kosullar altinda i¢lerindeki bilesenlerin
salinmasina izin verecek bicimde, kapsiil seklinde paketlenmesi islemidir (Anal ve
Singh, 2007). Mikroenkapsiilasyon teknolojisi probiyotiklerin gelisimi igin
anaerobik ortam kosullar1 saglamakta ve hassas tiirler icin fiziksel bariyer
olusturmaktadir (Antunes et al., 2013). Bu amagla ekstriizyon, emiilsiyon, sprey
kurutma gibi farkli islemler kullanilabilir (Kavitake et al., 2017). Antunes vd.
(2013) tarafindan yapilan  bir c¢alismada, agerola meyvesinin nektarina
mikroenkapsiile halde B. animalis subsp lactis BB-12 susu inokiile edilmis ve
nektar iginde susun canliligl incelenmigtir. 35 gilinliik depolama sonunda
enkapsiile haldeki sus iceren ornekte, serbest haldeki sus iceren 6rnege gore 2 log

daha fazla B. animalis oldugu belirlenmistir.

Nualkaeul vd. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada L. plantarum NCIMB
8826 susu 3x10® kob/ml diizeyinde kitosan ile kaplanmus sekilde nar suyuna ve
ayrica gastrik ¢ozeltiye inokiile edilmis, 37°C’de inkiibe edilmistir. Baslangic
anindan itibaren 4 saat boyunca saat basi gastrik ¢cozeltiden bir miktar alinmis ve
¢ozeltideki L. plantarum sayisi belirlenmistir. Nar suyu ise 6 hafta boyunca
4°C’de depolanmustir. L. plantarum gastrik ¢ozeltide serbest halde ilk haftadan
itibaren canlihgimi kaybederken, kitosan kapli 6rneklerde 3,8-5,2 log kob/ml
arasinda canli hiicre saptanmistir. Kitosan tek ve ¢ift tabaka olarak iki sekilde
kaplanmig, c¢ift tabakali olan Ornekte L. plantarum’un canliligini daha fazla
stirdiirdigii belirlenmistir. Nar suyu 6rneginde ise L. plantarum kontrol drneginde
4. haftada canlihigimi kaybederken, kitosan kapli 6rneklerde 5,7-6,6 log birim
diizeyinde canliligin1 siirdirmiistiir. Kitosan kapli orneklerde L. plantarum’un
baslangi¢ degerinden 2-2,9 log arasi azalma oldugu goriilmiistiir. Orneklerin pH
degeri incelendiginde, nar sularinda son pH 3,20-3,63 arasinda, gastrik ¢ozeltide
ise 1,58-1,78 arasinda saptanmistir. Kitosan kaplamanin L. plantarum’u gastrik

¢ozeltinin ¢ok diisiik pH degerlerinden korudugu anlagilmaktadir.

Darjani vd. (2016), tarafindan yapilan ¢alismada gastrik ¢ozelti i¢indeki L.
casei’nin stabilitesine iniilinin, kitosan kapl aljinat mikrokapsiilii ve kitosan kapl
olmayan aljinatin etkisi arastirilmigtir. Kitosan kaplamasmin en iyi canlilig

sagladigr saptanmis, L. casei sayisinda yalmzca 2,7-2,9 log birim azalma
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goriilmiistiir. Kitosan kaplamali olmayan aljinat tanelerinin gastrik ¢ozeltide 30-

60 dk icerisinde parcalandigi gozlenmistir.

2.3.2.2 Prebiyotikler

Prebiyotikler, probiyotik mikroorganizmalarin gelisimini stimiile eden
sindirilmeyen besin Ogeleridir. Meyve, sebze ve tahillar iyi birer prebiyotik
kaynagidir (Antunes et al., 2013). Nazzaro et al., (2008) tarafindan yapilan
calismada, L. bulgaricus ve L. rhamnosus ile fermente edilen havu¢ suyundaki
probiyotik canliligina iniilin veya FOS’in etkisi arastirilmistir. Her iki tiir de 48
saat sonunda 5x10° kob/ml diizeyine ulasmus, 4 haftalik depolama sonunda
probiyotik sayis: 3x10° kob/ml diizeylerinde goriilmiistiir. Baslangigtaki (pH 4,8-
4,9) pH degeri ise 4 hafta sonunda pH 3,5-3,7 degerlerinde saptanmustir.

Bifidobacterium breve 46, Bifidobacterium lactis 8:8 ve Bifidobacterium
longum 6:18 suslarinin ve ti¢ referans susun; B. breve CCUG 24611, B. lactis
JCM 10602, ve Bifidobacterium pseudocatenulatum JCM 1200 asit ve safra
toleransi, prebiyotik kullanimi1 ve 4 adet C. difficile susuna karsi antimikrobiyal
etkisi incelenmistir. Biitiin suslarin C. difficile suslarina karsi antimikrobiyal
aktivite gosterdigi belirlenmigtir. Safra c¢ozeltisi icerisinde Bifidobacterium
longum 6:18 hari¢ biitiin suslar %90°dan daha fazla canlilik gostermistir
(Kondepudi vd., 2012). L. acidophilus L10, Bifidobacterium animalis lactis B94
ve L. casei L26 suslarinin canliligina farkli prebiyotiklerin etkisi incelenmis, L10
susunun  maksimum  gelisimi  siras1  ile; soya oligosakkariti  (SOS),
fruktooligosakkarit (FOS) ve iniilin ilavesi ile olmustur. B94 susunun maksimum
gelisimi ise sirast ile SOS, rafinoz, FOS, B-glukan hidrolizati, iniilin ve Fibregum
TAN (%90’dan fazla diyet lifi iceren, arabik gamdan elde edilen ticari bir
prebiyotik) ile gerceklesmistir. L26 susunun maksimum gelisimi ise sirasi ile
FOS, iniilin, SOS, B-glukan hidrolizati ve P-glukan konsantresi ortaminda
olmustur. Prebiyotiklerin, farkli probiyotik suslarin gelisimine farkli oranlarda

etki ettigi goriilmektedir (Su vd.,2007).

L. salivarius spp. Salivarius CECT 4063 ile zenginlestirilmis mandalina

suyunun fonksiyonel 6zelliklerine trehaloz ve homojenizasyon basincinin etkileri
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aragtirtlmistir. Meyve sular1 0, 20, 100 MPa basinglarda ve 0, 100 ve 300 g/kg
miktarda trehaloz ile homojenize edilmistir. CECT 4063 susu 0, 1, 2, 3, 7, 10.
giinlerde 4°C’de analiz edilmistir. Trehaloz ilavesi meyve suyunun yogunluk ve
viskozitesinde anlamli derecede (p<0.05) farkliliga yol agmustir. 300 g/kg trehaloz
ilavesi, ortamdaki ozmotik basinCin artmasma ve L. salivarus gelisiminin diisiik
olmasina yol acarken, 100 g/kg trehaloz ilavesi yapilan meyve suyunda L.
salivarus’un gelisimine olumsuz etkisinin olmadigi goriilmektedir. En fazla L.
salivarus sayis1 20 MPa basingta homojenize edilen meyve suyunda goriilmiis, 7.
glinlin sonuna kadar baslangi¢ sayisinda kalabilmistir. 10. giinlin sonunda ise 1-2
log birim azalma gostererek L. salivarus sayist 6.77 log kob/ml diizeyinde
bulunmustur (Betoret vd., 2017).

Sireswar vd. (2017) tarafindan yapilan calismada, malt ekstrakti ile
zenginlestirilmis elma suyuna L. plantarum, L. rhamnosus GG, L. acidophilus ve
L. casei Shirota inokiile edilmistir. Malt ekstrakti igermeyen elma sularinda
probiyotiklerin canliligini uzun siire koruyamadigi rapor edilmistir. Bu sonucun
elma suyundaki diisik pH degerlerinden (2,8-3,5) kaynaklandigi belirtilmistir.
Malt ekstrakti ile zenginlestirilmis elma suyunda ise probiyotik suslar 14. giiniin
sonuna kadar 8 log kob/ml diizeylerinde canlilik gostermistir. Charalampopoulos
vd. (2003), tarafindan yapilan ¢aligmada pH’1 2.5 olan fosfat tamponu ¢ozeltisi
icinde Lactobacillus plantarum, Lactobacillus acidophilus ve Lactobacillus
reuteri’nin canliligina, malt, bugday ve arpa ekstraktlarinin etkisi arastirilmistir.
Tahil ekstrakti igermeyen Orneklerde probiyotiklerde anlamli diizeyde azalma
tespit edilmistir. L. plantarum sayis1 malt ekstrakti ile kontrole gére 4 log birim,
arpa ve bugday ekstrakti ile birlikte 3’er log birim artis gostermistir. L.
acidophilus ve L. reuteri sayisi da tahil ekstrakti iceren ¢ozeltiler igerisinde
belirgin derecede artis gostermistir. Bu c¢alismanin sonuglarna gore, tahil
ekstraktlarinin  belirtilen probiyotikleri diisiik pH ortamlarindan koruyucu

ozellikte oldugu saptanmaistir.

Tam yulaf unu, fonksiyonel iiriin gelistirilmesi amaci ile L. plantarum susu
ile fermente edilmistir. 7, 14 ve 21. depolama giinlerinde susun canlilig1
incelenmis ve triiniin fizikokimyasal ve duyusal analizleri yapilmistir. Depolama

siiresi sonunda sus canhhig 5x10° kob/ml diizeylerinde saptanmistir. Tahil
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substratlarin probiyotik gelisimi ve canlilig1 i¢cin uygun bir gida matrisi oldugu
goriilmektedir (Russo vd., 2016). Salmeron vd. (2015) tarafindan yapilan
calismada, Lactobacillus acidophilus NCIMB 8821, Lactobacillus plantarum
NCIMB 8826 ve Lactobacillus reuteri NCIMB 11951 ile fermente edilen tahil
iceceklerinin belirli periyotlarda fizikokimyasal, mikrobiyolojik ve duyusal
analizleri gerceklestirilmistir. U¢ susun da tahil ortamina adapte oldugu, duyusal
ve fizikokimyasal 6zelliklerinin uygun oldugu belirlenmistir. 37°C, 10 saatlik
fermantasyon sonunda biitiin suslarin 7.76-8.11 log kob/ml araliginda canlilik
gosterdigi saptanmistir. Gida ortaminin pH degeri 3,27-3,72 araliginda saptanmis,
probiyotikler bu pH degerlerinde canliliklarini koruyabilmistir. Uriinlerin kabul
edilebilirlik degerleri incelendiginde L. plantarum igeren {iriiniin en yiiksek puani
elde ettigi goriilmiistiir. Gupta ve Bajaj (2017), tarafindan yapilan bir ¢aligmada,
L. plantarum M-13 susu ve bal kullanilarak fermente yulaf unu iiretilmistir. 4°C
ve 25°C’lik 4 haftalik depolama siiresi boyunca probiyotik canliligi, pH degisimi,
seker, toplam laktik asit miktar1 analiz edilmistir. Ayn1 zamanda
Enterobacteriaceae, kiif ve maya sayimlari da yapilmistir. Oda sicakliginda
depolanan iiriinde 3 hafta boyunca L. plantarum canliligin1 basarili bir sekilde
stirdiiriirken, 4. haftanin sonunda canliligin1 kaybetmistir. Buzdolab1 sicakliginda
saklanan iiriinde ise 4. haftanin sonunda 13 log kob/ml diizeyinde canlilik
goriilmiistiir. Baglangi¢ sayis1 olan 16 log kob/ml’de yalnizca 2 birim azalma
oldugu saptanmistir. Toplam asit liretimi oda sicakliginda depolanan iiriinde 2.16
¢/100 ml iken, buzdolabi sicakliginda depolanan {iriinde 1,74 ¢g/100 ml olarak
belirlenmistir. pH degeri oda sicakliginda baslangic degeri 3,8’den 2’ye azalirken,
buzdolab1 sicakliginda 4 olan baslangi¢ degeri yalnizca 3,8 degerine azalmustir.
Toplam seker iiretimi depolama sicakligina bagli degisim gOstermemis, iki
ornekte de 0.05 g/100 ml diizeyinde seker saptanmistir. Calismanin sonuglar
incelendiginde, fermente yulaf ununun probiyotik L. plantarum susunun
gelisimini destekledigi goriilmektedir. Her iki ornekte de, ilk haftada maya
gelisimi gozlenmis, ikinci hafta sonunda kiif gelisimi de gozlenmis, fakat iki
depolama sicakliginda da 4 hafta sonunda bile Enterobacteriaceae

gozlenmemistir.

Pimentel vd. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada, L. paracasei igeren

probiyotik elma suyunda siikraloz veya oligofruktoz ilavesinin iriiniin kalite
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Ozelliklerine etkisini aragtirmistir.  Probiyotik ilavesinin  meyve suyunda
bulaniklig1 artirdig1 fakat duyusal 6zelliklerini degistirmedigi saptanmigtir. Ayni
sekilde siikraloz veya oligofruktoz ilavesinin {irliniin lezzetinde bozulmaya yol
acmadigr belirlenmis, bu iki bilesenin meyve suyunda seker ikamesi olarak

kullanilabilecegi belirtilmistir.

Kemsawasd ve Chaikham (2018) tarafindan yapilan ¢alismada, dut yapragi
ckstrakti iceren soya siitiinden yapilan yogurttaki Lactobacillus casei 01 ve
Lactobacillus acidophilus La-5 suslarimin 4°C depolama sicakliginda 30 giin
boyunca canli kalma durumu arastirilmistir. L. casei susunun canli kalma
oraninin, dut yapragi ekstrakti igeren ve icermeyen 6rnekte de La-5 susuna kiyasla
daha fazla oldugu goriilmiistir. Depolama siiresi sonunda ekstrakt iceren ve
icermeyen Orneklerde L. casei ve L. acidophilus sayilari siras1 ile 5,95 ile 7,02 log
arasinda saptanmistir. Dut yapragi ekstrakti her iki probiyotik susun canliliginda
anlaml bir farklilik olugturmamistir (p>0.05). Ancak dut yaprag: ekstrakti igeren
orneklerin antioksidan kapasitesi igermeyen Orneklere gore anlamli derecede
farkli ¢ikmistir. Chaikham (2015) tarafindan yapilan ¢alismada, aljiinat ve bitki
ekstraktlar1 (Anacardium occidentale, Tiliacora triandra, Centella asiatica) kapl
probiyotiklerin  meyve sularindaki stabilitesi aragtinlmigtir. L. casei 01, L.
acidophilus La-5 ve Bifidobacterium lactis Bb-12 suslar1 kullanilmistir. 30 giinliik
depolama sonunda A. occidentale kapli L. casei 01 susunun, diger ekstraktlar ile
kapli olandan daha fazla miktarda bulundugu saptanmistir. Bu bitki ekstraktlarinin
suslarin stabilitesindeki etkisi yesil cay ekstraktinin etkisi ile karsilagtirilmis, A.
occidentale ve yesil ¢ay ekstraktlarinin suslarin stabilitesini 30 giine kadar
korudugu saptanmistir. Enkapsiile L. casei 01 ve ve B. lactis Bb-12 suslar, L.

acidophilus La-5’e gore daha fazla canlilik gostermistir.

Peredo vd. (2016) tarafindan yapilan c¢aligmada {i¢ dogal prebiyotik
(patates nisastasi, Plantago psyllium ve iniilin) ve aljinat ile birlikte enkapsiile
edilmis, L. casei Shirota, L. plantarum Lp 33 ve Lp 17 suslarinin gastrointestinal
sistemdeki canliligi arastirtlmigtir. P.psyllium ve iniilin, aljinatla birlikte ko-
enkapsiile sekilde en yiiksek oranda canlilik saglamistir (Lp17 i¢in %94, Lp 33
icin %78). Probiyotiklerin enkapsiilasyonunda en c¢ok kullanilan materyal

aljinattir. Ancak aljinat, asidik ortamlarda stabilitesini koruyamamakta, bu



23

nedenle bagka polimerler ile karigim halinde ya da polimerin aljinatin {izerine
kaplanmasi ile uygulamalar yapilmaktadir (Shi vd., 2013). L. bulgaricus aljinat-
siit ile ekstrliizyon yontemi kullanilarak enkapsiile edilmis, diisiik pH (pH 2,0 ,
2,5), yiiksek safra tuzu konsantrasyonu (%1.0-2.0) ortamlarina L. bulgaricus’un
toleransi arastirilmistir. Safra tuzu ortaminda enkapsiile 6rnekte canlilik 2 saate
kadar korunurken (7,86 log), serbest haldeki 6rnekte 1 saatte baslangi¢ degeri 10
log olan sayinin belirleme diizeyinin altina diistiigii belirlenmistir. Baslangig L.
plantarum sayis1 10 log olan mikrokapsiillerde, pH 2 olan ortamda 2 saat sonunda
1-2 azalma meydana gelirken, pH 2,5 olan 6rnekte baslangi¢ sayis1 korunmustur.
Depolama siiresi (4°C’de 1 ay) boyunca mikrokapsiilerdeki L. plantarum
baslangigtaki sayisin1 korurken, serbest haldeki ornekte 10 log’dan 2.3 log
degerine azalma oldugu goriilmiistiir (Shi vd., 2013). Li vd. (2011) tarafindan
yapilan g¢aligmada, L. casei aljinat/kitosan/karboksimetil kitosan kompleksi ile
kaplanmis, 4°C’de 4 haftalik depolama sonunda 8 log degerinde canlilik
saptanmigtir. pH’1 2 olan ortama 2 saat maruz birakilma sonucu L. casei sayisi
7,91 log ve %]1’lik safra tuzu ortamina 6 saat maruz birakilma sonucu ise 7.42 log
canlilik gozlenmistir. Kullanilan kaplama materyallerinin L. casei’yi stres
kosullarindan korumada etkili oldugu belirlenmistir. Pranckute vd. (2016)
tarafindan yapilan calismada, yogurttan izole edilmis 7 probiyotik bakteri susu
oligosakkaritler ile kiiltiire edilmistir. Biitiin suslarin glukozu en iyi kullandigi,
pullulandan elde edilen oligosakkaritlerin ise probiyotikler tarafindan etkili bir
bicimde kullanilamadigi rapor edilmistir. Suslarin oligosakkaritleri kullanma

yeteneginin susa 6zgili oldugu vurgulanmistir.

2.4 Probiyotiklerin Antimikrobiyal Ozellikleri ve Insan Saghigina Etkileri

Probiyotiklerin, patojen mikroorganizmalara karst inhibitif etkisi
bilinmektedir. Thirabunyanon ve Thongwittaya (2012) tarafindan yapilan
calismada Salmonella Enteritidis’in yeni bir probiyotik olan Bacillus subtilis’in
bagirsak epitelyum hiicrelerine invazyonu iizerine etkisi arastirilmistir. S.
Enteritidis sayis1 epitel hiicrelerde 4,8 log olarak saptanirken, B. subtilis ile
birlikte inkiibe edildiginde 3,9 log degerlerinde saptanmistir. Fredua-Agyeman vd.
(2017) tarafindan yapilan calismada, bazi ticari probiyotiklerin Clostridium

difficile gelisimine etkisi izotermal mikrokalorimetri yontemi kullanilarak
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aragtirllmistir. Bu, mikroorganizmanin gelismesini ger¢ek zamanli olarak
izlenmesine olanak veren bir yontemdir. Calismada L. acidophilus LA-5®, B.
lactis BB-12®, Probio 7®, Symprove ™ probiyotikleri C. difficile ile birlikte
Brain Heart Infusion Broth’a inokiile edilmis, ortama %0.1 L-sistein hidroklorit
ve % 0.1 sodyum taurokolat ilave edilmistir. Sonuglara goére, C. difficile pH
degerlerinden bagimsiz olarak biitiin probiyotikler tarafindan inhibe edilmistir.
Probiyotiklerin organik asit tiretiminden ayr1 olarak, C. difficile inhibisyonuna
neden olacak baska bilesikler de iiretmis olabilecegi belirtilmistir. C. difficile
gelisimi en fazla pH 6.45-6.9 arasinda gozlenmistir. Burke ve Moore (2017)
tarafindan yapilan ¢alismada B. subtilis PB6 susunun atlarda hastalik yapan alti
patojene karsi antagonistik etkisi arastirilmistir. B. subtilis PB6 susunun test
patojenlere karsi inhibisyon etkisi oldugu belirlenmis ve inhibisyon zonlari; C.
perfringens, Streptococcus equi, Rhodococcus equi ve C. difficile igin sirasi ile 18,
10,89, 9,11 ve 13,33 mm olarak saptanmustir. E. coli ve S. Typhimurium
suslarinda ise inhibisyon zonu saptanmamistir. Collado vd. (2007) tarafindan
yapilan ¢alismada, farkli probiyotik tiirlerin kombinasyonunun, insan ince
bagirsak mukozasinda patojenlerin tutunmasini inhibe etme o6zellikleri in vitro
ortamda arastirilmistir. Calismada Lactobacillus rhamnosus GG, L. rhamnosus
LC705, B. breve 99 ve Propionibacterium freudenreichii ssp. Shermanii JS tiirleri
kullanilmistir. Tirler tek baslarina ve diger tiirler ile birlikte kullanildiginda
patojenlerin mukusa tutunmasii farkli oranlarda inhibe etmistir. Adhezyon
inhibisyonunun susa spesifik bir 6zellik oldugu tespit edilmistir. Prabhurajeshwar
ve Chandrakanth (2017) tarafindan yapilan ¢alismada lor peynirinden30 adet
Lactobacillus spp. izole edilmis, bunlardan 16 tanesinin potansiyel probiyotik
ozellikte oldugu belirlenmistir. Probiyotik olarak belirlenen tiirlerin S.aureus
(MTCC 96), Enterococcus faecalis (MTCC439), Klebsiella pneumonia (MTCC
432), Pseudomonas aeruginosa (MTCC 7925), E. coli (MTCC 443), Salmonella
typhii (MTCC734) ve Shigella spp. (MTCC 13313) iizerine antagonistik aktivitesi
agar diflizyon metodu ile test edilmistir. Probiyotikler ortalama 15-25 mm
arasinda inhibisyon meydana getirdigi, bazi suslarin ise daha yiiksek inhibisyon
etkisi oldugu goézlenmistir (28-32 mm). Antimikrobiyal etkinin, probiyotikler
tarafindan tretilen organik asitler, bakteriyosinler ve hidrojen peroksit

bilesiklerinden kaynaklandigi tahmin edilmektedir.
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Iglesias vd. (2017), tarafindan yapilan ¢alismada, Lactobacillus rhamnosus
GG ve Lactobacillus acidophilus La-5 suslariin Salmonella enterica ve Listeria
monocytogenes’a karst antagonistik etkisi incelenmistir. Bu amagla, taze armut
suyuna belirtilen suslar farkli kombinasyonlarda inokiile edilmistir. 5°C, 10°C ve
20°C’de meyve sular1 depolanmis, patojen mikroorganizmalarm sayisi belirli
zaman periyotlarinda analiz edilmistir. L. acidophilus La-5 susu patojenlere karsi
higbir antagonistik etki gostermemis, aksine bu sus ile birlikte inokiile edilen
patojenlerin sayisinda artis oldugu gozlenmistir. L. acidophilus La-5 susunun,
patojenlerin kullanacagi bazi metabolitler iiretiyor olabilecegi belirtilmistir. L.
rhamnosus GG ile birlikte inokiile edilen Salmonella popiilasyonunda yaklagik 2
log, L. monocytogenes sayisinda ise 3 log’dan daha fazla azalma oldugu
goriilmistiir. Gram pozitif bakterilerin Gram negatiflere gore laktobasillere karsi
daha hassas oldugu bazi ¢alismalar ile belirtilmistir. Sonug olarak L. rhamnosus
GG susunun patojenlerin gelisimini kontrol etmede kullanilabilecegi saptanmis,
taze armut suyunun probiyotikler icin uygun bir gida matrisi olabilecegi

belirtilmistir.

Probiyotiklerin mikotoksinlerin  biyoerisilebilirligini azalttigi  cesitli
caligmalarla ortaya konmustur. Kabak ve Ozbey (2012) tarafindan yapilan bir
calismada, Bifidobacterium longum, L. rhamnosus, L. acidophilus’un iki susu ve
L. casei Shirota’nin, farkli gida matrislerindeki aflatoksinlerin biyoerisilebilirlik
degerlerinde %13-%35 arasinda azalmaya neden oldugu belirlenmistir. En yiliksek
azalmanin L. acidophilus, en diisiik azalmanin ise L. casei Shirota ile saglandigi
rapor edilmistir. Benzer sekilde, Saladino vd. (2018) tarafindan yapilan ¢alismada,
Lactobacillus spp. ve Bifidobacterium spp. in vitro ortamda, gidadaki aflatoksin
biyoerisilebilirligini azalttig1 tespit edilmistir. En fazla azalma Lb. johnsoni, Lb.
reuteri, Lb. plantarum, Lb. casei tarafindan saglanmistir. Biitiin suslar AFB; ve

AFB; miktarinda sirasi ile %76 ile %98 oraninda azalma saglamistir.

Braiek vd. (2018) tarafindan yapilan bir caligmada, taze karidesten 8 adet
laktik asit bakterisi izole edilmis, bunlarin Enterococcus lactis suslari oldugu
belirlenmigstir. Tanimlanan suslar bagirsak enzimlerinin bulundugu kosullarda
diisiik pH ve safra asidine karsi direng gOstermis, ayrica giiglii kolonizasyon ve

adhezyon o6zelliklerinin oldugu saptanmistir. Biitlin suslarin antibiyotiklere karsi
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duyarh oldugu tespit edilmis ve higbir viriilans faktorii saptanmamustir. E. lactis
suslarinin umut vadeden probiyotik 6zellikler gosterdigi ve starter kiiltlir olarak
kullanilma potansiyeli oldugu belirtilmistir. Baz1 E. faecium ve E. faecalis suslari
da probiyotik 6zellik gostermekte ve genellikle farmasotik —alanda
kullanilmaktadir. Bu probiyotikler; diyareye, antibiyotik kaynakli diyareye ve
huzursuz bagirsak sendromuna karsi tedavi edici 6zellikte olup, immiin sistemi

gliclendirici ve kolesterol diisiirticii etkileri de bulunmaktadir (Franz vd., 2011).

Son yillarda probiyotik ve prebiyotiklerin kombinasyonu olarak
adlandirilan sinbiyotik terimi sik¢a kullanilmaktadir. Kojima vd. (2016) tarafindan
yapilan ¢alismada, oral patojenlere karsi sinbiyotiklerin  gelistirilmesi
arastirllmistir. Bu amag ile farkli Lactobacillus suslar1 izole edilmis, farkli
sakkaritler ile kombine edilmis ve Candida albicans, Streptococcus mutans ve
Porphyromonas gingivalis patojenleri ile birlikte kiiltire edilmistir. 40
Lactobacillus tiirinden 29 tanesi C. albicans’in gelismesini inhibe etmistir.
Porphyromonas gingivalis i¢in disk diflizyon yontemi uygulanmis, 9-12 mm
arasinda inhibisyon zonu gdzlenmistir. S. mutans’in irettigi ¢dziinmeyen
glukanlar iizerine inhibitif etki gostermistir. Chapman vd. (2014) tarafindan
yapilan g¢alismada, idrar yolu patojenleri olan Escherichia coli NCTC 9001 ve
Enterococcus faecalis NCTC 00775 iizerine tek ve karisik probiyotik tiirlerin
inhibitif etkisi arastirilmistir. L. acidophilus NCIMB 30184, L. fermentum
NCIMB 30226, L. plantarum NCIMB 3018 ve L. rhamnosus NCIMB 30188
probiyotikleri kullanilmis, patojenlerin inhibisyonunun goézlenmesi amact ile
biyofilm olusumu incelenmistir (Crystal Violet Assay). E.coli’yi tek basina sadece
L. rhamnosus inhibe edebilmis, probiyotik karigimlarinin hepsinde inhibisyon
gortilmistiir. E. faecalis’i en etkili L. plantarum inhibe etmis, karisimlardan ise en
etkilisi ticari kiiltiir olan Bio-Kult olmustur. Tek ve karisim halinde uygulanan
probiyotikler arasinda inhibisyon derecesi bakimindan belirgin bir fark
gozlenmemekle birlikte, ileriki caligmalar ile probiyotiklerin kombinasyonu
mekanizmasinin daha iyi anlasilabilecegi belirtilmistir. Tejero-Sarifiena vd.
(2012) tarafindan yapilan c¢alismada, Lactobacillus, Bifidobacterium,
Lactococcus, Streptococcus ve Bacillus tiirlerinin 15 susunun Gram pozitif ve
Gram negatif patojenlere karsi inhibisyon etkisi arastirilmistir. Kullanilan

Lactobacillus suslarinin tamami biitiin patojenlere karst inhibisyon etkisi
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gostermistir. En fazla inhibitif etkiyi Lactobacillus salivarius ssp. salivarius, L.
acidophilus, L. casei ve L. plantarum gostermistir. B. breve, Bifidobacterium spp.
icerisinde en etkili olarak saptanmig, B.infantis ise higbir inhibitif etki
gostermemistir. Lc. lactis, Lactobacillus spp. ile benzer derecede inhibitif etki
gostermis, S.salivarus ise 8 saat boyunca yalnizca bazi patojenlerde inhibitif etki

gOstermis, 8 saatten sonra ise bu etki gdzlenmemistir.

Iki B. subtilis susunun ve prebiyotik 6zellik gosteren levanin bagirsak
mikrobiyotasina ve immiin sistem {izerine etkileri arastirtlmistir. Calismanin
sonuglaria gore, her iki sus, trettigi levan ile birlikte uygulandiginda farelerin
immiin sistemi ve bagirsak mikrobiyotasi diizenlenmistir. B. subtilis ve trettigi
levanin sinbiyotik oOzellik gosterdigi ve ileriki ¢alismalar i¢in umut vadedici

oldugu belirtilmistir (Hamdy vd., 2018).

Uc farkli Lactobacillus susunun, immiin sistemi diizenleme aktiviteleri L.
rhamnosus GG ile karsilagtinnlmistir. L. paraplantarum MTCC 9483 susu,
oksidatif stres, LPS-indiikleme, patojen yayilmasi durumlarinda giiglii immiin
diizenleyici etki gostermis ve bu susun farmasdétik alanda veya gida endiistrisinde
probiyotik gida  gelistirilmesi amaciyla kullanim  potansiyeli  oldugu

vurgulanmistir (Devi vd., 2018).

Probiyotik ve prebiyotiklerin bagirsak mikrobiyotasi ile olan iligkisi
bilinmektedir. Probiyotiklerin rotaviriis ve C. difficile kaynakli diyarenin siiresini
kisaltmada rol oynadigi yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur. Saccharomyces
boulardii, L. acidophilus ve L. bulgaricus, Enterococus faecium SF68, B. longum
ve Lactobacillus GG tiirlerinin antibiyotik kaynakli diyareyi onlemede etkili
oldugu agiklanmistir. B.breve, B.longum, B. infantis, L.acidophilus, L.plantarum,
L.paracasei, L.bulgaricus ve S.thermophilus’tan olusan karisik kiiltiiriin ilseratif
kolit tiirlerine kars1 etkili oldugu belirlenmistir (Quigley, 2010). S. boulardii’nin
uzun vadede Chron hastaligini kismen iyilestirdigi belirtilmistir (Lichtenstein vd.,
2016). Fruktooligosakkaritlerin yiiksek kolesterol, yliksek kan sekeri ve bagirsak
rahatsizliklara kars1 etkili oldugu ¢aligmalar ile belirlenmistir (Yasmin vd., 2015).

Geier vd. (2007) tarafindan yapilan calismada, iltihapli bagirsak hastalig
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tedavisinde probiyotik ve prebiyotiklerin kullanim potansiyelinin oldugu ve bu

konudaki arastirmalarin artmasi gerektigi belirtilmistir.

Diinyada 350 milyondan fazla insan depresyon ve duygu durum bozuklugu
rahatsizliklar1 yasamaktadir. Bu rahatsizligin nedenleri psikolojik olabildigi gibi
fizyolojik nedenlerden de kaynaklanmaktadir. Patojen mikroorganizmalar iltihaba
neden olacak metabolitler iireterek beyin fonksiyonlarinda degisime yol agarak
depresyon, anksiyete, panik atak gibi duygu durum bozukluklarina neden
olmaktadir. Probiyotikler ise antienflamatuar metabolitler iiretmekte, beyin
fonksiyonlarimi1 ve hafizay1 gelistirmekte bu da dolayli olarak merkezi sinir
sistemini etkilemektedir. Probiyotik mikroorganizmalar igeren yogurt, peynir,
kefir, fermente sebze ve meyveler, kimg¢i, tursular ve fermente tahillar depresyon
ve anksiyeteye karsi koruma saglamaktadir (Gayathri ve Rashmi, 2017). Birgok
calismada probiyotik tiikketiminin, depresyon ve anksiyete tizerinde olumlu etkileri
oldugu belirlenmistir (Pirbaglou vd., 2016). B. longum ve B. breve ile beslenen

farelerde bilissel aktivitenin diizenlendigi saptanmistir (Savignac vd., 2015).

Kazemi vd. (2019) tarafindan yapilan calismada, probiyotik ve
prebiyotiklerin tiiketiminin majoér depresif bozukluga (MDD) karst etkisi
arastirilmistir. Depresyon geciren 81 hasta li¢ grup olarak ayrilmig; 8 hafta
boyunca bir gruba probiyotik, bir gruba prebiyotik ve diger gruba da plasebo
ilaglar verilmistir. Probiyotik verilen grupta, diger iki gruba kiyasla major depresif
bozukluk skalasinda daha diisiik puanlar goriilmiis, probiyotiklerin MDD’ye kars1
iyilestirici 6zelligi oldugu saptanmistir. ileriki ¢aligmalar ile bu etkinin daha uzun
periyotlarda incelenmesi gerektigi vurgulanmistir. Ng vd. (2018) tarafindan
yapilan ¢aligmada ise plasebo ve probiyotik tiiketen depresyon hastalarinin MDD

dereceleri arasinda istatistiksel agcidan anlamli bir fark gériilmemistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Gereg

3.1.1 Uziim ve iiziim sirasi

Uziim tursusu iiretiminde miiskiile cinsi (Vitis vinifera) beyaz iiziim
kullanilmis olup, Ttziimler Sakarya’daki yerel iireticiden temin edilmistir.
Yapincak tiziimiinden geleneksel yontem ile kaynatilarak elde edilmis iiziim sirasi
Tekirdag’daki yerel iireticiden temin edilmistir. Miiskiile tziimleri, kavanoza
eklenmek i¢in biiylik salkimlar halinde ayrilmis ve buzdolabinda saklanmustir.

Uziim siras1 ise oda sicakliginda saklanmistr.

3.1.2 Hiren koki

Uziim tursusuna konulacak hiren kokleri (Armoracia rusticana),
Tekirdag’daki yerel iireticiden temin edilmistir. Hiren kokleri yaklasik 0,5x0,5x8
cm boyundaki ¢ubuklar halinde kesilmistir. Hiren ekstraktinda kullanilacak hiren
kokleri ise dilimlenerek robottan gegirilip toz haline getirilmistir. Biitiin drnekler

buzdolabinda saklanmistir.

3.1.3 Test kiiltirleri

Lactibacillus acidophilus La-5, Chr. Hansen® firmasindan temin
edilmistir. E.coli ATCC 25922, B.cereus ATCC 10876 suslar1 Gaziosmanpasa
Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii Dog. Dr. Seniz Karabiyikli’dan, B.cereus
No:8 Hollanda ve E.coli DSM 1103 suslart Ege Universitesi Gida Miihendisligi

Mikrobiyoloji Laboratuari’ndan temin edilmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Kilturlerin hazirlanmasi

Hirenin antimikrobiyal etkisini belirlemek amaci ile yapilan

denemelerde kullanilan L. acidophilus La-5 kiiltiirii liyofilize kiiltiir kullanilarak
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gelistirilmistir. Liyofilize kiiltir 10 ml De Man Rogosa Sharpe Broth (MRS
Broth, pH 5,5£0,2, Merck)’da 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Biyokiitle 2000
g, 10 dakika 4°C’de santrifiij cihaz1 (Hettich®) ile ayrilmus, iki defa steril peptonlu
su ile kalan MRS Broth’un uzaklastirilmasi i¢in yikanmistir. L.acidophilus hiicre
konsantrasyonu 7 log kob/ml olmasi i¢in MacFarland densitometre cihazi (Grant-

bio®) kullanilarak ayarlanmistir (Valero-Cases vd., 2017).

Probiyotik 6zellikte {iziim tursusu tiretimi i¢in ise, 0,5 g liyofilize L. acidophilus

La-5 kiiltiirii, kavanoza ilave edilmistir.

E. coli ATCC 25922 ve E.coli DSM 1103 suslart Triptik Soy Broth
(TSB, pH 7,3+0,2, Merck) besiyerinde 37°C’de 16-18 saat iki defa
aktiflestirildikten sonra kullanilmistir. Hazirlanan kiiltiirler esit oranda
karistirllmistir. Baslangi¢c inokulumu tiiplerde 9 ml peptonlu su ile, istenen son
inokulum miktar1 10° kob/ml degerini elde etmek amaciyla seyreltilmistir.
MacFarland densitometre cihazi (Grant-bio®) ile istenilen popiilasyon degerine
ayarlanmistir. Her 6rnege inokiile edilen bakteri kiiltiiriiniin %0,1’lik peptonlu su
(PW, pH 7,2+0,2, Oxoid) ¢ozeltisinde seri diliisyonlar1 hazirlanmistir (Tsiraki vd.,
2018). Kiiltiir siispansiyonundaki sayity1 dogrulamak amaciyla kiiltiiriin peptonlu
suda desimal diliisyonlar1 hazirlanmig, Tripton Soy Agar besiyerine (TSA, pH
7,3£0,2, Oxoid) ekim yapilmis, 37°°de 24 saat inkiibe edilmistir. Petri sayim

sonuglarina gore kiiltiirdeki mikroorganizma sayist dogrulanmistir.

B.cereus ATCC 10876 ve B.cereus No:8 Hollanda suslar i¢in; kiiltiirler iki
kere TSB’de 30°C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra, aktiflestirilmis olan
kiiltiirler TSB besiyerine inokiile edilmistir. Logaritmik {ireme asamasinin
sonunda kiiltiir elde etmek igin 30°C’de 12 saat inkiibe edilmistir. Hazirlanan
B.cereus kiiltiirleri 1:1 oraninda karistirilmis ve densitometre cihazi (Grant-bio®)
kullanilarak 10° kob/ml diizeyine ayarlanmistir (Chen vd., 2009). Kiiltiir
siispansiyonundaki sayiy1 dogrulamak amaciyla kiiltiiriin peptonlu suda desimal
dilisyonlar1 hazirlanmis, TSA’ya ekim yapilmis, 37°de 24 saat inkiibe edilmistir.

Petri sayim sonuglarma gore kiiltiirdeki mikroorganizma sayis1 dogrulanmigtir
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3.2.2 Probiyotik iceren ve icermeyen {iziim tursularinin iiretimi ve depolanmasi

Yerel iireticiden temin edilen iiziim, hiren ve iizim sirast kullanilarak
kavanozun igerisine 1 kat lizim salkimi, 1 kat hiren c¢ubuklar1 seklinde
yerlestirilmistir. En {ist tabakaya tekrar hiren cubuklar eklenmis, kavanoz {iziim
siras1 ile doldurulmustur. Bu amagla, steril edilmis (200 cc) kavanozlar
kullanilmis olup, bir kavanoz i¢in 100 g miiskiile tiziimii, 175 ml {iziim sirasi, 20
g hiren cubugu olacak sekilde lizim tursulart hazirlanmistir. Hiren icermeyen
lizlim tursular1 i¢in de ayn1 miktarda tizlim ve sira kullanilmistir. Probiyotik igeren
iiriin gruplara probiyotik sus, iizim tursusu hazirlandiktan sonra baslangi¢
anmda ilave edilmistir. Hazirlanan iiziim tursulart 35 giin boyunca 25°C’de
olgunlasmasi igin bekletilmistir. Uriinlerin olgunlastirma siiresince haftada bir
olmak tizere ornekler alinarak mikrobiyolojik ve kimyasal analizler yapilmistir.

Uretimler iki tekrarli olarak yapilmistir.

Uziim tursusu asagida belirtilmis olan dort grup olarak hazirlanmistir.
1. Grup: Geleneksel yontem ile iiretilen tiziim tursusu

2. Grup: Hiren eklenmeden hazirlanan {iziim tursusu

3. Grup: Geleneksel iiriine probiyotik ilave edilmis tiziim tursusu

4. Grup: Hiren icermeyen yalnizca probiyotik ilavesi igeren iiziim tursusu

Sekil 2.2 Probiyotik iceren ve icermeyen iziim tursusu 6rnekleri.
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Bu sekilde hazirlanan 4 grup iiriin ile, yalniz hirenin, yalniz probiyotik
kiiltiiriin, probiyotik kiiltiir ve hirenin birlikte, iiriiniin kimyasal ve mikrobiyolojik
ozelliklerine etkileri incelenmis, ayni zamanda, hirenin probiyotik Kkiiltiiriin
canliligina etkisi olup olmadig1 arastirilmistir. Probiyotik iceren ve igermeyen
{iziim tursular1 25°C’de 35 giin olgunlastirildiktan sonra 4°C’de 5 ay siire ile
depolanmistir. Depolama siiresi boyunca ayda 1 defa olmak iizere Ornekler

alinarak mikrobiyolojik ve kimyasal analizler yapilmistir.

3.2.3 Probiyotik igeren ve igermeyen liziim tursularinin mikrobiyolojik

Ozelliklerinin belirlenmesi

3.2.3.1 Gida homojenatinin hazirlanmasi

Gida homojenatinin hazirlanmasi amaciyla, liziim tursusu 6rneklerinin sivi
kismindan 5 ¢ alinarak steril 6rnek sisesine aktarilmis ve lizerine 5 ml steril

peptonlu su (%0,1 pepton) eklenmistir.

3.2.3.2 Kiif ve mavya sayimi

Hazirlanan gida homojenatindan uygun desimal diliisyonlar hazirlanmistir.
Desimal diliisyonlardan 0,1 ml alinarak, Potato Dextrose Agar (PDA, pH 5,6+0,2
Oxoid) besiyerine yayma plak yontemiyle ekim yapilmustir. Petriler 25°C’de 5
giin inkiibe edilmistir. 15-150 arasi koloni igeren petrilerden sayim alinmistir

(FDA, 1998).

3.2.3.3 Toplam laktik asit bakterisi sayimi

Toplam laktik asit bakteri sayimi icin MRS Agar (MRS Agar, pH 5,5+0,3,
Merck) kullanilmistir. Desimal diliisyonlardan MRS Agara cift tabakali dokme
plak yontemi ile ekim yapilmis, 30°C’de 3 giin inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonunda sayim sonucu alinmistir. Boylece gidanin igerdigi toplam laktik asit

bakteri sayist belirlenmistir (Sanders, 2012).
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3.2.3.4 Lactobacillus acidophilus La-5 savyilari

L. acidophilus sayimi igin %1,5 oraninda safra ¢ozeltisi iceren MRS Agar
besiyeri kullanilmistir. Safra ¢ozeltisi i¢in 10 g safra 100 ml distile suda
coziindiiriildiikten sonra, 121°C’de 15 dk sterilize edilmistir. Hazirlanan steril
¢Ozelti kullanimdan once steril MRS Agar besiyerine aseptik kosullarda ilave
edilmistir. Desimal diliisyonlardan MRS-B agara ¢ift katli dokme plak yontemiyle
petrilere ekim yapilmistir. Probiyotik ilave edilmemis 6rneklerde de L.acidophilus

sayimmi yapilarak baslangig yiikii arastirllmistir (Gebara vd., 2015).

3.2.4 Probiyotik i¢eren ve icermeyen iiziim tursularinin kimyasal 6zelliklerinin

belirlenmesi

3.2.4.1 pH Degeri

pH olgiimii Ege Universitesi Gida Miihendisligi Mikrobiyoloji
Laboratuarinda bulunan pH probunun gida homojenatina daldirilmasi ile

belirlenmistir (Tiifek¢i ve Fenercioglu, 2010).

3.2.4.2 Titrasyon asitligi

Titrasyon asitligi potansiyometrik ydntem ile belirlenmistir. Uziim
tursusunun sivi kismindan 4 g tartilmis, 8 ml saf su ile karistirilmistir. Karigim,
manyetik balik igeren erlen icerisinde, manyetik karistiricida 0,1 N NaOH ile titre
edilmis, pH metre probunun erlene daldirilmasi ile pH degeri okunmustur. pH’in
8,1 degerini gosterdigi noktada biiretten NaOH sarfiyat1 okunmus, asagida verilen
formiile gore titrasyon asitligi tartarik asit cinsinden hesaplanmistir (Dorey
vd.,2016).

% titrasyon asitligi: V(V)x0.007x100/M(M)

3.2.4.3 Briks degeri

Gida homojenatindan 0,5 g alinarak 1 g su ile karistirilmig, karisimin briks

degeri el refraktometresi ile belirlenmistir (Muradoglu vd, 2011).
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3.2.5 Probiyotik igeren ve icermeyen iiziim tursularinin duyusal 6zelliklerinin

belirlenmesi

Duyusal test ¢oklu kiyaslama testi ile yapilmistir. Bu test 3 veya 3’ten
fazla 6rnegin degerlendirilmesi gerektiginde uygulanmaktadir. Coklu kiyaslama
testlerinde farkliligin olup olmadigi belirlendigi gibi, farkliligin derecesi de
saptanabilmekte ve drneklerin kalitesinde iyilesme veya bozulma olup olmadig:
belirlenebilmektedir. Bu amagla panelistlere 4 O6rnek bir arada sunulmus ve
panelistlerden Ornekleri bir skalaya gore degerlendirilmeleri veya tercih ya da
yogunluklarina gore siralamalart istenmistir (Onogur ve Elmaci, 2015). Duyusal

analiz formu Ek1°de verilmistir.

3.2.6 Uziim tursusunun olgunlastiriimas: ve depolanmas: sirasinda B.cereus ve

E.coli’nin canli kalma durumunun belirlenmesi

Meyve ve sebzelerde mikrobiyal floray:r kiif ve mayalar domine etse de,
patojen ve hastalik yapici bakterilerin de taze sebze ve meyvelerde bulunarak
enfeksiyonlara neden oldugu raporlanmistir. Meyveler, sebzeler ve pastorize
edilmeden iiretilen meyve sulari yetistirilme, toplanma, hasat Oncesi ve hasat
sonras1 gibi asamalarda ve gegirdigi prosesler sirasinda kontamine olabilmektedir.
Bacillus cereus ve Escherichia coli de meyve sebzelerde bulunma riski olan
tirlerdendir (Beuchat, 2002). Bu nedenle tiziim tursusunda, Gram negatif ve fekal
koliform indikatorii olan E.coli ve Gram pozitif, patojen B.cereus tiirlerinin canli

kalma durumu incelenmistir.

3.2.6.1 B.cereus ve E.coli kiiltiirlerinin iiziim tursularina inokiilasyonu

Boliim 3.2.2.2°de belirtildigi sekilde {iretilen probiyotik iceren ve
icermeyen iiziim tursularina baslangi¢ aninda iki farkli konsantrasyonda (103 ve
10° kob/ml) B.cereus veya E.coli kiiltiir siispansiyonlar: ayri ayr inokiile
edilmistir. Uziim tursularinin olgunlastirilmas1 sirasinda haftada bir defa,
depolanmasi sirasinda ise ayda bir defa 6rnek alinarak B.cereus ve E.coli sayilari
belirlenmistir. 3.2.1°de belirtildigi sekilde 10° kob/ml sayida hazirlanan kiiltiir

slispansiyonundan  uygun dillisyonlar  yapilarak 10° diizeyinde  kiiltiir
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hazirlanmistir. Kiiltiir siispansiyonundaki sayiyr dogrulamak amaciyla kiiltiiriin
peptonlu suda desimal diliisyonlar1 hazirlanmis, TSA’ya ekim yapilmig, 37°C’de
24 saat inkiibe edilmistir. Petri sayim sonuglarina gore kiiltiirdeki mikroorganizma
sayis1 dogrulanmistir. Kiiltiirtin 10° kob/ml igeren diliisyonu diisiik doz kiiltiir
iceren iiziim tursusuna inokiile edilmistir. 10° kob/ml olan kiiltiir de yiiksek doz

inokiilasyon yapilacak tiziim tursusu 6rneklerine inokiile edilmistir.

3.2.1’de belirtildigi sekilde 10° kob/ml sayida hazirlanan kiiltiir
siispansiyonundan  uygun diliisyonlar  yapilarak 10° diizeyinde  kiiltiir
hazirlanmistir. Kiiltiir stispansiyonundaki sayty1r dogrulamak amaciyla kiiltiiriin
peptonlu suda desimal diliisyonlar1 hazirlanmig, TSA’ya ekim yapilmis, 37°C’de
24 saat inkiibe edilmistir. Petri sayim sonuglarina gore kiiltiirdeki mikroorganizma
sayist dogrulanmistir. Kiiltiiriin 10® kob/ml igeren diliisyonu diisiik doz kiiltiir
iceren iiziim tursusuna inokiile edilmistir. 10° kob/ml olan kiiltir de yiiksek doz
inokiilasyon yapilacak iiziim tursusu drneklerine inokiile edilmistir. inokiilasyon
yapilmamuis triinlerde de B.cereus ve E.coli sayimlar1 yapilarak baslangi¢ yiikii

arastirilmistir.

3.2.6.2 Uziim tursusunun olgunlastirilmasi ve depolanmasi sirasinda B.cereus ve

E.coli savilarinin belirlenmesi

B.cereus veya E.coli kiiltiir siispansiyonu ile inokiile edilmis probiyotik
iceren veya igermeyen iiziim tursularinda olgunlastirma siiresince haftada bir,
depolama siiresince ayda bir 6rnekler alinarak B.cereus ve E.coli’nin canli kalma
durumlar1 arastirilmistir. Bu amagla alt boliim 3.2.3.1°de belirtildigi sekilde gida
homojenat1 elde edildikten sonra, uygun desimal dillisyonlar hazirlanmistir.
B.cereus sayimi igin uygun diliisyonlardan ile 0,1 ml 6rnek alinip Mannitol Egg
Yolk Polymyxin Agarda (MYP, pH 7,2+0,2, Merck) yayma plak yontemiyle ekim
yapilmistir. Petriler 30°C de 18-24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresinin
sonunda presipitasyon zonu olan pembe renkli koloniler sayilmistir. Reaksiyon
acikca goriilmiiyor ise 24 saat daha inkiibasyon yapilmis, 15-150 arasinda koloni
iceren petrilerden sayim alinmig, gidanin gramindaki B. cereus sayisi

hesaplanmistir (FDA 1998).
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E.coli sayim1 i¢in, gida homojenatindan desimal diliisyonlar hazirlanmus,
ile 0.1 ml 6rnek alimip Tyrptone Bile-X Glucuronide Agar (TBX, pH 7,2+0,2
Oxoid) besiyerine yayma plak yontemi ile ekim yapilmus, petriler 37°C’de 18-24
saat inkiibe edilmistir. TBX besiyerinde, E.coli yesil koloniler seklinde goériilmiis,
30-300 arasinda koloni igeren petrilerden sayim alinmis, gidanin gramindaki

E.coli sayis1 hesaplanmigtir (FDA 1998).

3.2.7 Hirenin (Armoracia rusticana) antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi

3.2.7.1 Hiren ekstraktlarinin hazirlanmasi

Hiren koklerinin ince seritler halinde kesilip robottan gecirilmesi ile
ogiitiilmiis hiren kokii elde edilmistir. Hiren su ekstrakti hazirlanmasi i¢in, 100 g
hiren tozu 200 mL distile su ile karistirilmis, oda sicakliginda 1 giin bekletilmistir.
Ultrasonik su banyosu cihazinda 30 dakika ekstrakte edildikten sonra, 6nce
Whatman No:1 ile, ardindan 0,45um filtre kagidi ile steril edilmis ve hiren su
ekstrakti analizlerde kullanilmak tizere buzdolabinda saklanmistir (Herz vd.,

2017).

Hiren alkol ekstrakti eldesi ic¢in; robottan gecirilen hiren ¢ubuklarindan
elde edilen 100 g hiren tozu %96°1ik 200 ml metil alkol ile karigtirilmis, 2 giin oda
sicakhiginda bekletilmistir. Ultrasonik su banyosu (Bandelin Sonorex Super
RK106) cihazinda 30 dakika ekstrakte edildikten sonra, Whatman No:1 ile
stiziilmistiir. Ardindan 13 000 rpm, 15 dk Rotary Evaporator (Heidolph®) ile
alkol ugurulmustur. 0,45 pum filtre ile steril edildikten sonra hiren alkol ekstrakti

analizlerde kullanilmak tizere buzdolabinda saklanmistir (Sales vd., 2016).

3.2.7.2 Mikrodiliisyon vontemi ile minimum inhibisyon konsantrasyonunun
(MIK) belirlenmesi

MIK testi i¢in; 200 pl hiren ekstrakti 96 kuyucuk igeren mikroplakanin ilk
kuyucuguna eklenmistir. Diger kuyucuklara ise 100ul Mueller Hinton besiyeri
(Merck) eklenmistir. Ilk kuyucuktan baslayarak, her kuyucuktan 100 pl alinip
yanindaki kuyucuga aktarilarak 10 kez seyreltme islemi yapilmistir. Son
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kuyucuga ekstrakt eklenmemis olup, sadece besiyeri igeren bu kuyucuk pozitif
kontrol olarak kullanilmistir. MIK testinde Bacillus cereus ATCC 10876,
Escherichia coli ATCC 25922 ve Lactobacillus acidophilus La-5 suslari
kullanilmistir.  Bolim  3.2.1°de  belirtildigi sekilde hazirlanan 10° kob/ml
diizeyindeki kiiltiir siispansiyonlarindan 10 pL alinarak kuyucuklara inokiile
edilmistir. Mikroplakalar kapatilmis, 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Uremenin
gozlenmedigi en seyreltik olan kuyucuk, mikroorganizmanin gelisimini
engelleyen minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) olarak ifade edilmistir

(Vetas vd., 2017).

3.2.7.3 Minimum bakterisidal konsantrasyonun (MBK) belirlenmesi

MBK testi igin; MIK testinde iireme olmayan her kuyucuktan 10 pl
alinarak Tryptone Soy Agara (TSA, pH 7,2+0,2, Merck) aktarilmis, 37°C’de 24
saat inkiibe edilerek, koloni sayimmi yapilmistir. MBK degeri, petride iireme

olmayan en disiik inokulum miktarini ifade eder (Vetas vd.,2017).

3.2.7.4 Disk diflizyon yontemi ile antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi

Mueller-Hinton Agar (MHA, pH 7,2+0,2, Merck) kullanilarak yapilmistir.
Her mikroorganizma kiiltiirtinden yaklasik 0,1 ml MHA {izerine steril spatiil ile
yayillmustir. 4 adet steril kagit disk agar iizerine yerlestirilmis, 2 disk {izerine
ekstraktlar, 1 tanesine metanol ve 1 tanesine su emdirilmistir. Petriler 35°C*de 18
saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda inhibisyon zonunun gaplari

Olgtilmistiir (Perez vd., 2014).

3.2.8 istatistiksel analizler

Yapilan analizler iki tekrarli ve iki paralelli olacak sekilde yapilmistir.
Deney sonuglar1 IBM SPSS 25 programi kullanilarak Kruskal Wallis testi ile
incelenmistir. Tki drnegin karsilastirildig1 analizlerde ise Mann Whitney U testi
kullanilmistir (p<0.05).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Probiyotik i¢eren ve icermeyen iiziim tursularinin mikrobiyolojik

Ozelliklerinin belirlenmesi

4.1.1 Probiyotik igeren ve igermeyen {liziim tursularinin olgunlastirilmasi sirasinda

mikrobiyolojik 6zelliklerinin belirlenmesi

4.1.1.1 Kiif ve maya sayilari

Olgunlastirma periyodunda geleneksel, hiren i¢cermeyen, geleneksel
ve probiyotik igeren, hiren igermeyen ve probiyotik iceren olmak tizere 4 grup
olarak hazirlanan tiztim tursusu Orneklerinde 25°C’de 35 giinliik olgunlagtirma
siiresince kiif ve maya sayilar1 incelenmistir. Baslangic anindan (0. giinden)
itibaren 7 giin ara ile kiif ve maya sayimi yapilmistir. Baslangi¢ aninda 1,77 ile
2,74 kob/ml arasinda olan kiif sayis1 7.giinde 1,39 ile 1,77 kob/ml araliginda
saptanmigtir. 7 giin i¢inde tim orneklerdeki kiif sayilarinda 0,5-1 log arasinda
azalma saptanmustir. 14. giinde ise hirensiz probiyotikli iiriin digindaki tiim
orneklerdeki kif sayisinda artis goriilmiistiir. 21. giinde geleneksel ve hiren
icermeyen Orneklerde azalma gozlenmis, probiyotikli geleneksel {iriinde kiif sayist
sabit kalmis, hiren icermeyen probiyotikli {riinde ise kiif sayisinda artig
saptanmugtir. 28. giin 6rneklerdeki kiif sayis1 ya azalmis yada sabit kalmis, 35. giin
ise 4 numarali 6rnek disindaki tiim Orneklerde kiif sayisi belirleme limitinin
altinda bulunmustur. Yapilan istatistiksel analiz sonuglar incelendiginde 6rnekler
arasinda istatistiksel acidan fark olmadig: tespit edilmistir. Probiyotik ilavesinin

orneklerdeki kiif ve maya sayisini etkilemedigi goriilmektedir (Tablo 4.1).



Tablo 4.1.0lgunlastirma periyodunda kiif sayisindaki degisim.
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Kiif sayis1 (log kob/g)

Hiren Geleneksel Hiren igermeyen
igermeyen probiyotikli probiyotikli
Siire Geleneksel iirtin iiriin tirlin uriin
0 2,74+0,70**  2,09+0,07**  2,04+0,73**  1,77+0,55*"
7.giin 1,60£0,33%"  1,77£0,49°"  1,39+0,12°"  1,39+0,28°*
14.giin 2,30£0,00°  2,87+1,3°®  <1,3+0,00°C  <1,3£0,00°°
21.giin 1,6940,49%  <1,3£0,00%®  <1,3£0,00°®  3,69+1,90%C
28.giin 1,69+0,49%"  4,69+0,00°®  <1,30,00°C  4,69+0,00*®
35.giin <1,30+0,00*A  <1,3+0,00%*  <1,3+0,00°*  4,69+0,00%°

Aynt satirda farkli biiyiik harf veya ayni siitunda farkli kiigiik harf iceren 6rnekler arasinda anlamli
fark bulunmaktadir (p<0.05).

Olgunlastirma periyodundaki maya sayisinin degisimi incelendiginde, baslangic
maya sayist tim Orneklerde 2,17 ile 2,38 kob/g arasinda saptanmistir. Kiif
sayilarinda oldugu gibi, 7. giin probiyotikli hirensiz 6rnek hari¢ tiim 6rneklerdeki
maya sayisi azalma gostermistir. 14. giin ise geleneksel {iriin disindaki tiim
orneklerde maya sayisi artis gostermistir (Sekil 4.1). Geleneksel iiriinde maya

sayisinda artiy olmamasi hirenin varhigr ile iliskilendirilebilir. Aymi sekilde
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geleneksel probiyotik iceren drnekte de artis 0,1 log gibi ¢ok diisiik degerlerde
kalmistir. Fakat hiren icermeyen diger iki ornekte 0,7 ve 2 log kadar artis
goriilmektedir. 21. giin hiren icermeyen 6rneklerdeki maya sayis1 5,88 ve 6,31 log
degerlerine yiikselirken hiren iceren geleneksel ve probiyotikli diger iki 6rnekte
maya sayisit 1,30 kob/g degerine kadar azalmistir. 28. giin hiren igermeyen
orneklerde maya sayis1 artmaya devam etmis, 35. giin az da olsa azalarak 6,59
kob/g ve 4,95 kob/g sayilarinda saptanmistir (Sekil 4.2). Hiren igeren geleneksel
ve probiyotik triinlerde ise 1,3 kob/g sayilarinda maya saptanmistir. Hiren
icermeyen Orneklerde maya sayilar1 istatistiksel olarak farkli bulunmustur
(p<0,05). Bu sonug¢ incelendiginde hirenin gidadaki maya gelisimini inhibe ettigi

tespit edilmistir.

Tablo 4.2 Olgunlastirma periyodunda maya sayisindaki degisim.

Maya Sayis1 (log kob/g)
Siire G Hiren Geleneksel '
eleneksel . . LU igermeyen
. icermeyen probiyotikli .-
iriin B e probiyotikli
urun urun o e
urun
0 2,17+0,21%"  2,34+0,08*"  2,38+0,00*"  2,35+0,00*"
7.gin  1,47£0,00°"  1,92+1,30°"  1,39+0,12°"  3,72+0,83°"
14. giin  1,3+0,00°"  3,82+0,35°®  1,39+0,28""  4,10+0,16°
21.giin  <1,3+0,00°* 6,31+0,17"®  <1,3+0,00°* 5,88+0,28"
28.giin  <1,3+0,00°"  6,85+0,23%°®  <1,3+0,00°"  4,95+0,26"°
35.gin  <1,3+0,00°"  6,59+0,20"°  <1,3+0,00°"  4,95+0,68"°

Ayni satirda farkli biiyiik harf veya ayni siitunda farkli kiigiik harf iceren drnekler arasinda anlaml
fark bulunmaktadir (p<0.05).
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Hiren bitkisinin gidalardaki mikrobiyal gelisimi engellemek amaciyla kullanildigt
bilinmektedir. Hiren kokiinden elde edilen izotiyosiyanatlarin, tofunun raf dmriine
etkisinin incelendigi ¢alismada, baslangigta 2,50-3,50 kob/g olan mikrobiyal yiik,
10 giinliik depolama sonunda kontrol 6rneginde 8,14 kob/g degerine yiikselirken
izotiyosiyanat iceren Ornekte sadece 4,40 kob/g degerine yiikselmistir (Shin vd.,
2010). Jung vd. (2009), hiren ekstrakti eklenmis film kaplamasinin domuz ve
balik etinin oksidasyonuna etkisini incelemis, kaplama yapilan 6rneklerde kontrol
orneklerine gore daha diisiik oksidasyon meydana geldigi saptanmistir. Calismada
kaplama yapilan Orneklerin renk kaybinin ve acilasmanin da kontrol drnegine
kiyasla daha diisiik oldugu vurgulanmigtir. Hiren ekstraktlarinin Penicillium
notatum, Alternaria alternata, Aspergillus flavus ve Endomyces fibuliger’e karsi
inhibisyon etkisi incelenmis, giiclii bir antifungal etki goriildiigli belirlenmistir.
Belirtilen tiirler {izerine minimum inhibisyon konsantrasyonu (MiK) ve minimum
fungisidal konsantrasyonu (MFK) analizleri yapilmis, 100-200 pg/ml MIK degeri
ve 200 pg/ml MFK degeri saptanmistir. Ayni ¢aligmada hiren ekstraktinin bakteri
kiiltiirlerine inhibisyon etkisi de incelenmis, antifungal etkinin antibakteriyel
etkiye gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Choi vd., 2017). Allil
izotiyosiyanatlarin ~ Aspergillus flavus, Endomyces fibuliger, Penicillium
commune, Penicillium corylophilum, Penicillium discolor, Penicillium palitans,
Penicillium polonicum, Penicillium roqueforti, Penicillium solitum ve Pichia
anomala tiirlerine kars1 antifungal etkisi bulundugu raporlanmistir (Nguyen vd.,
2013). Arict ve Coskun, (2001) tarafindan yapilan bir ¢alismada, liziimlerin hardal
tohumu ve benzoik asit ile birlikte fermente edilmesiyle elde edilen hardaliye
iceceginde, {lirlin olgunlastirildiktan sonra kiif ve maya analizi yapilmistir.
Sonuglar incelendiginde farkli 6rneklerde 10% ile 10® kob/ml arasinda kiif ve maya

kolonisi oldugu belirlenmistir.
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Kuf sayisi (log kob/g)

0 7 14 21 28 35
Siire (giin)
—&— Geleneksel Grlin == Hirensiz Grin
—— Geleneksel probiyotikli Griin == Hirensiz probiyotikli triin

Sekil 4.1 Olgunlastirma periyodunda drneklerin kiif sayisindaki degisim.

Maya Sayisi (log kob/g)

}! S
\
RaN
i P
_~ P
%L/‘
] oy s *
0 7 14 21 28 35 42
Sure (giin)
—&— Geleneksel Grin == Hirensiz Grlin
—=— Geleneksel probiyotikli Grlin == Hirensiz probiyotikli (irlin

Sekil 4.2 Olgunlastirma periyodunda 6rneklerin maya sayisindaki degisim.
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4.1.1.2 Toplam laktik asit bakterisi sayimi

Uretilen iiziim tursusu orneklerinin yapisinda bulunan dogal laktik
asit bakteri sayisinin belirlenmesi amaciyla, geleneksel yontemler ile {iretilmis ve
hiren igermeyen iliziim tursusu Orneklerinde (1 ve 2 numarali probiyotik kiiltiir
icermeyen Ornekler) toplam laktik asit bakteri sayilari belirlenmistir (Tablo 4.3).
Sonuglar incelendiginde 7. giinden sonra Onemli miktarda azalma oldugu
goriilmektedir. Laktik asit bakterilerinin 1 numarali gelencksel iiziim tursusunda
canliligini bir hafta siirdiirebildigi goériilmektedir. 2 numarali 6rnekte 14. giinde
LAB sayisinda artis olsa da 21. glinden itibaren LAB sayilar1 belirleme limitinin
altinda bulunmustur (Sekil 4.3). Laktik asit bakteri sayisindaki degisim
bakimindan iki 6rnek grubu arasinda istatistiksel agidan fark bulunmamistir

(p>0,05).

Tablo 4.3 Olgunlastirma periyodunda toplam laktik asit bakterisi sayisinin
degisimi.

Toplam laktik asit bakteri sayisi (log kob/g)

Siire
Geleneksel tiriin Hiren icermeyen iiriin

0 1,81+0,10*" 2,25+0,50*"

7.giin 1,35+0,63°" <1,3+0,00""

14.giin <1,30£0,00°" 3,001,417

21.giin <1,3+0,00°" <1,3+0,00>"

28.giin <1,30+0,00* <1,30+0,00""

35.giin 1,53+0,37%% <1,3+0,00>"

Ayni satirda farkl biiytik harf veya ayni siitunda farkli kiiclik harf iceren 6rnekler arasinda anlaml
fark bulunmaktadir (p<0.05).
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Sekil 4.3 Olgunlastirma periyodunda drneklerdeki LAB sayisinin degisimi.

Uziim tursusu ile ilgili literatirde herhangi bir ¢alismaya
rastlanmanmugtir. Uziimden iiretilen diger bir geleneksel iiriin olan hardaliye ile
ilgili sinirl ¢alisma bulunmaktadir. Arici ve Coskun, (2001) tarafindan yapilan bir
calismada, tziimlerin hardal bitkisi ve benzoik asit ile birlikte fermente
edilmesiyle elde edilen hardaliye icecegi iiretilmis, iiriin olgunlastirildiktan sonra
mikrobiyolojik kalitesi incelenmistir. Farkli 6rneklerde toplam laktik asit bakterisi
sayisi 35 kob/ml ile 10" kob/ml arasinda saptanmustir. Laktik asit bakteri sayisinin
diisik olmasi, iriiniin pH degerlerinin 3,21-3,97 civarinda olmas1 ile
iliskilendirilmistir. Ticari portakal, elma ve {iziim suyu 6rneklerine Lactobacillus
spp. inokiile edilmis, 8., 24. ve 48. saatlerde sayim alinmistir. Elma suyunda,
portakal ve izim suyuna gore daha fazla Lactobacillus spp. gelisimi goriilmiistiir
(Espirito-Santo vd., 2015). Ananas suyuna, L.casei ve L.rhamnosus inokiile
edilmis, 28 giin boyunca 4°C’de saklanmis, 7 giin araliklar ile meyve suyundaki
mikroorganizma sayisi belirlenmistir. Baslangicta 7,8 log sayisindaki L.casei 28
giin sonunda 5,22 log, 7,73 log olan L.rhamnosus 4,74 log olarak saptanmistir
(Ghafari ve Ansari, 2018). Garcia vd (2018) tarafindan yapilan calismada,
liyofilize L.plantarum 49, L.brevis 59, L. paracasei 108, L. fermentum 111 and L.
pentosus 129 suslari ticari elma, portakal ve liziim sularina inokiile edilmis,
4°C’de 21 giin depolanmis, bu siire boyunca suslar1 gelisme orani incelenmistir.

En yiiksek gelisme orani elma suyunda gozlenmistir. Elma suyunda tiim suslarda
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14 gline kadar 0,75’ten daha fazla gelisme orani gozlenmis, 21. giinde 0,60-0,65
sayilarina diismiistiir. Portakal ve iiziim suyunda ise bazi suslar 14 giine kadar
0,75 oraninda gelisme gosterirken bazi suslar 7 giine kadar gelisme
gosterebilmistir. Uziim suyunda 21.giinde 0,55-0,65 arasinda gelisme orani

gozlenmistir. En yiiksek gelisme orani L.paracasei 108 susunda saptanmustir.

4.1.1.3 L. acidophilus sayimi

L. acidophilus sayis1 probiyotik igeren geleneksel ve hiren icermeyen
probiyotikli 6rneklerde analiz edilmistir (Tablo 4.4). Sonuglar incelendiginde L.
acidophilus sayisinin  7.giinde 1,3 log degerine kadar azalma gosterdigi
goriilmektedir. Uziim tursusuna inokiile edilen L.acidophilus sayismin 7. giinde
belirleme limitinin altinda olmasi, susun ortam kosullarindan etkilenerek
canliligin1 kaybettigi yada canli fakat kiiltiire edilemeyen forma gectigi olarak
yorumlanabilir. 14. giin L.acidophilus sayisi artarak 2,7 ve 5,5 log civarinda
saptanmistir. Buradaki artis, susun ortama adaptasyon saglamasindan
kaynaklaniyor olabilir. 21. giin tekrar azalma gostermistir. 28. giin az miktarda
artig gostermis, 35. giin ise 2,71 ve 4,37 log sayisinda L.acidophilus saptanmustir.
Hiren icermeyen probiyotikli 6rnekte ilk haftalarda koloni sayis1 daha hizli azalsa
da, 35.giin sonunda hiren iceren Ornege gore daha yiiksek sayida probiyotik
gozlenmistir (Sekil 4.4). Bu farklilik istatistiksel agidan da anlamli bulunmustur
(p<0,05). Gidadaki yiiksek briks degerlerinin (60) L.acidophilus La-5 susunun
gelisimine elverigli olmadigi saptanmustir. L.acidophilus La-5 sayisi, baslangig
aninda (0. glin) probiyotik ilavesi igermeyen iiziim tursusu 6rneklerinde de analiz
edilmis, geleneksel ve hiren igermeyen Orneklerde sirasiyla 2,05 ve 2,72 log
kob/ml diizeyinde L.acidophilus La-5 saptanmistir. Bir gidanin probiyotik 6zellik
gosterebilmesi icin igerisinde en az 10° kob/ml probiyotik bulundurmast
gerekmektedir (Nualkaekul vd., 2012; Kechagia vd., 2013). Calistigimiz gidanin
bu degeri saglayamadigi goriilmektedir. Enkapsiilasyon teknikleri ile
probiyotiklerin diisiik asitli gidalarda ve intestinal sistemde canliligini uzun siire

korumasi miimkiin olmaktadir (Anal ve Singh, 2007).
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Tablo 4.4 Olgunlasma periyodunda L. acidophilus La-5 sayisindaki degisim

L.acidophilus La-5 sayis1 (log kob/g)
Geleneksel Hiren icermeyen
Siire probiyotikli iiriin probiyotikli iiriin
0 7,920,004 7,90:0,00*"
7.giin <1,30+0,00°* <1,30+0,00%4
14.giin 5,55+2,33%A 2,77+0,75°8
21.giin 2,35+0,18%4 2,54+0,28%4
28.giin 2,51+0,10%4 2,77+0,40°"
35.glin 2,71%0,50"" 4,37+0,51%°

Ayni satirda farkli biiyiik harf veya aym siitunda farkli kiigiik harf igeren Ornekler arasinda

anlamli fark bulunmaktadir (p<0.05).

9
K 8*
‘; 7 —9— Geleneksel
c;u' 6 \ probiyotikli
W\ A driin
T
S3 a4\ / N\ X
32, \ / N\ e +Hirebr?siz .
I\ T probiyotii
3 ariin
-g 1
4 O T T T T T 1

0 7 14 21 28 35 42
Sure (giin)

Sekil 4.4 Olgunlastirma periyodunda 6rneklerdeki L.acidophilus La-5 sayisindaki degisim.
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Malganji vd. (2016), liziim suyunda 4 hafta boyunca 4°C’de L.
plantarum, L. rhamnosus ve L. delbrueckii’nin canliligin1 aragtirmis, L.
delbrueckii ve L. plantarum depolama sonunda yaklasik 1 log azalma
gOstermistir. Portakal suyunda (pH:3,8) L. acidophilus serbest halde 4°C ve
25°C’de canliligint siirdiirememis, diisiik pH degerlerine hassas oldugu
belirtilmistir. Ayrica, ¢alismada sus aljinat kapli sekilde de portakal suyuna
inokiile edilmis, 3 log L. acidophilus saptanmistir. Ayni ¢alismada L. rhamnosus
susu da kullanilmis, serbest ya da enkapsiile formdaki sus 35 giin boyunca
baslangi¢ degerini koruyabilmistir. Probiyotik ve gida matrisi etkilesiminin susa
spesifik oldugu vurgulanmistir (Sohail vd., 2012). Nazzaro vd. (2009), havug
suyunu L. acidophilus ile fermente etmis, baslangic inokulum degeri olan 10’
kob/ml, 8 haftalik depolama sonunda 108 kob/ml degerinde kalmistir. Havug
suyunda probiyotik L. acidophilus’un sayisi soguk depolama boyunca azalma
gostermemistir. Ticari portakal ve seftali sularina L. paracasei inokiile edilmis, L.
paracasei bu meyve sularinin diisiik pH degerlerine ragmen 50 giine kadar 5°C’de
canliligini stirdiirmiistiir (Rodrigues vd., 2012). L. acidophilus farkli meyveler ile
fermente edilmis, tiziim suyunda (pH:3) 4 hafta sonunda 3 log kob/ml
degerlerinde saptanmuistir (Mohan vd., 2013). L. acidophilus, L. casei, L
plantarum ve L. delbrueckii ile fermente edilen domates sularinda bu suslarin
canhih@ incelenmis, 4 haftahik depolama siiresince L. acidophilus 10° kob/ml
degerlerinde canliligin1 siirdiirebilmis ve gidanin pH’m1 3,5 degerine kadar

diistirmustiir (Yoon vd., 2004).

Acerola meyve suyuna mikroenkapsiile sekilde B. lactis eklenmis,
enkapsiile sus iceren Ornekte, serbest sus iceren 6rnege gore daha fazla sayida B.
lactis saptanmistir. Enkapsiile formda meyve suyunun pH’1 serbest formdakine ve
kontrol Ornegine gore daha yiiksek bulunmustur. Enkapsiilasyonun hem
probiyotik canliligim1 korudugu hem de gidadaki pH diismesini yavaslattigi
belirlenmistir (Antunes vd., 2013). L. plantarum igeren nar suyunda serbest
haldeki sus, 4 haftada canliligin1 kaybederken, aljinat kapli haldeki sus 6 hafta
boyunca 5,5 log degerinde canliligin1 korumustur (Nualkaeul vd., 2012). Portakal
suyunda L. acidophilus sayisi serbest halde 3 haftada 8 log degerinden 5 log
degerine azalirken, enkapsiile sekli ile 3 haftada 7 log degerinde saptanmus, 6

haftada ise 5 log degerine diismiistiir. Elma suyunda ise L. acidophilus sayisi
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serbest halde 4 haftada 2 log’a kadar diiserken, mikroenkapsiile halde 6 haftada
5,5 log degerinde saptanmistir. Ayrica, portakal suyunun pH degeri enkapsiile sus
iceren Ornekte 6 haftada 2,8’den 2,7’ye azalirken, serbest formda sus iceren
ornekte 2,5’¢ kadar azalma goriilmistiir. Elma suyunun pH degisimlerinde de

benzer sonuglar elde edilmistir (Ding ve Shah, 2008).

Randazzo vd., (2013) tarafindan yapilan bir ¢alismada, ticari seftali
recelinde ve sentetik seftali ortaminda farkli L. rhamnosus suslarinin canli kalma
durumu arastirilmistir. Biitlin suslar ticari seftali recelinde daha iyi canlilik
gostermis, 78 giinliik depolama siiresinin sonuna kadar 6 log degerlerinde

canliliklarin1 korumustur.

Hut ve Ayar (2013) tarafindan yapilan bir ¢alismada, incir uyutmasi
tatlisinda farkli probiyotik tiirlerin canli kalma durumu incelenmis, probiyotik L.
acidophilus’un 6 log civarinda canliligmmi korudugu belirlenmistir. Ancak
baslangigtaki 8 log birimlik say1 depolama siiresi boyunca 6 log degerlerine kadar
azalmistir. Incir uyutmas: siit ile yapilan bir tathdir, probiyotikler siit ve siit
iriinleri iceren gida matrikslerinde daha iyi gelisim gosterdiginden, 6 log
degerlerinde canlilik goriilmesinin sebebi bununla iliskilendirilebilir. Bir bagka
caligmada, hurma ekstrakti eklenmis siit, L. acidophilus La-5 ile fermente edilmis,
hurma ekstrakti eklenmesi, L. acidophilus La-5 sayisinin baslangic degeri 8
log’dan 6 log’a azalmasina neden olmustur (Abdollahzadeh vd., 2018). Akcaagag
surubuna probiyotik B.lactis ve L.rhamnosus suslari 8 log degerinde inokiile
edilmis, bu deger 4°C’de 28 giinliik depolama siiresince sabit kalmistir (Khalf vd.,
2010).
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4.1.2 Probiyotik iceren ve icermeyen iiziim tursularinin depolanmasi sirasinda

mikrobiyolojik 6zelliklerinin belirlenmesi

4.1.2.1 Kiif ve mava sayimi

5 aylik depolama siiresi boyunca tiim {iziim tursusu 6rneklerdeki kiif
ve maya sayist incelenmistir (Tablo 4.5). 1. ayda 1,3 kob/g olan kiif sayis1 2. ay
hiren icermeyen Ornekte 2,8 log degerine kadar artig gostermistir. Ayn1 ornekte
ticlincii ve dordiincii ay 1,3 log sayida kiif gozlenirken, besinci ay sonunda kiif
sayis1 artarak 1,6 log sayisinda saptanmistir. Hiren igermeyen probiyotikli iirtinde
liclincti ay 2,15 log sayida kiif gozlenmis, besinci ay sonunda 1,3 log degerinde
kalmistir. Geleneksel ve probiyotik igeren geleneksel iiriinde kiif sayisi birinci
aydan besinci ay sonuna kadar 1,3 log degerinde kalmustir (Sekil 4.5). Depolama
siiresi boyunca genel olarak bakildiginda kiif sayisinin hiren iceren orneklerde
sabit kaldigi, hiren icermeyenlerde ise degisken bir cizgi izledigi goriilmektedir.
Bu sonug, hirenin gida koruyucusu olarak kullanim potansiyeli olmasini destekler
niteliktedir. Depolama siiresi sonunda gruplar arasinda kiif sayisi bakimindan

istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig: tespit edilmistir (p>0,05).
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Tablo 4.5 Depolama periyodunda kiif sayisindaki degisim.

Kiif Sayisi (log kob/g)

Geleneksel Hiren i¢cermeyen
Geleneksel Hiren probiyotikli probiyotikli
iriin icermeyen lirlin  iirlin liriin

Stre

Baslangic  1,3+0,00**  1,3+0,00%" 1,3+0,00 %4 1,30+1,35**

1.ay 1,30+0,00%"  <1,3+0,00%*  1,3+0,00%" 1,3+0,00*"
2. ay 1,30£0,007**  2,8+2,5°8 1,3+0,00** <1,3+0,00**
3. ay 1,30£0,00**  1,3+0,00*" 1,3+0,00%* 2,15+1,20°8
4.3y 1,30+0,00**  1,3+0,00*" 1,3+0,00*" 1,3+0,00*
5. ay <1,30£0,00*"  1,6£0,21*" <1340,00**  <1,3+0,00*"

Ayni satirda farkli biiyiik harf veya ayni siitunda farkli kiigiik harf iceren 6rnekler arasinda anlaml
fark bulunmaktadir (p<0.05).

Maya sayilart 1. ayda hiren iceren drneklerde 1,3 log iken, hirensiz
orneklerde 3,47 ve 3,98 log olarak saptanmistir (Tablo 4.6). Geleneksel iiriinde
besinci ay sonuna kadar 1,3 log degerinde sabit kalan maya sayisi, geleneksel
probiyotikli iirlinde yalnizca 2. ay artis gostermis, 3. aydan besinci ay sonuna
kadar 1,3 log degerinde kalmistir. Hiren icermeyen probiyotikli {irlindeki maya

sayist ilk aydan itibaren azalan bir grafik ¢izmis, besinci ay sonunda 1,3 log
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degerinin altina kadar diigmiistiir. Hiren icermeyen geleneksel {iirlinde ise maya
sayisinin degiskenlik gosterdigi goriilmektedir. Bu Ornekte besinci ay sonunda

maya sayist 4,9 log olarak saptanmstir (Sekil 4.6).

Tablo 4.6 Depolama periyodunda maya sayisindaki degisim.

Maya sayisi (log kob/g)
) Hiren
Siire Hiren Geleneksel
Geleneksel o icermeyen
icermeyen probiyotikli o
riin probiyotikli
urlin Urlin
urlin
Baslangic 1,3+0,00*"  6,59+0,79*®  <1,3+0,42°"  4,95+1,60*°
1.ay 1,340,00*"  3.47+3,07°%  1,30+0,00°"  3,98+1,43"F
2. ay 1,3£0,00*¢  6,13+0,23°"  1,45+0,21*C  3,26+0,30°°
3.ay 1,340,00%¢  6,43+0,88%"  1,3£0,00°° 3,30:£0,42°°
4. ay 1,3£0,00*®  4,74+0,14%*  1,3+£0,00°° 1,58+0,29%P
5. ay 1,3£0,00*®  4,90+0,13"  1,3+£0,00°° <1,3+0,63°F

Ayni satirda farkli biiyiik harf veya ayni siitunda farkli kiigiik harf iceren drnekler arasinda anlaml
fark bulunmaktadir (p<0.05).

Depolama siiresi boyunca hiren igeren geleneksel iirlin ve probiyotik
iceren geleneksel triindeki kiif ve maya sayilarmin sabit bir trend c¢izdigi
gorilmektedir, Bes aylik depolama siiresi sonunda belirleme limitinin altinda
kalan kiif ve maya sayisi, geleneksel iiziim tursusunun kiif ve maya sayisi
bakimindan giivenilir bir gida oldugunu gostermektedir. Ayn1 sekilde probiyotik
iceren geleneksel iirliniin de gilivenilir bir gida oldugu, probiyotigin iiziim

tursusundaki kiif ve maya sayilarini olumsuz sekilde etkilemedigi anlagilmaktadir.
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Meyveler yiiksek miktarda gseker ve diger besin Ogelerini
icermektedir. Diisiik pH degerleri de meyveleri kiif kaynakli bozulmalara agik
hale getirmektedir. Kirmizi, yesil ve siyah tiziimlerin ¢ekirdekli ve ¢ekirdeksiz
tiirleri toplandiktan sonra 14 giin boyunda oda kosullarinda  depolanmis,
iiziimlerdeki maya ve kiif gelisimi incelenmistir. Uziim tiirlerinin %35’inde kiif
gelisimi  gozlenmistir (Tournas ve Katsoudas, 2005). Tournas vd. (2006)
tarafindan yapilan calismada, farkli ticari meyve suyu Orneklerindeki sayisi
incelenmistir. Meyve sular1 marketlerden alindiktan sonra 24 saat boyunca 4°C’de
bekletilmis, 24 saat sonunda analiz edilmistir. Tiim Orneklerdeki maya sayilari 2
log kob/ml ile 5,28 log kob/ml arasinda saptanmustir. Uziim suyu drneginde maya

sayisinin ise 1 kob/ml’den daha az oldugu belirlenmistir.
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0 1 2 3 4 5 6
—&— Geleneksel rln Siire (ay) == Hirensiz lrlin
Geleneksel probiyotikli Griin =>¢=Hirensiz probiyotikli rlin
Sekil 4.5 Depolama periyodunda tiziim tursusu drneklerindeki kiif sayisinin degisimi.
7 X
— 6 ,." =
S
<
o0 4
2 3
22 N
g 1 £ VN A V' \N
©
f%. O T T T T T T 1
=
0 1 2 3 4 5 6
Sure (ay)
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Geleneksel probiyotikli trtin =>&= Hirensiz probiyotikli tirlin

Sekil 4.6 Depolama periyodunda {iziim tursusundaki maya sayisinin degisimi.
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4.1.2.2 Toplam laktik asit bakterisi sayimi

Depolama siiresi boyunca probiyotik ilave edilmemis geleneksel veya
hiren igermeyen ilizlim tursusu orneklerinde laktik asit bakteri sayimi yapilmistir.
1. ve 2. aylardaki analiz sonucunda petrilerde koloni goriilmemistir. 2. aydan

sonra LAB sayimi yapilmamuistir.

Tablo 4.7 Depolama periyodunda LAB sayisinin degisimi.

LAB sayisi (log kob/g)
Siire . |
Geleneksel iirtin %hfen icermeyen
irtin
1l ay <1,3 <13
2. ay <1,3 <13

Ayni satirda farkli biiyiik harf veya ayni siitunda farkli kiigiik harf iceren 6rnekler arasinda anlamli
fark bulunmaktadir (p<0.05).

4.1.2.3 Lactobacillus acidophilus La-5 sayilari

Bes aylik depolama siiresince her ay geleneksel probiyotikli 6rnekte
ve hiren igermeyen probiyotikli 6rnekte L.acidophilus La-5 analizi yapilmistir
(Tablo 4.8). Birinci ayda geleneksel probiyotikli ve hirensiz probiyotikli
orneklerde sirast ile 2,12 log ve 2,29 log olan L.acidophilus La-5 sayisinin besinci
ay sonunda sirasi ile 1,94 ve 2,06 log degerlerine diistiigli gortilmiistiir (Sekil 4.7).
[statistiksel agidan iki grup arasinda L.acidophilus La-5 sayis1 bakimindan bir fark
tespit edilmemistir (p>0,05). L.acidophilus La-5’in iiziim tursusunda gelisiminin
lizim tursusundaki yiiksek seker miktarindan etkilendigi diistinlilmektedir.
Champagne ve Gardner (2008) tarafindan yapilan ¢alismada, ticari karisik meyve
sularma L. acidophilus LB2, L. acidophilus LB3, L. rhamnosus LB11, L.
fermentum LB32, L. reuteri LB38, L. plantarum LB42 suslari ayr1 orneklere
inokiile edilmis, 4°C’de depolamaya birakilmistir. Meyve sularindaki laktobasili



sayllart 80 gine kadar analiz edilmistir. Baslangigta 107 kob/ml olan

mikroorganizma sayilari, L. rhamnosus LB11 L. fermentum LB32, L. reuteri
LB38, L. plantarum LB42 suslarinda 80 giine kadar 10° kob/ml sayisinda

canliligini korumustur. L.acidophilus suslarinda ise 40. giine kadar 10° kob/ml

diizeylerinde, 80. giin sonunda ise 10° kob/ml’ye kadar azalmustir. Ayrica

maksimum gelisme egrisi incelendiginde en az gelisme L.acidophilus LB2 ve

L.acidophilus LB3 suslarinda gézlenmistir.

Tablo 4.8 Depolama periyodunda {iziim tursusundaki Lactobacillus acidophilus
La-5 sayisinin degisimi.

Lactobacillus acidophilus La-5 sayisi (log kob/g)

Degol Geleneksel probiyotikli Hiren icermeyen probiyotikli
€polama {iriin {iriin

siiresi

Baslangi¢ 2,71+0,28%4 4,37+0,90*B

1l.ay 2,11+0,19°4 2,12+0,10°4

2.ay 2,44+0,03%4 2,38+0,10°

3.ay 2,06+0,05° 2,31+0,04°4

4.ay 2,33+0,07*" 2,06:+0,06°"

5.ay 1,9440,01%4 2,06+0,10%"

Ayni satirda farkli biiyiik harf veya ayni siitunda farkli kiigtik harf igeren drnekler arasinda anlaml
fark bulunmaktadir (p<0.05).
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Sekil 4.7 Depolama periyodunda {iziim tursusu orneklerindeki L.acidophilus La-5 sayisimin
degisimi.

Buriti vd. (2007), tarafindan yapilan ¢alismada, farkli mus 6rneklerine
Lactobacillus acidophilus La-5 susu inokiile edilmis ve susun canli kalma durumu
arastirilmistir. Ornekler; carkifelek meyvesi suyu, iniilin igeren carkifelek meyvesi
suyu, pastorize edilip dondurulmus ¢arkifelek pulpu, pastorize edilip dondurulmus
guava pulpu, laktik asit ilaveli pastorize edilip dondurulmus guava pulpu olarak
hazirlanmistir. Ornekler farkli depolama siirelerinde L.acidophilus sayis1 ve pH
degerler1 bakimindan analiz edilmistir. Carkifelek meyvesi suyunda baslangig
L.acidophilus sayist 7,28 log iken 21 giinlikk 4°C depolama siiresi sonunda 4.09
log sayisina azalmistir. Iniilin iceren carkifelek meyvesi suyunda baslangic
L.acidophilus sayist 6,51 log iken, 21 giinliik 4°C depolama siiresi sonunda 1,78
log sayisina kadar dismistir. Aynm1 ornek -18°C’de 69 giin depolanmis,
baslangigta 6.74 log olan L.acidophilus sayisinda fazla azalma goériilmemis, 69
giin sonunda 6,35 log sayisinda saptanmistir. Depolama sicakliginin L.acidophilus
sayisindaki degisimde dnemli oldugu anlagilmaktadir. Pastorize edilip dondurulan
carkifelek pulpunda da 4°C’de 21 giin depolama sonunda L.acidophilus sayisi
6,64 log’dan 2,45 log seviyesine diismiistiir. Tropikal iklimlerde yetisen carkifelek
meyvesinin L.acidophilus gelisimi i¢in uygun bir ortam olmadig1 anlasilmaktadir.
Yine tropikal iklim meyvesi olan guava pulpu 6rneklerinde ise L.acidophilus iyi

bir gelisim gostermistir. Iki guava pulpu &rneginde de 4°C ve -18°C depolama
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stiresi sonunda 6 logdan fazla L.acidophilus sayis1 gézlenmistir. Porto vd. (2018),
tarafindan yapilan ¢aligmada, 1:1 ve 1:2 oraninda pancar portakal suyu karisimi
hazirlanmis, 70°C’de, 30 dk pastorize edilmistir.  Liyofilize Lactobacillus
acidophilus La-5 kiiltiirii karisima %0,2 oraninda ilave edilmistir. Karisim 4°C’de
28 giin boyunca depolanmis; 1, 7, 21, 14 ve 28. giinlerde analiz edilmistir. 28 giin
sonunda hem 1:1 hem 1:2 oranl karisimda L.acidophilus sayisi 9 log degerinden
yiiksek sayida saptanmistir. Yiiksek canli kalma durumu portakal suyundaki
yiiksek malik asit, sitrik asit ve liflerin L.acidophilus canliligin1 gelistirmesi olarak
yorumlanmistir. L.acidophilus’un sitrik asidi metabolize edebilecegi, portakal
suyundaki C vitamininin ortamdaki ¢Oziinmiis oksijen miktarini azaltabilecegi
belirtilmistir. Ayrica, pancardaki betalain, fenolik bilesenler ve antioksidan
aktivitesinin bakterinin maruz kaldig1 oksijenin etkilerini azaltmis olabilecegi
vurgulanmigtir.  Vasconcelos vd. (2014), tarafindan yapilan calismada, acai
meyvesi pulpu dondurulmus ve guarana surubu ve gesitli emiilsifiye edici
bilesenlerin katkis1 ile donmus acai tatlis1 elde edilmistir. Bu tathiya liyofilize
Lactobacillus acidophilus La-5 inokiile edilmis, dondurma makinesi kullanilarak
tim karisim -15°C’de 15 dk karigtirllmistir. Tatli karigimi daha sonra pargalara
ayrilarak -18°C depolamaya birakilmistir. 1, 7, 14, 21, 28, 56 ve 84. glinlerde
analiz edilmistir. Donmus agai tathisinda baslangigtaki sayist 7,5 log olan

L.acidophilus La-5, 84. giine kadar 7 log sayisinda canliligini koruyabilmistir.

4.1.3 Probiyotik igeren ve igermeyen liziim tursularinin olgunlastirma ve

depolama siiresince kimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi

4.1.3.1 pH Degeri

Probiyotik iceren ve igermeyen {liziim tursusu Orneklerinin baslangicta 5,5
olan pH degeri 35 giinliikk olgunlastirma siiresince haftada 1 defa, 5 aylik
depolama siiresince ayda 1 defa tespit edilmistir. Olgunlastirma ve depolama
siirelerinin sonunda, Orneklerin pH degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamsiz bulunmustur (p>0,05) (Tablo 4.9). 5 aylik depolama siiresi sonunda tiim
orneklerin pH degerleri 4,80-4,82 arasinda saptanmustir (Sekil 4.9). Yapilan bir
calismada, L. acidophilus portakal suyunda baslangi¢c pH degerini 35 giin sonunda
3,80°den 3,58 degerine diisltirmiistiir. Enkapstile haldeki sus ise pH’1 3,62 degerine
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diistirmustiir. Enkapsiilasyonun gidanin pH degerindeki azalmayi yavaslattig
ifade edilmistir. Yiiksek asitlige hassas tiirler i¢in enkapsiilasyon uygulamalari
uygun bir yontem olarak goriilmektedir (Sohail vd., 2012). Baslangic pH’1 6
degerine ayarlanmis olan armut suyunun L. acidophilus ile 24 saatlik
fermentasyonu sonunda pH’1 3.8 degerine diismiis ve bu degerde sabit kalmistir
(Ankolekar vd., 2012). Havu¢ suyunda serbest formdaki L. acidophilus 8 hafta
sonunda pH’1 5,79°den 3.37 degerine diisiirmiistiir (Nazzaro vd., 2009). Susun
gidadaki aktivitesinin gida matrisi ile dogrudan iliskili oldugu anlasilmaktadir.
Miranda vd. (2019) tarafindan yapilan calismada, portakal suyuna probiyotik L.
casel inokiile edilmis, portakal suyundaki reolojik ve kimyasal oOzelliklerin
degisimi incelenmistir. L.casei varligi, 3,80 degerlerindeki pH’ta degisiklik
meydana getirmemistir. Bu calismada pH’in sabit kalma sebebinin, portakal
suyunun yiiksek tampon oOzelliginden kaynaklandigi belirtilmistir. Pakbin vd.
(2014) tarafindan yapilan c¢alismada, seftali suyuna L.casei, L. plantarum ve
L.delbrueckii suslar1 inokiile edilmistir. Biitiin suslar, pH’1 baslangic 4,4
degerinden 3,9 degerlerine diisiirmiistiir. Nualkaekul vd. (2011) tarafindan yapilan
bir ¢alismada, 4°C’de 6 hafta boyunca probiyotik B.longum’un ¢ilek, portakal,
greyfurt, ananas, nar ve kus iiziimii suyunda canli kalma durumu arastirilmistir.
En fazla pH degisimi ananas suyunda meydana gelmis, pH 3,72 degerinden 3,62
degerine azalmistir. Nar suyunda ise baglangigta 3,33 olan pH 6 hafta boyunca bu
degerde kalmistir.



Tablo 4.9 Olgunlagma periyodunda pH degerlerindeki degisim.
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pH degeri
Hiren Geleneksel Hirensiz

Geleneksel icermeyen probiyotikli probiyotikli
Siire {iriin {iriin {iriin {iriin
0.giin 55+0,00**  55+0,00*"  55+0, 00** 5,5+0, 00**
7.giin 5,16£0,01°"  5,16+0,00°*  5,16+0,00°*  5,16+0,03""
14.giin 5,20+0,02°"  5,1440,06°®  526+0,00°¢  5,21+0,00°"
21.giin 5,22+0,01°  520+0,03"*  5,26+0,00°"  523+0,01""
28.giin 52140,02°A  52040,04°"  521+0,04°  5,17+0,00°"
35.giin 5,14+40,04°"  5,1340,06°*  5,16+0,01°*  5,10+0,07°"

Ayni satirda farkli biiyiik harf veya ayni siitunda farkli kiigiik harf iceren 6rnekler arasinda anlaml

fark bulunmaktadir (p<0.05).




Tablo 4.10 Depolama periyodunda pH degerlerindeki degisim.
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pH degeri
Hiren Geleneksel Hirensiz

Geleneksel icermeyen probiyotikli probiyotikli
Siire {iriin {iriin {iriin {iriin
Baslangic  5,14+0,04°*  513+0,06**  5,16+0,01**  5,10+0,07*"
l.ay 5,17£0,065°"  5,04+0,007°8  5,30+0,056"C 5,22+0,106°"
2.ay 4,96+0,007°"  5,08+0,254°8  5,00+0,049°*  4,97+0,007°*
3.ay 4,9240,00°"  4,9140,056°"  4,95+0,042°"  4,90+0,021°*
4.ay 4,85+0,028°"  4,82+0,056°"  4,90+0,00°"  4,88+0,021°"
5.ay 4,80+0,007°"  4,79+0,035°"  4,82+0,00°*  4,80+0,00"

Ayni satirda farkli biiyiik harf veya ayni stitunda farkli kii¢iik harf igeren 6rnekler arasinda anlamli

fark bulunmaktadir (p<0.05).
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Sekil 4.8 Olgunlastirma periyodunda tiziim tursusu 6rneklerinin pH degerlerindeki degisim.
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Sekil 4.9 Depolama periyodunda iiziim tursusu drneklerinin pH degerlerindeki degisim.
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4.1.3.2 Toplam titrasyon asitligi

Uziim tursusunun 35 giinliik olgunlasma ve 5 aylik depolama siiresi
boyunca toplam titrasyon asitligi degerleri potansiyometrik yontem ile
belirlenmistir. Olgunlastirma siiresinin  sonunda hirensiz probiyotikli 6rnek
titrasyon asitligi bakimindan istatistiksel olarak diger iiriin gruplarindan farkl
bulunmustur (p<0,05) (Tablo 4.11). Depolama siiresi sonunda ise hirensiz iiriin ve
hirensiz probiyotikli {liriin diger iki iiriin grubundan istatistiksel olarak farkli
bulunmustur (p<0,05) (Tablo 4.12). Toplam asitligin dogrusal bir degisim
gostermedigi goriilmektedir. Baslangigta 0,30 olan asitlik degeri, depolama

sonunda 0,30 ile 0,45 arasinda degisim gostermektedir (Sekil 4.11).

Yabanmersinin iki farkli probiyotik ile fermente edildigi g¢alismada,
fermentasyon siiresi boyunca toplam asitlik degerinin hizli bir sekilde diistiigii

saptanmistir (Oh vd., 2017).



Tablo 4.11 Olgunlastirma periyodunda toplam titrasyon asitliginin tartarik asit

cinsinden degisimi.
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Toplam Titrasyon Asitligi (/100 ml)

Hirensiz
Geleneksel Hiren Geleneksel probiyotikli

Stire iriin igcermeyen Uriin  probiyotikli lirlin  iirlin

0.gin  0,30+0,00**  0,30+0,00** 0,30+ 0,00%" 0,30+ 0,00
7.gin  0,30+0,00*%  0,28+0,028*®  0,36+0,014"* 0,35+ 0,021°"
l4.gin 0,35+ 0,07*"  0,35+0,07°*  0,28+0,028* 0,30+ 0,07*"
21.giin 0,28+ 0,028°" 0,24+ 0,00°* 0,26+ 0,007** 0,28+ 0,042°4
28.giin 0,35+ 0,07*"  0,28+0,02*%  0,33+£0,042°*  0,35+0,00*"
35.giin 0,30+ 0,00%" 0,30+ 0,00 0,35+ 0,07°" 0,27+ 0,035

Ayni satirda farkli biiyiik harf veya ayni siitunda farkli kiigiik harf iceren drnekler arasinda anlaml

fark bulunmaktadir (p<0.05).




Tablo 4.12 Depolama periyodunda toplam titrasyon asitliginin tartarik asit
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cinsinden degisimi (g/100 ml).

Toplam Titrasyon Asitligi (g/100 ml)

Hirensiz
Geleneksel Hiren Geleneksel probiyotikli

Siire tiriin icermeyen Uriin  probiyotikli iiriin  {iriin
Baslangi¢ 0,30+0,00**  0,30+0,00**  0,35+0,07*° 0,27+0,35*4
l.ay 0,55+ 0,07 0,46+ 0,07°8 0,34+ 0,07*C 0,31+ 0,084*C
2.ay 0,40+ 0,00 0,30+ 0,00*® 0,35+ 0,07*€ 0,30+ 0,00%°
3.ay 0,50+ 0,00°" 0,43+ 0,049°® 0,35+ 0,028*C 0,33+ 0,091%C
4.ay 0,50+ 0,00°* 0,45+ 0,07°" 0,45+ 0,07°" 0,30+ 0,00*"
5.ay 0,40+ 0,14 0,45+ 0,07°® 0,40+ 0,00°" 0,30+ 0,00%¢

Ayni satirda farkli biiyiik harf veya ayni siitunda farkli kiigiik harf igeren drnekler arasinda anlamli

fark bulunmaktadir (p<0.05).
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Sekil 4.10 Olgunlastirma periyodunda drneklerin toplam titrasyon asitligindeki degisim.
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Sekil 4.11 Depolama siirecinde 6rneklerin toplam titrasyon asitligindeki degisim.
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4.1.3.3 Briks degeri

Uziim tursusunun briks degerlerinin degisimi Tablo 4.13’te verilmistir.
Briks degerlerindeki degisimin dogrusal bir ¢izgi gostermedigi goriilmektedir.
Baslangigta 63 olan briks degeri depolama sonunda 52,5 degerine kadar azalma
gostermistir. Gidanin iiretim ve depolama siiresi boyunca briks degerinin azaldigi
goriilmektedir (Sekil 4.13). Briks degerindeki azalmanin, {iziimiin suyunu salmasi

ve gidanin su oraninin artmasi nedeniyle oldugu diistiniilmektedir.

Porto vd. (2018), tarafindan yapilan ¢alismada, portakal ve pancar suyu
karistminin mikrobiyolojik ve kimyasal 6zellikleri 28 gilin boyunca izlenmistir.
Karigimin baglangicta 12 olan brix degeri 28 giin sonunda 8,9-9,2 degerlerine
azalmistir. Antunes vd. (2013) tarafindan yapilan calismada mikroenkapsiile
probiyotik iceren agerola meyvesi nektar1 35 giinliik depolama siiresi boyunca
baslangigtaki 11.6 brix degerini korumustur. Ding ve Shah (2008) tarafindan
yapilan ¢alismada, elma ve portakal sularinda serbest halde ve mikroenkapsiile
halde probiyotikler inokiile edilmis, 6 hafta boyunca mikrobiyolojik ve kimyasal
ozellikler incelenmistir. Serbest halde probiyotik igeren elma suyunda brix degeri
%2,6 azalma gosterirken, enkapsiile probiyotik igeren elma suyunda %1,1 azalma
gorilmistiir. Aym sekilde, serbest halde probiyotik igeren portakal suyunda brix
degeri baslangica goére 9%2,2 azalirken, enkapsiile probiyotik iceren meyve
suyunda %0,9 azalmistir. Serbest halde bulunan probiyotigin, mikroenkapsiile
haldekine gore sekeri daha kolay kullanmasi sonucu brikste daha fazla diisiis

meydana gelmis olabilecegi belirtilmistir.
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Tablo 4.13 Olgunlasma ve depolama periyodunda briks degerlerindeki degisim.

Zaman Briks

0 63+1,41°
1. hafta 63+1,41°
2. hafta 58,8+0,84°
3. hafta 60-+0,00°
4. hafta 600,00°
5. hafta 51+0,00°
1.ay 58,5+2,12°
2.ay 58,5+0,70°
3.ay 55,5+2,12°
4.ay 55,5+3,53°
5.ay 52,5+0,70°

Ayni siitunda farkli kiiglik harf iceren drnekler arasinda anlaml fark bulunmaktadir (p<0.05).
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Briks

14 21 28 35 42

Sure (giin)

Sekil 4.12 Olgunlastirma periyodunda iiziim tursusunun briks degerindeki degisim.

60
59
58
57
56
55
54
53
52
51
50

Briks

Sure (ay)

Sekil 4.13 Depolama periyodunda iiziim tursusunun briks degerindeki degisim.
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4.1.4 Probiyotik igeren ve icermeyen iiziim tursularinin duyusal 6zelliklerinin

belirlenmesi

Duyusal analiz sonuglarina gore, biitiin parametrelerde hiren icermeyen
ornekler en yiiksek puanlar1 almistir. Renk ve koku bakimindan 3 numarali 6rnek
digerlerine gore anlamli derecede yiiksek puan alsa da, genel begeni
incelendiginde en kabul edilebilir iiriin (4 numarali) hiren igermeyen probiyotikli
irin olmustur (Tablo 4.14). Sonuglar incelendiginde, probiyotik igeren {iriin
gruplarinin (3 ve 4) diger gruplara kiyasla anlamli derecede yiiksek sonuglar
aldig1 goriilmektedir.

L. paracasei ile zenginlestirilmis elma  suyunun  duyusal
degerlendirmesinde, bulaniklik hari¢ diger duyusal ozellikler tiiketiciden kabul
edilebilir puan almistir (Pimentel vd., 2015). Yapilan diger ¢alismalarda da
probiyotik susun meyve sularinda bulanikliga yol a¢tigi, bunun da kabul
edilebilirlik diizeyini azalttigi goriilmektedir. L. acidophilus iceren farkli soya
siitli 6rneklerinin duyusal degerlendirme sonuglarinda probiyotik iceren 6rnek
grubu 7/10 puan almistir. Probiyotiklerin, eklendigi gidanin tat, aroma, lezzetinde
gidanin yapisina baglhh olarak farkli Ozellikler kattigi anlagilmaktadir. L.
acidophilus ile fermente edilen armut suyunun, eksi bir aromaya sahip olmasi
olumsuz bir etki dogururken, genel olarak begenildigi belirlenmistir (Ankolekar
vd., 2012). L. plantarum, L. delbrueckii ve L. rhamnosus igeren {iziim sularinin

kabul edilebilirliginin kontrol ile ayn1 diizeyde oldugu belirlenmistir.
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Tablo 4.14 Ornek gruplarinin duyusal degerlendirme sonuglari.

Ornek Renk Tat Koku Genel begeni
Geleneksel
{iriin 3,2740,96°  2,73+0,46° 2,73+1,12 3,00+0,85°
Hirensiz
{iriin 32741228 2,9340,88° 2,80+1,15° 3,00+1,00°
Geleneksel
probiyotik
{iriin 4,13£0,83°  3,47+1,01° 4,07+0,88° 3,73+1,00°
Hirensiz
probiyotikli
{iriin 3,93+0,88*°  3,67+0,98° 3,8740,92° 3,87+0,92°

Aymi siitunda farkl kiiglik harf igeren 6rnekler arasinda anlamli fark bulunmaktadir (p<0.05).

4.1.5 Uziim tursusunun olgunlastirilmasi ve depolanmasi sirasinda B.cereus ve

E.coli’nin canli kalma durumunun arastirilmasi

4.1.5.1 Uziim tursusunun olgunlastirilmasi ve depolanmasi sirasinda B.cereus’un

canli kalma durumu

B.cereus’un iiziim tursusunda canli kalma durumunun arastirilmasi
amaci ile, B.cereus kiiltiirii dort grup halinde hazirlanan; geleneksel, hirensiz,
geleneksel probiyotikli ve hirensiz probiyotikli iiziim tursularina olgunlagmanin 0.
giiniinde 10° kob/ml 10° kob/ml olmak iizere iki farkli dozda inokiile edilmistir.
Inokiilasyondan 6nce, iiziim tursusunda 0. giinde B.cereus sayisi analiz edilmis,
inokiilasyondan oOnce lziim tursusunda B.cereus kolonisi goriillmemistir. O.
giinden 35. olgunlagma siiresinin sonuna kadar 7 giinliik araliklarla B.cereus sayis1
analiz edilmistir (Tablo 4.15). Diisiik doz (10% kob/ml) B.cereus igeren 6rneklerde
0. giinden itibaren koloni gdzlenmemistir. Sadece iiretimin 7. giinlinde 3 numarali
ornekte 1 adet tipik koloni saptanmistir. Diisiik doz B.cereus’un iiziim

tursusundaki asidik ortamdan etkilenerek canliligini kaybettigi 6ngoriilmektedir.
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Yiiksek doz (10° kob/ml) B.cereus inokiile edilen 6rneklerdeki B. cereus
sayisindaki degisim sonuglari incelendiginde 0. giinden itibaren azalma oldugu
goriilmektedir. Baslangicta 5,53 log birim olan B. cereus sayisi, 35 giinliik tiretim
periyodunda 1,15-1,69 log arasinda bulunmustur (Sekil 4.14). B. cereus sayisinda
olgunlagtirma asamasinda belirgin bir azalma meydana gelmistir. 5 aylik
depolama siiresi sonunda ise koloni sayis1 1,56-1,60 log araliginda kalmistir (Sekil
4.15). Depolama siiresi boyunca belirgin bir azalma olmamis, koloni sayilarinda
bir artis da gézlenmemistir (Tablo 4.16). 4°C depolama sicakliginin, tiziim tursusu
muhafazasi i¢in mikrobiyal agidan uygun oldugu goriilmektedir. 35 giinliik
olgunlastirma siiresi sonunda tim Orneklerdeki B.cereus sayisinin istatistiksel
olarak farkli oldugu goriilmektedir (p<0,05) (Tablo 4.15). 5 aylik depolama siiresi
sonunda ise geleneksel probiyotikli iirlin, B.cereus sayisi bakimindan diger

gruplardan istatistiksel olarak farkli bulunmustur (p<0,05) (Tablo 4.16).

Chen vd. (2009) tarafindan yapilan ¢alismada, farkl asit ortamlarinda
(sitrik, tartarik, propiyonik, laktik ve asetik asit) B.cereus’un asit adaptasyonunun
poptilasyondaki degisime etkisi arastirilmistir. Asit adaptasyonunun, B.cereus
canliligmi 10 kat arttirdig tespit edilmistir. Laktik, asetik ve propiyonik asitin
inhibisyon etkisinin daha yiiksek oldugu, sitrik asitin ise en az inhibitif etkiye
sahip oldugu belitlenmistir. Onciil ve Karabiyikli (2016), tarafindan yapilan
caligmada, koruk suyunda farkli patojenlerin canlilifi incelenmis, 15 dakikalik
uygulama sonucu yiiksek doz inokulum igceren 6rneklerdeki tiim patojenler inhibe
edilmistir. Diigiik doz igeren 6rneklerde ise 5 dakikalik uygulama inhibisyon i¢in
yeterli olmustur. Uziim ¢ekirdegi ekstraktinin etlerde Clostridium perfringens
gelisimine etkisi incelenmis, liziim ¢ekirdegi ekstraktinin raf 6mriinii artirmak ve
mikrobiyolojik kalite saglamak agisindan kullanim potansiyeli oldugu
belirlenmistir (Cosansu ve Juneja, 2018). Giiven ve Benlikaya (2005) tarafindan
yapilan ¢alismada, bozaya 10° kob/ml diizeyinde B.cereus inokiile edilmis, 72
saatlik fermentasyon siiresi boyunca B.cereus’un canli kalma durumu
incelenmistir. Bozada laktik asit bakterisi ve maya sayis1 artarken, B.cereus

sayisinin hizl bir sekilde diistiigii saptanmistir.
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Tablo 4.15 Yiiksek doz B.cereus igeren orneklerde olgunlastirma siiresince B.
cereus sayisindaki degisim.

Siire B.cereus sayisi (log kob/g)
Geleneksel Hiren Geleneksel Hirensiz
iriin icermeyen probiyotikli probiyotikli
{iriin tiriin {iriin
0.giin 5.53+£0.0°"  5.53+0.0*" 5.53+0.0*" 5.53+0.0*"
7.giin 1.84+0.08°"  1.60+0.42°%  2.0+0.0°° 2.0£0.0°¢
14.giin 1.89£0.26°"  1.90+£0.07°"  1.844+0.08°"  1.87+0.03°"
21.giin 1.69+£0.29%"  1.72+0.17%" 1.30+0.0%¢ 1.89+0.83%°
28.giin 1.90£0.0°"  1.69+0.29%° 1.99+0.12%¢ 1.50+0.28%°
35.giin 1.69+0.12%"  1.57+0.38"° 1.59+0.15" <1,3+0.21%°

Tablo 4.16 Yiiksek doz B.cereus igeren drneklerde depolama siiresince B. cereus
sayisindaki degisim (log kob/ml).

Siire  B.cereus sayisi (log kob/g)
Geleneksel iiriin ~ Hiren icermeyen  Geleneksel Hirensiz
tirtin probiyotikli probiyotikli iiriin
uriin

l.ay  1.30+0.0*" 1.45£0.21*4 1.92£0.03*"  1.54+0.33*"
2.ay 1.75+0.00°" 1.54+0.021°° 1.72£0.05°"  1.59+0.01°®
3.ay 1.52+0.10°" <1,3+0.28°%F 1.63£0.04°*  1.57+0.01°%
4.ay <1,3+0.28*" 1.30+0.00% 1.68£0.00°°%  1.72+0.00%°
5.ay  1.59+0.04%" 1.57+0.01°7 1.71£0.09°%  1.59+0.15""
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Ayni satirda farkli biyiik harf veya ayni siitunda farkli kiigiik harf iceren drnekler arasinda anlaml

fark bulunmaktadir (p<0.05).

= «¢- = Geleneksel Griin

—f— Geleneksel probiyotikli Grin
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=l Hirensiz trin

= =¢= = Hirensiz probiyotikli Griin

Sekil 4.14 Olgunlastirma periyodunda yiiksek doz B.cereus igeren iiziim tursusu orneklerindeki

B.cereus sayisindaki degisim.

B.cereus sayisi (log kob/g)

= 9= = Geleneksel Griin

0,9
0,7
0,5 T T T T T )
0 1 2 3 4 5 6
Sire (ay)

—f—= Geleneksel probiyotikli Griin

= Ml = Hirensiz Urin

<)+« Hirensiz probiyotikli Griin

Sekil 4.15 Depolama periyodunda yiiksek doz B.cereus iceren iiziim tursusu orneklerindeki

B.cereus sayisindaki degisim.
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4.1.5.2 Uziim tursusunun olgunlastirma ve depolama siiresince E.coli’nin canli

kalma durumu

E.coli kiiltiir siispansiyonu iiziim tursularma 10° kob/ml ve 10°
kob/ml olacak sekilde iki farkli dozda inokiile edilmistir. Inokiilasyondan 6nce,
lizim tursusunda 0. giinde E.coli sayisi analiz edilmistir. E.coli kolonisi
goriilmemistir. Zamana bagli E.coli sayisindaki degisim incelendiginde, sayilarin
yiiksek ve diisiik doz inokiile edilen orneklerde 7. giinden itibaren belirleme
diizeyinin (<1,3 log kob/g) altinda oldugu gériilmiistiir (Tablo 4.17). Uziim
tursusunun yapisinin E.coli’nin gelismesi i¢in uygun olmadigi anlasilmaktadir.
Uziim tursularina inokiile edilen E.coli’nin 7 giin icerisinde inaktif hale gelmesi
nedeniyle, inhibitif etkinin yiiksek seker konsantrasyonundan kaynaklanip
kaynaklanmadigini aragtirmak amactyla, 1,2,3 ve 4 numarali 6rneklerden 20’ser
ml alimip 20 ml steril saf su ile karistirilmistir. E.coli kiiltiiri yar1 yariya
seyretilmis bu drneklere 10° kob/ml ve 10° kob/ml diizeylerinde ayri ayr tekrar
inokiile edilmis ve Orneklerdeki E.coli sayilarinin zamana bagli degisimi
incelenmigstir (Sekil 4.16, Sekil 4.17). Yiiksek doz inokiile edilen 6rneklerdeki
E.coli’nin 40 giine kadar canliligin1 korudugu (Tablo 4.18), diisiik doz inokiile
edilen 6rnekte ise 20. giinde inaktif hale geldigi tespit edilmistir (Tablo 4.19).

Sheng vd. (2016) tarafindan yapilan calismada, iiziim c¢ekirdegi
ekstraktlariin alt1 farkli toksijenik E.coli susuna karsi inhibisyon etkisi gosterdigi
saptanmigtir. Gullian-Klanian ve Sanchez-Solis (2018), tarafindan yapilan
caligmada, farkli gida 6rneklerinde E.coli’nin gelisme 6zellikleri arastirilmistir.
Lag fazi, jenerasyon siiresi, lireme egrisi bakimindan gida matrisleri arasinda
belirgin bir fark olmadig1 belirlenmistir. iki farkli E.coli O157:H7 susu, pH 5 olan
ortama adapte edilmis, iki meyve suyu ve iki siit iirlinii ortaminda canlilig
izlenmistir. Asit adaptasyonu ve diisiik sicakligin E.coli nin canliligini artirdig
belirlenmistir (Hsin-Yi ve Chou, 2001). Meyve sularmin Escherichia coli,
Salmonella typhimurium ve Staphylococcus aureus {izerine antagonistik etkisi de

incelenmis, E.coli lizerinde en etkili olanin {iziim suyu oldugu belirlenmistir
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Tablo 4.17 Yiiksek ve diisik doz E.coli igeren orneklerde E.coli sayisindaki
degisim.

E.coli sayis1 (log kob/g)

Siire Geleneksel iiriin Hiren i¢ermeyen tiriin
0. giin 5,94 5,96
7. giin <1,3 <1,3
14.giin <13 <1,3

E.coli sayis1 (log kob/g)

Sure Geleneksel irun Hirensiz Uriin
0. giin 3,96 3,96
7. giin <1,3 <1,3

14.giin <1,3 <1,3
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Tablo 4.18 Yiiksek doz E.coli igeren seyreltilmis 6rneklerdeki E.coli sayisinin
degisimi.

E.coli sayisi1 (log kob/g)

Hiren Gele_nek§el_ Hirensiz_ _

Geleneksel tiriin . . .. probiyotikli probiyotikli
Siire (giin) IGermeyen Ui 4 in firiin
1 7,00 7,00 7,00 7,00
2 6,70 6,69 6,64 6,35
3 6,50 6,46 6,36 6,33
4 6,46 6,50 6,44 6,19
6 6,44 6,41 6,60 6,17
8 6,07 6,07 6,11 5,91
10 5,98 6,09 6,13 5,82
13 5,84 6,05 5,85 5,59
20 4,78 5,13 4,96 4,34
30 1,3 1,3 1,3 1,3

40 <1,3 <1,3 <1,3 <1,3
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Sekil 4.16 Yiksek doz E.coli igeren seyreltilmis tiziim tursusu 6rneklerindeki E.coli sayisinin
degisimi.
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Tablo 4.19 Diisiik doz E.coli igeren seyreltilmis 6rneklerdeki E.coli sayisinin
degisimi.

E.coli sayis1 (log kob/g)
Hiren Geleneksel Hirensiz
Geleneksel . g ST
o icermeyen  probiyotikli probiyotikli
Stire (giin) irlin irlin irlin
1 4,14 4,14 4,14 4,14
2 3,31 3,77 3,69 3,77
3 3,09 2,74 2,81 2,51
4 3,44 1,60 2,70 2,65
6 2,45 1,60 2,33 1,43
8 2,24 <1,3 1,82 1,30
10 1,92 <1,3 1,81 <1,3
13 1,46 <1,3 1,39 <13
20 <1,3 <1,3 <13 <13
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Sekil 4.17 Diisiik doz E.coli igeren seyreltilmis 6rneklerdeki E.coli sayisinin degisimi.

4.1.6 Hirenin antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi

4.1.6.1 Mikrodiliisyon yontemi ile minimum inhibisyon konsantrasyonunun

(MIK) belirlenmesi

Hiren metanol ekstraktinin B.cereus, E.coli ve L. acidophilus La-5
iizerine inhibisyon etkisi icin MIK degerleri siras1 ile %6,25, %12,5 ve %25;
hiren su ekstraktinin ise MIK degeri B.cereus ve E.coli igin %25, La-5 icin %50
olarak saptanmistir (Tablo 4.20). Biitiin tiirler tizerinde, hiren metanol ekstraktinin
hiren su ekstraktina gore daha etkili oldugu belirlenmistir. B.cereus’un iki

ekstrakta kars1 da diger tiirlerden daha duyarli oldugu goriilmektedir.

4.1.6.2 Minimum bakterisidal konsantrasyonun (MBK) belirlenmesi

Hiren metanol ekstraktinin B. cereus ve E.coli iizerinde MBK degeri
%12,5, La-5 tizerinde %25 olarak saptanmis, hiren su ekstraktinin ise inhibisyon
etkisi saptanmamustir (Tablo 4.20). MBK sonuglar1 da MiK sonuglarini destekler
niteliktedir. B.cereus’un ve E.coli’nin, L.acidophilus La-5’e gore daha duyarl

oldugu saptanmaistir.
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4.1.6.3 Disk difiizyon yontemi ile antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi

Disk diflizyon yontemi ile inhibisyon etkisi belirlenmistir. Hiren
metanol ekstraktinin B.cereus, E.coli ve L.acidophilus La-5 iizerinde zon ¢aplari
11 mm, 10 mm ve 8 mm olarak belirlenmistir (Tablo 4.20). Hiren su ekstraktinda
L.acidophilus La-5 i¢in 7 mm inhibisyon ¢ap1 gozlenmis, B.cereus ve E.coli igin

inhibisyon gozlenmemistir.

Yapilan ¢alisma sonucunda, hiren alkol ekstraktinin, hiren su

ekstraktina kiyasla daha fazla antimikrobiyal etki gosterdigi anlasilmaktadir.

Tablo 4.20 Hiren metanol ve hiren su ekstraktlarinin farkli mikroorganizmalar
iizerindeki MIK, MBK ve disk difiizyon analizi sonuglar1.

Lactobacillus
Olgiim Ekstrakt Bacillus cereus  Escherichia coli  acidophilus
Metanol
ekstrakti 6,25 12,5 25
MiK degeri
(%) Su ekstrakti 25 25 50
Metanol
ekstrakti 12,5 12,5 25
MBK Bakterisidal etki Bakterisidal etki Bakterisidal etki
degeri (%) Su ekstrakti gbzlenmedi gbzlenmedi gozlenmedi
Metanol
ekstrakti 11 10 8
Zon caplari inhibisyon inhibisyon
(cm) Su ekstrakti gozlenmedi gbzlenmedi 7




80

Petrovic vd., (2017) tarafindan yapilan ¢alismada, hiren kokii
hidrodistilasyon ile distile edilmis, ugucu bilesenler susuz sodyum siilfat ile
kurutulmus ve analizlerde kullanilmistir. 8 bakteri susuna karsi antibakteriyel
etkisi incelenmistir; Staphylococcus aureus (ATCC 6538), S. epidermidis (ATCC
12228), Bacillus subtilis (ATCC 6633) ve Enterococcus faecalis (ATCC 29212),
Gram negatif Escherichia coli (ATCC 10536), Klebsiella pneumoniae (ATCC
13883), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) ve Salmonella abony
(NCTC6017). Hiren ugucu bilesenleri tiim suslara karsi antibakteriyel etki
gdstermis, 265-795 pg/ml arasinda MIK degerleri elde edilmistir. Bu genis
antibakteriyel spektrumun hirenin igerdigi temel ucucu bilesenler; allil
izotiyosiyanat, 2 feniletil izotiyosiyanat ve bazi minor glukozinolat hidrolizi
iiriinlerinden meydana geldigi belirlenmistir. Yapilan baska bir ¢alismada, 5
baskin bakteri tiiriine kars1 (2 Bacillus spp., Staphylococcus spp., Streptococcus
spp. ve Enterobacter spp.) hiren su ekstraktlarinin antibakteriyel etkisi
incelenmistir. MIK ve disk volatilizasyon analizleri uygulanmistir. Broth
diliisyonunda MIK degerleri 0,156- 1,667 pg/ml, MBK degerleri 0,208-2,083
pg/ml, disk volatilizasyonda MIK degerleri 0,039-1,563 pg/ml, MBK degerleri
0,078-1,875 ug/ml olarak saptanmistir. En yiiksek antibakteriyel etki Bacillus sp.
suslarinda goriilmistiir. Ayn1 calismada suslara disk difiizyon testi de uygulanmais,
inhibisyon zonu Bacillus spp. suslarinda 10,93-14,50 mm arasinda saptanirken,
diger suslarda 1,21 ile 5,32 mm arasinda saptanmistir (Kim vd., 2015). Bir bagka
caligmada ise tar¢in, zencefil, muskat ve hirenin sulu ekstraktlarinin Aspergillus
niger (Ascomycota), Fusarium sambucinum (Ascomycota), Pythium sulcatum
(Oomycota) ve Rhizopus stolonifer (Zygomycota)’e karsi antimikrobiyal etkisi
incelenmis, hiren hari¢ diger tiim ekstraktlarin misel olusumunu engelledigi
gorilmiistir (Mvuemba vd., 2009). Hirenin sulu ekstraktinin antimikrobiyal
etkisinin diisiik seviyede oldugu bu c¢alisma ile de desteklenmektedir. Hirenin
icerdigi ITC’larin antimikrobiyal etkisi oral patojen tiirlerde test edilmistir. 6
fakiiltatif anaerobik bakteri susu, Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus,
Lactobacillus casei, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis ve
Aggregatibacter actinomycetemcomitans; bir maya susu, Candida albicans, ve 3
anaerobik bakteri susuna Fusobacterium nucleatum, Prevotella nigrescens ve
Clostridium perfringens karsi incelenmistir. Disk difiizyon yontemi uygulanmis,

biitin mikroorganizmalarda inhibisyon etkisi goriilmiistir. MBK degerleri 6
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fakiiltatif anaerobik bakteri ve Candida albicans igin 1,25-5,00 mg/ml arasinda, 3
anaerobik bakteri susu icin ise 4,17-16,67 mg/ml araliginda bulunmustur.
Fakiiltatif mikroorganizmalar arasinda en yiiksek inhibisyon degeri 1,25 mg/ml
MBK degeri ile Candida albicans i¢in goriilmiis, anaerobik mikroorganizmalar
arasinda ise 4,17 mg/ml MBK degeri ile F. nucleatum igin goriilmiistiir. Bu
calismada hiren ekstraktlarinin dogal dezenfektan olarak kullanim potansiyeli
vurgulanmistir (Park vd., 2013). Dekic vd., (2017) tarafindan yapilan bir
calismada dimetilsiilfoksit icerisinde c¢oOzdiiriilerek hazirlanan hiren dietileter
ekstrakti, antimikrobiyal etkisi Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Bacillus
subtilis (ATCC 6633), Bacillus cereus (ATCC 9139), Salmonella Enteritidis
(ATCC 13076), Proteus vulgaris (ATCC 8427), Escherichia coli (ATCC 8739),
Candida albicans (ATCC 10231) ve Aspergillus brasiliensis (ATCC 16404)’e
kars1 test edilmis, bu amacla broth dilisyon yontemi uygulanmistir. Biitiin
mikroorganizmalar i¢in 0,03-2,50 mg/ml arasinda MIK degerleri elde edilmistir.
B. cereus ve P. vulgaris en duyarl suslar olarak saptanirken, C. albicans ve B.
subtilis ise en direngli suslar olarak saptanmustir. Hirendeki izotiyosiyanatlarin;
B.cereus ve E.coli’ye karsi bakterisidal etkisi oldugu belirlenmistir. Fenil
izotiyosiyanatlarin allil izotiyosiyanatlara gore 7,8-20,5 kat daha fazla bakterisidal
etkisi oldugu tespit edilmistir. izosiyanatlarin (ITC) Helicobacter pylori gibi
kanser yapict bakterilere karsi antikarsinojenik etkisi de bulunmaktadir. ITC,
enzimlerin S-S bagmi kirarak bir¢ok patojen enzimini inaktive etmektedir.
ITC’nin bir diger antibakteriyel mekanizmasi bakteri hiicresinde ATP sentezini
engellemesidir. ITC’nin ayrica, oksidatif strese yol agma, DNA hasar1 ve hiicre
gelisimini engelleme gibi antibakteriyel mekanizmalarinin da oldugu ¢esitli
caligmalarda ortaya konmustur (Nguyen vd., 2013). Mucete vd. (2006) tarafindan
yapilan ¢alismada, hiren ITC’larinin farkli bakteri, kiif ve maya tiirlerine karsi
antimikrobiyal etkisi arastirilmistir. Bu amagla farkli konsantrasyonlardaki
ITC’lara farkli siirelerde maruz birakilan tiirlerin inhibisyon zon c¢aplari
ol¢tilmistiir. E.coli’de 2 ile 8 mm’ye kadar, Bacillus subtilis’te ise 2 ile 10 mm’ye

kadar inhibisyon zonu saptanmustir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez konusu, geleneksel liziim tursusu ile ilgili laboratuar ortaminda
yapilan ilk ¢alisma 6zelligi tasimaktadir. Calismada, {iziim tursusu probiyotik ve
probiyotiksiz, hirenli ve hirensiz olarak dort grup olarak hazirlanmis, her bir
grubun mikrobiyolojik, kimyasal ve duyusal 6zellikleri 35 giinliik olgunlastirma
ve 5 aylik depolama periyodu boyunca incelenmistir. Uziim tursusunda kiif sayis1
olgunlastirma periyodunun sonunda belirleme limitinin altinda kalmis, 5 ayhk
depolama stiresinde de kiif gelisimi gozlenmemistir. Maya sayisi ise hiren i¢eren
iizim tursusunda olgunlagtirma siiresi sonunda belirleme limiti altinda kalirken,
hiren icermeyen gruplarda 3,5-4 log degerlerinde bulunmustur. Bu sonug, hirenin
gida koruyucu oOzellikte oldugu tezini desteklemektedir. Olgunlastirma ve
depolama siiresi boyunca toplam laktik asit bakteri sayisi beklenen degerlerden
diisik c¢ikmis, LAB iiziim tursusunda gelisme goOsterememistir. Probiyotik
L.acidophilus La-5 susu olgunlastirma siiresinin 28. giiniinde 4 log degerlerinde
ve depolama siiresi sonunda 2 log degerlerinde canliligmi korumustur. Uziim
tursusunun kimyasal ozellikleri; pH, titrasyon asitligi ve briks degerleri
olgunlasma ve depolama siiresinde incelenmistir. pH degerleri, olgunlasma
stiresinde 5,10-5,26 diizeylerinde kalmis, depolama siiresinde ise azalan bir grafik
cizmis olup, depolama siiresi sonunda biitiin Orneklerde 4,80 degerlerinde
kalmistir. Toplam titrasyon asitligi baslangic aninda 0,3 olarak belirlenmis,
depolama siiresi sonunda biitiin 6rneklerde 0,33 ile 0,50 araliginda 6l¢lilmiistiir.
Baslangicta 20 olan briks degeri, lizim tursusunun olgunlasma ve depolama
stiresinde 17,5 degerine kadar azalma gostermistir. Duyusal analiz testi, tat, koku,
renk ve genel begeni kriterleri ile degerlendirilmis, genel begenide en yiiksek
puan1 hiren icermeyen probiyotikli 6rnek almistir. Hirenin kendine has keskin
aromast genel begeni puanii etkilemistir. Probiyotik ilavesinin duyusal
degerlendirmeyi olumlu etkiledigi goriilmektedir. Uziim tursusunda E.coli ve B.
cereus tiirlerinin canli kalma durumu arastirilmistir. E.coli’nin 7. giin sonunda
lizim tursusunda canliligini yitirdigi belirlenmis, B. cereus ise depolama siiresi
sonunda 1,59 log ile 1,71 log degerleri arasinda kalmistir. E.coli i¢in daha detayli
bir analiz yapabilmek amaci ile {iziim tursusu steril saf su ile 1-1 oraninda
seyreltilmis, E.coli kiiltiirii seyreltilmis tiriine 10° kob/ml ve 10° kob/ml sayisinda

tekrar inokiile edilmistir. Yiiksek doz igeren Ornekte E.coli 40. giin sonunda,
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diisik doz igeren de ise 20. giin sonunda sayilar belirme limitinin altina
diismiistiir. Calismada ayrica hirenin antimikrobiyal dzellikleri incelenmis, MIK
analizi sonuglarina gore incelenen tiirlere karsi hiren alkol ekstraktinin MIK
degeri %6,25 ile %12 arasinda, hiren su ekstraktinin MiK degeri ise %25 ile %50
arasinda saptanmistir. Hiren alkol ekstraktinin antimikrobiyal etkisinin hiren su
ekstraktina  gdre daha giicli oldugu goriilmektedir. Incelenen tiirler
kiyaslandiginda, B.cereus’un E.coli ve L.acidophilus La-5’e gore daha duyarli
oldugu belirlenmistir. Hiren metanol eksraktinin  inhibisyon zonlar1
karsilagtirildiginda B.cereus igin 11 mm, E.coli i¢in 10 mm ve L.acidophilus La-5
icin 8 mm inhibisyon zonu ¢ap1 gozlenmistir. Burada da en duyarl tiiriin B.cereus
oldugu goriilmektedir. Hiren su ekstrakti i¢in ise B.cereus ve E.coli igin

inhibisyon zonu gézlenmezken, La-5 i¢in 7 mm inhibisyon zon c¢ap1 gbzlenmistir.

Sonug olarak, tiziim tursusunun L.acidophilus La-5’in gelisimi i¢in uygun
olmadig1 goriilmiis, bu sus gidada canlihgini uzun siire koruyamamistir. Uziim
tursusunun diisiik olmayan pH degerleri probiyotik gelisimi i¢in uygun olsa da,
yiiksek seker konsantrasyonlarindan dolayr probiyotik gelisimi ilk haftalardan
itibaren azalma gostermistir. Probiyotiklerin bu gidada gelisiminin hangi
kosullardan etkilendigi ile ilgili ileri ¢alismalara ihtiya¢ vardir. Hirenin
antimikrobiyal etkisi, Onceki ¢alismalarin sonuglarmi destekler nitelikte
bulunmustur. Bu bitkinin farkli tiir gidalarda gida koruyucusu olarak kullanim

potansiyeli arastirilmalidir.

Meyve sebze kaynakli probiyotik gidalarin gelistirilmesi giliniimiizde
onemli bir konudur. Siit {irlinleri tiiketmeyen ve bitkisel gida agirlikli beslenme
tarzin1 benimsemis tiiketici kesimi i¢in probiyotik meyve ve sebze sulari ile ilgili

arastirmalar devam etmelidir.
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