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OZET

LACTOBACILLUS REUTERI VE STREPTOCOCCUS
THERMOPHILUS iCEREN FERMENTE SUT URUNUNUN URETIM
BASAMAKLARI, TEKNOLOJIK OZELLIKLERI VE AROMA
PROFILLERININ BELIRLENMESI

Bu c¢alismada L. reuteri ve S. thermophilus’ un sinerjik etkisinden
yararlanilarak probiyotikli fermente siit iirlinii iiretilmistir. Calisma ii¢ paralel olacak
sekilde yiiriitiilmiistiir. Uretilen probiyotikli fermente siit iiriiniin érneklerine 1., 3., 7.
ve 15. gilinlerinde fizikokimyasal analizler 24. saatinde ise mikrobiyolojik analizler
uygulanmistir. Ayrica iiriin orneklerinin aroma profili ve organik asit icerigi de

incelenmistir.

Ilag tiiketimine kars1 olan &n yargilar, ilag seklinde kullanima sunulan diyet
destekleyici tablet ve kapsiil tiiketimini kisitlamaktadir. Bundan dolayi
probiyotiklerin tiiketimi ancak, fermente siit iirlinleri gibi iirlinlerin igine starter
kiiltiirlerine ek olarak eklenmesi ile gidaya probiyotik Ozellik kazandirilmasiyla
saglanmaktadir. Bu nedenle calismamizin amaci insan diyetlerinde kullanilabilecek

yeni bir probiyotikli fermente siit iirlinii iretmektir.

Calismanin analiz sonuglarina gore, 12 saat inkiibasyondan sonra {iriiniin pH’
st kazeinin izoelektrik noktasi olan 4.6’ ya ulagmistir. Su aktivitesi 0.985, kuru
madde igerigi %10.58, yag orani 1.8, protein degeri 4.03 olarak tespit edilmistir.
Mikrobiyolojik analiz sonuglarinda L. reuteri 10° kob/g, S. thermophilus 10° kob/g
maya-kiif sayis1 ise <100 kob/g olarak saptanmistir. Ugucu aroma bilesiklerinden
asetik asit miktar1 %10.56, etanol degeri %0.44, aldehit grubunda yer alan 2-
metilbiitanal degeri ise %32.97 olarak tespit edilmistir. Organik asit analiz
sonucunda ise laktik asit degeri 14.64 mg/g, asetik asit degeri 2.80 mg/g ve sitrik asit
degeri 0.64 mg/g olarak saptanmistir. Yeni probiyotikli fermente siit riliniiniin
muhafazasi siiresince yapilan fizikokimyasal analizlerinde 1., 3., 7., ve 15. giinlerde
pH sirasiyla 4.36, 4.02, 3.57 ve 2.91, yag oran1 (%) sirasiyla 1.8, 1.8, 1.6 ve 1.4 ve
protein degeri ise sirasiyla 4.03, 4.02, 4.02 ve 4.01 olarak tespit edilmistir.

Mikrobiyolojik analiz sonuglarinda ise 24. saatteki laktobasillus ve streptokok
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sayilar1 >10° kob/ml, maya- kiif sayisi ise <100 kob/g olarak saptanmistir. Bu

degerler iiriiniin 15 giin muhafaza siiresi boyunca tiiketilebilecegini gostermektedir.

Sonug olarak calismamiz sonucunda iirettigimiz probiyotikli fermente siit

tiriini Tiirk Gida Kodeksi probiyotik kabul edilme sartlarin1 saglamaktadir.

Anahtar Kelimeler: L. reuteri, probiyotikli fermente siit iirtinii, S. thermophilus



ABSTRACT

PRODUCTION STEPS, TECHNOLOGICAL PROPERTIES AND
DETERMINATION OF AROMA PROFILES OF FERMENTED MILK
CONTAINING LACTOBACILLUS REUTERI AND STREPTOCOCCUS

THERMOPHILUS

In this study, a probiotic fermented milk product was produced by utilizing
the synergistic effect of L. reuteri and S. thermophilus. The study was carried out in
three parallels. Physicochemical analyzes were performed on the 1st, 3rd, 7th and
15th days of the probiotic fermented milk product samples and microbiological
analyzes were performed at the 24th hour. In addition, the aroma profile and organic

acid content of the product samples were also examined.

Prejudices against drug consumption restrict the consumption of dietary
supplements and capsules, which are offered as drugs. Therefore, the consumption of
probiotics can only be achieved by adding probiotic properties to the food by adding
them to the starter cultures in products such as fermented milk products. Therefore,
the aim of our study is to produce a new probiotic fermented milk product that can be

used in human diets.

According to the analysis results of the study, the pH of the product reached
4.6, which is the isoelectric point of casein, after 12 hours of incubation. The water
activity was 0.985, the dry matter content was 10.58%, the oil rate was 1.8, and the
protein value was 4.03. In the microbiological analysis results, L. reuteri 10° cfu/g, S.
thermophilus 10° cfu/g yeast-mould count was <100 cfu/g. In the analysis of aroma
profiles, the amount of acetic acid, which is one of the volatile aroma compounds,
was determined as 10.56%, the value of ethanol as 0.44%, and the value of 2-
methylbutanal in the aldehyde group as 32.97%. As a result of the organic acid
analysis, the lactic acid value was 14.64 mg/g, the acetic acid value was 2.80 mg/g
and the citric acid value was 0.64 mg/g. In the physicochemical analyzes performed
during the storage of the new probiotic fermented milk product, the pH was 4.36,
4.02, 3.57 and 2.91, respectively, the fat content (%) was 1.8, 1.8, 1.6 and 1.4, and
the protein value on the 1st, 3rd, 7th, and 15th days. 4.03, 4.02, 4.02 and 4.01
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respectively. In the microbiological analysis results, the lactobacillus and
streptococcal counts at the 24th hour were found to be >10° cfu/ml, and the yeast-
mold count as <100 cfu/g. These values show that the product can be consumed

during the storage period of 15 days.

As a result, the new probiotic fermented milk product that we produced as a
result of our study meets the conditions for acceptance of probiotics in the Turkish
Food Codex.

Keywords: L. reuteri, probiotic fermented milk product, S. thermophilus
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SiIMGE VE KISALTMALAR DiZiNi

aw :Water Activitiy (Su Aktivitesi)
FAO :Food and Agriculture Organization (Birlesmis Milletler Gida ve

Tarim Orgiitii)

FDA :Food and Drug Administration (Amerika Birlesik Devletleri Gida ve
flag Dairesi)

FLA :Fenil Laktik Asit

g :Gram

GRAS :Generally Recognized as Safe (Genel Olarak Giivenli Kabul Edilen)

IDF :International Dairy Federation (Uluslararas1 Siitgiiliik Federasyonu)

kob :Koloni Olusturan Birim

LA :Laktik Asit Cinsinden Asidite

LAB :Laktik Asit Bakterileri

LDL :Low Density Lipoprotein

m :Metre

ml :Mililitre

M.O ‘Milattan Once

NIST :National Institute of Standarts and Technology (Ulusal Standartlar ve
Teknoloji Enstitiisii)

pH :Power of Hydrogen (Hidrojenin Giicii)

RI ‘Retention Index (Elde Tutma Endeksi)

TGK :Tiirk Gida Kodeksi

UHT :Ultra Hight Temperature (Ust Diizey Sicaklik)

QPS :Qualified Presumption of Safety (Nitelikli Giivenilirlik Varsayimi)

WHO ‘World Health Organization (Diinya Saglik Orgiitii)
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1.GIRIS

Insan viicudunun 300 m? si mukozal yiizey, 2 m? kadari ise deri ile kaplidur.
Insanlarin kendi hiicrelerinden daha fazla sayida mukozal ve deri yiizeylerinde
yasayan bakteri vardir. Bir insan yaklasik olarak 10" memeli hiicre ve 10"
mikroorganizmadan olusan karmasik bir yapiya sahiptir (Ceyhan ve Alig, 2012).
Intestinal sistemde, agiz ve burun bosluklarinda, iirogenital sistemde, deride yani
insanin  dis ¢evre ile baglantili olan kisimlarinda ve mikroorganizmalarin
stabilitelerini koruyabildigi uygun kosullara sahip olan her yerinde ¢ok ¢esitlilikte ve

sayida mikroorganizma yerlesik olarak bulunmaktadir (Tok ve Aslim, 2007).

Dogum sirasinda steril olan gastrointestinal sistem florasi, yeni dogan
doneminde kazanilmakta ve yasam siiresince degismemektedir. Dogum esnasinda
yutulan annenin fekal ve vajinal florasi yeni dogan florasinin kaynagi olarak kabul
edilmektedir (Inan¢ ve ark., 2005). Dis ortamdan yiyecek ve igeceklerle birlikte
aliman kimyasal ajanlar ve patojen bakteriler flora kokenli antijenlerle daima yaris
icindedir (Ozden, 2005). Bu gastrointestinal flora; bakteriler, viriisler, protozoalar,
mantarlar ve pek ¢ok Okaryotik mikroorganizma toplulugu tarafindan olusturulan
mikrobiyota olarak adlandirilan kendine 6zgii bir ekosistemdir (Aslan ve Altindis,
2017).

Gastrointestinal sistem florasinin  bir kismimi  olusturan  probiyotik
mikroorganizmalar bagirsak savunma bariyerini de dogal olarak koruduguna
inanilmaktadir. Bu nedenle yeterli miktarda probiyotik alimi ile gastrointestinal

floranin giiglendirilecegine inanilmaktadir (Jones, 2002).

Insan saghginin korunmasi icin gastrointestinal sistemin saglikli olmasi
gerekmektedir.  Gastrointestinal ~ sistemin  dengesini  intestinal ~ mikroflora
saglamaktadir. Intestinal mikroflorayr da giiclendirmek amaciyla probiyotik,
sinbiyotik ve prebiyotikler gibi gida katki maddelerinden yararlanilmaktadir (lacono
ve ark., 2011; Yildirim ve Altun, 2014).



Probiyotik mikroorganizmalar, yeterli oranda alindiklarinda kisinin fizyolojsi
ve sagligi lizerine olumlu etkilerde bulunan canli mikroorganizmalar olarak
adlandirilmaktadir (Kizilaslan ve Solak, 2016). Mikrobiyotada probiyotiklerin
onemli baz1 avantajlar1 vardir. Bu avantajlardan en 6nemlisi, organizmanin patojen
ve apatojen mikroorganizmalar arasindaki dengeyi kendi normal fonksiyonu igin
saglama etkisidir (Patel ve DuPont, 2015).

Probiyotik  mikroorganizmalar  bagirsak  mikrobiyotasinin  dengesini
saglayarak  laktobasil ~ve  bifidobakteri ~ miktarin1  arttirabilir.  Patojen
mikroorganizmalarin gelismesi i¢in uygun olmayan ortam saglayabilir. Sonug olarak
bagirsak florasin1 yeniden diizenleyebilir (Curro ve ark., 2017; Distrutti ve ark.,
2016).

Cesitli mikroorganizmalar probiyotik etkinlikleri acisindan
degerlendirilmistir. Degerlendirilen bu mikroorganizmalar arasinda laktik asit bakteri
(LAB)’ lerinden, Lactobacillus spp. ve Bifidobacterium spp. kapsamli bir sekilde
aragtirtlmis ve en yaygin kullanilan probiyotik mikroorganizmalar olduklar1 tespit
edilmistir. Ilaclarin kiiresellesme ¢aginda, probiyotik kavrami ve bunlarin terapétik
ve profilaktik kullanimlar1 genis ¢apta kabul gormektedir. Gittik¢e daha fazla bakteri
susunun, atopik, inflamatuar durumlar tizerindeki etkileri kanitlandigindan gelismis
ilkelerde bu bakteri suglarmin probiyotik olarak kullanimi zamanla artis
gostermektedir. Probiyotiklerin bagisiklikla ilgili bozukluklarda kullanilmasinin yam
sira, enfeksiyonlara bagl infantil ishal, bakteriyel vajinoz, idrar yolu enfeksiyonlari,
dis tasi1, diyabet, kanserlerin tedavisinde ve ayrica ¢esitli antibiyotiklere ve laktoza
kars1 bagirsak mukozal toleransini artirmada etkili olduklar: tespit edilmistir (Dhama
ve ark., 2016).

Tiiketici isteklerine bagh ¢esitli probiyotik iirlinler {iretilmekte ve bu iiriinler
pazarlarda genis yer kaplamaktadir. Fakat probiyotikli fonksiyonel gidalarin
tiretimini ve gelisimini sinirlayan bazi engeller mevcuttur. Bu engeller 3 grup altinda

toplanmaktadir:

1. Gidanin iretim asamasinda meydana gelen engeller (kurutma, dondurma,

yiiksek sicaklik, asidik ya da alkali ortam, yiiksek basing)
2



2. Tiiketim sonrasinda metabolizmanin neden oldugu engeller (safra tuzlari,

yiiksek asidik ortam ve gastrointestinal sistem enzimleri)

3. Bakterinin sebep oldugu engeller (oksijen, anaerobik gelisme sartlari, zengin
besin maddeleri ihtiyaci ve ¢esitliligi, pH, rekabetci mikroorganizmalarin sebep
oldugu stres ortami, inhibitor maddeler ve sicaklik) (Anal ve Singh, 2007; Argin,
2007; Champagne ve Fustier, 2007; Gouin, 2004; Hsieh ve Ofori, 2007; Qi ve
ark., 2006;).

Yukarida bahsedilen 6zellikle {igiincli maddeden dolay: insanlar i¢in 6nemli
bir probiyotik mikroorganizma olan Lactobacillus reuteri (L. reuteri) susunun tek
basina siit ortaminda tretilmesini imkansiz kilmaktadir. Bu durumdan ¢alismamizda
L. reuteri iceren fonksiyonel bir gida iiretimi igin siit ortaminda Streptococcus
thermophilus (S. thermophilus) ‘un sinerjisinden ve laktozsuz siit ile karbonhidrat

cesitliligi saglayarak probiyotikli fermente siit iirliniiniin {iretilmesi amaglanmuistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Fermantasyon

Bakteri, maya ve kiifler tarafindan sentezlenen enzimlerin etkisiyle, daha ¢ok
karbonhidratlarin par¢alanma siirecine fermantasyon denir (Tekinsen ve Atasever,
1994). Fermantasyon, biyokimyasal yonden enerji elde etmek igin organik
bilesiklerin katabolizma ile indirgenmesi seklinde de tanimlanabilmektedir (Klein ve
ark., 2005). Fermantasyonla hiicre ortamdaki amonyum ve seker benzeri molekiilleri
kompleks metabolik yontem kullanarak arzu edilen son iriine dondstiiriir (Aran,
2014). Fermantasyon bilinen en eski gida iiretimi ve koruma metotlarindan biridir.
Ayrica gida muhafazasinda kullanilan en ekonomik yontem olmasi fermantasyonun
en onemli avantajlarindandir. (Fox, 1993). Gidanin iiretimi ve korunmasinin yani sira
vitamin sentezi ve esansiyel aminoasit iiretimiyle gidalarin besinsel degerini
iyilestirmek amaciyla kullanilan fermantasyon yonteminin tarihgesi ¢ok eskiye
dayanmaktadir. Fermantasyona dair en eski kanitlar milattan énce (MO) 6000’ lerde
Dogu Akdeniz ve Mezopotamya bdlgesinde ortaya cikmustir. Insanlik tarihi
acisindan Onemli bir bulus olan fermente gidalar lezzet bakimindan daha c¢ekici,
korunma siiresi daha uzun ve hammaddeden farkli bir {irlin olusumuna katki

saglamistir. Fermente gidalarin iiretiminde mikroorganizmalarin rol aldig:

bilinmektedir. (Caplice ve Fitzgerald, 1999; Holzapfel, 1997; Ross ve ark., 2002).

Fermantasyon daha once bilinmesine ragmen prosesi ancak 1850 yilinda
ortaya c¢ikan mikrobiyoloji bilimiyle anlasilmistir. Giiniimiizde ise farkli iiretim
metotlari, mikroorganizmalar ve hammaddelerle iiretilen fermente gidalara yogun bir
ilgi mevcuttur. Diinya c¢apmda 3500 i asan fermente {iriiniin iretimi
ongoriilmektedir. Uretilen bu fermente iiriinlerin antioksidan, probiyotik,
antimikrobiyal ve kollestrol diistiriicii 6zelliklere sahip olmalar1 ve fermantasyonda
kullanilan LAB’ lerin fonksiyonel 6zellikleri bu iiriinleri sagliga daha faydali hale
getirmektedir (Blandino ve ark., 2003; Ehlers ve ark., 2011; Kabak ve Dobson, 2011;
Karagil ve Acar, 2013; Tamang ve Kailasapathy, 2010).
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Gidalart  bir nevi fiziksel ve kimyasal olarak bozan ve patojen
mikroorganizmalarin inhibisyonunda oldukga etkili bir yontem olan fermantasyon
sonucunda triinde 6zgiin tat, tesktiir, renk ve koku meydana gelmektedir. Siit
tirtinlerinin fermantasyonunda rol alan en yaygin LAB’ leri; Lactobacillus spp.,
Lactococcus spp., Streptococcus spp., Leuconostoc spp., ve Enterococcus spp.” dir.
Streptococcus lactis, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus bulgaricus ve
Enterococcus faecium siit ve siit tiriinlerinde asit sentezi, L. dextranicum, L. cremoris
ve S. lactis subsp. diacetylactis ise lezzet ve aromanin sekillenmesinde faydalanilan

suslardir (Tekingen ve Atasever, 1994).

Temel prensip olarak fermantasyonun amaci karbonhidratlarin oksidasyonu,
CO,, alkol tiirevleri ve farkli organik asitlerin tiretilmesidir. Ayrica fermantasyonla
birlikte triinlerin besinsel degeri ve kalitesi de artmaktadir (Buttriss, 1997; Caplice
ve Fitzgerald, 1999; Ercoskun ve Ertas, 2003; Holzapfel, 2002; Kabak ve Dobson,
2011; Ozden, 2008).

Laktozu (siit sekeri) laktik aside doniistiiren bdylece ortamm pH’ sinin
diismesini saglayan laktik asit bakterileri diger mikroorganizmalarin gelismesini de
engellerler. Ayrica laktik asit bakterileri antimikrobiyal aktiviteye sahip diasetil,
reuterin ve bakteriyosin benzeri bilesiklerin sentezlenmesinden de sorumludurlar
(Fernandez ve ark., 2015; Ram ve Bhavadasan, 2002; Shiby ve Mishra, 2013).

Yogurt, Mezopotamya’ da Keginin ilk kez evcillestirildigi ¢agda iiretilmeye
baglanmistir. Modern siit iiriinleri teknolojisi, sicaklik artigina bagli olarak hayvan
derisinde muhafaza edilen siitiin dogal olarak fermantasyona ugramasi sonucu yogurt
ve benzeri siit iiriinlerinin meydana gelmesiyle ortaya ¢ikmistir. Uretimde kullanilan
kabin degistirilmemesi, siirekli fermente olmus siite taze siit ekleyerek
fermantasyonun tekrar saglanmasi, daha 6nceden kalan eksitilmis siitiin pthtilagtirma
amaciyla kullanilmasi, tat ve aroma saglamak igin aside toleransli LAB’ lerin
kullanilmas1 fermente siit tiriinlerinin gelisim siirecinde rol oynamaktadir (Tamime

ve Robinson, 2007).

Ozellikle laktik asit bakterileri olmak iizere bazi bakteriler tarafindan siitiin

fermente edilmesiyle olusan ve kendine 6zgii lezzeti, kokusu ve kivami olan tirtinlere
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““fermente siit Uriinleri’’ denilmektedir (Taskin ve Bagdatlioglu, 2011). Tiirk Gida
Kodeksi Fermente Siit Uriinleri Tebligi (2009)° ne gore ise siitiin belirli
mikroorganizmalarla fermantasyonu sonucu pH’ sinin diismesiyle olusan ve yeterli
sayida canli mikroorganizma igeren siit iiriiniine ‘‘fermente siit tiriinii’” denilmektedir

(Tiirk Gida Kodeksi [TGK], 2009).

Diinya ¢apinda isimleri farkli olmasina ragmen benzer 6zelliklere sahip 400’
den fazla siit iiriinii vardir. Peynir, yogurt, Krema ve tereyagi yaygin tiiketilen bu siit
tirtinlerine 6rnek verilebilir. Begenilen tatlar1 ve insan sagligi iizerine olumlu etkileri
oldugundan dolay1 fermente siit {irtinlerinin popiilerligi gittik¢e artis gostermektedir

(Karagil ve Acar, 2013; Panesar, 2011; Yiicel Sengiin, 2011;).

Fermantasyon siirecinde siit bilesenlerinde olusan biyokimyasal degisiklikler
sonucu fermente siit i¢erigindeki besin degerleri artig gostermektedir. Bundan dolay1
fermente siit iriinleri son zamanlarda fonksiyonel gidalar igerisinde yer almaktadir

(Aran, 2014).

L. casei, L. reuteri, L. acidophilus, L. gasseri, L. rhamnosus ve L. johnsonii
gida  riinlerinde  kullanilan ~ probiyotik  laktobasil ~ suslaridir.  Patojen
mikroorganizmalarin inhibisyonunda probiyotik mikroorganizmalarin kullandigi
farkli mekanizmalarinin oldugu bilinmektedir. Bu mekanizmalarin en Onemlileri,
organik asit sentezleyerek gidanin asitligini arttirmak, hidrojen peroksit, etanol,
diasetil, karbondioksit ve antimikrobiyel Ozellikteki diisiik molekiiler agirlikli
peptidleri iceren bakteriyosin sentezlemek, reseptorlere tutunmak sartiyla besin
kaynaklar1 i¢in yarigsmak ve serbest radikaller gibi bilesikleri sentezlemektir (Arat
Maden ve Altun, 2012; Ayhan ve ark., 2005; Cosansu ve ark., 2007; Mentes ve ark.,
2004). LAB, bakteriosin sentezleyerek kendi tiirlerinin devamliligi igin tehdit
olusturan yakin akraba tiirlerine karsi bakterisit veya bakteriyostatik etki
gostermektedir (Chen ve Hoover, 2003; Gillor ve ark., 2005). Ayrica bakteriosinler
dogal ve giivenilir olmalarindan dolay1 gida iiretiminde yararlanilmakta ve boylece
gidalarin bozulmalar1 da 6nlenmektedir. LAB’ lerin sentezledigi asidophilin, nisin ve
reuterin benzeri maddeler patojen mikroorganizmalara etki eden antimikrobiyal
metabolitlerdir. L. reuteri tarafindan sentezlenen diisiik molekiillii metabolitlerden

olan reuterin (3-OH-propionaldehit) genis spektrumlu maya, bakteri ve kiifler
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tizerine oldukga etkili olan antimikrobiyal yapida bir metabolittir (Holzapfel, 2002).
Eksi hamurdan izole edilen ve Aspergillus, Fusarium ve Penicillium {izerine etkisi
incelenen L. reuteri CRL 1100’{in bu tiirleri inhibe ettigi gozlemlenmistir (Gerez ve
ark., 2009). Gerez ve arkadaslarmin yaptiklar: bir baska ¢alismada ise LAB’ lerin
antifungal faaliyetlerinin LAB’ ler tarafindan sentezlenen asidik asit, laktik asit ve 3—
fenillaktik asit (FLA)’ ten kaynaklandigini tespit etmislerdir (Gerez ve ark., 2010).
Kilig (2001)’ a gore LAB’ nin antimikrobiyal etkileri peptit olmayan inhibitor
maddelerin sentezi ve pH diisiisiiniin yan1 sira antibakteriyel aktivitesi olan organik
asit ve hidrojen peroksit iceren bilesiklerin sentezlenmesi ve bakteriyosinlerin

olusumuyla ortaya ¢iktig1 saptanmustir.

2.2. Fermente Gidalarin Insan Saghgina Faydalar

Yapilan bir¢cok calisma sonucu laktik asit bakterilerinin iyilestirici, koruyucu
ve besleyici o6zellikleri tespit edilmistir (Fernandez ve ark., 2015; Ram ve
Bhavadasan, 2002; Shiby ve Mishra, 2013). Fermente bir siit {iriinii olan yogurdun
tiketimi ile kolon kanseri, laktoz intoleransi, bagirsak hastaligi, diyare, diger
bakteriyel enfeksiyonlar ve inflamatuar benzeri gastrointestinal sistemle ilgili
hastaliklarin engellenebilecegi bildirilmistir (Mazahreh ve Ershidat, 2009; Shah,
2013). Antimikrobiyal, antihipertansif, antikarsinojenik, antimutajenik Ozellikte,
mineral metabolizmasi {izerine yararli, LDL (Low Density Lipoprotein) seviyesini ve
gida allerjisi belirtilerini azalttig1 belirtilmistir (Crowley ve ark., 2013; Schniirer ve
Magnusson, 2005). Ozellikle giiniimiizde insan saghg: iizerine gastrointestinal
floranin ya da daha dogru ifade ile bagirsak mikrobiyotasinin etkilerine yonelik
yapilan ¢aligmalarin sonuglari, probiyotik mikroorganizmalarin dogal kaynagi olan

fermente gidalara olan ilgiyi de arttirmaktadir.

2.3. Laktik Asit Bakterileri

Ik defa LAB’ lerin tanimlanmasinda koliform mikroorganizmalarla siitii
koagiile ve fermente etmeleri 6zelikleri rol oynamistir. Ancak laktobasil® lerin 1901’

de Gram (+) seklinde ifade edilmesiyle bu mikroorganizmalar koliform grup
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bakterilerden ayrilmistir (Stiles ve Holzalpfel, 1997). Orla Jansen tarafindan 1919’
da yapilan tanimlamaya gore LAB’ ler sporsuz, ¢ubuk ya da kok bi¢iminde
hareketsiz, katalaz (-), Gram (+), yiiksek alkol ve karbonhidrat fermantasyonu
sonucu laktik asit sentezleyen mikroorganizmalardir (Gobbetti ve ark., 2005; Stiles
ve Holzalpfel, 1997). Genellikle mezofil olan LAB’ leri iireyebilmek igin piirin ve
primidin bazlarina, aminoasit ve B vitaminlerine gereksinim duyarlar. Bazi LAB
tirleri zayif lipolitik ve proteolitik 6zellik gosterebilmektedir (Caplice ve Fitzgerald,
1999).

Ilk zamanlarda LAB’ lerin siniflandirilmas1 morfolojik, fizyolojik ve farkli
pH, sicaklik araliginin yani sira tuz yogunluklarinda gelismesi gibi biyokimyasal
Ozelliklerine gore yapilmistir (Gobbetti ve ark., 2005). Giiniimiizde molekiiler tani
yontemlerinin de kullanilmasi ile LAB’leri Lactobacillus spp., Leuconostoc spp.,
Lactococcus spp., Streptococcus spp., Pediococcus spp., Enterococcus spp.,
Carnobacterium spp., Tetragenococus spp., Vagococcus spp., Aerococcus spp.,
Alloiococcus spp. ve Weisella spp. gibi toplam 12 cinsden olusan taksonomi
kullanilmaktadir (Biyikli, 2020; Endo ve Okada, 2005; Stiles ve Holzapfel, 1997;
Tangiiler ve Erten, 2006). Bu cinsler igerisinden daha ¢ok Lactobacillus spp.,
Streptococcus spp., Lactococcus spp., Enterococcus spp. ve Leuconostoc spp.” den

siit iiriinlerinde starter kiiltiir seklinde yaralanilmaktadir (Ozer, 2007).

LAB’ lerinin en ideal gelisme araliklar1 35 ila 45°C araligidir. 3.2 ile 9.6 pH
degerleri arasinda iireyebilen LAB’ lerin iireyebildikleri en iyi pH aralig1 ise 5.5-
6.6’dir. Tuz, etanol, diisiik su aktivitesi, ozmotik basing ve safraya karsi direngli baz1
tiirleri vardir. Cesitli ¢cevre sartlarina uyum saglamalarinin en 6nemli nedeni ¢esitli
ortamlarda bulunmalar ile ilgilidir (Ahi, 2011; Kazancigil, 2018; Kezer, 2019; Onlij,
2018).

LAB’ ler glikozu ¢esitli metabolik yollarla kullanip birbirinden farkli son
iriinler sentezlemektedirler. Bunun nedeni LAB’ lerin fizyolojik ve genetik
cesitlilikleridir. Fermantasyon sonucunda laktik asit sentezleyen tiirlerine
homofermentatif, heksoz sekerlerin fermantasyonu sonucu laktik asidin yani sira
etanol ve karbondioksit sentezleyen tiirlere heterofermentatif LAB’ ler denir (Wood

ve Holzapfel, 1995).



Insan ve hayvan saghgma yararli bakteriler seklinde bilinen ve FDA
(Amerika Birlesik Devletleri Gida ve ilag Dairesi) tarafindan GRAS (Genel Olarak
Giivenli Kabul Edilir) statiisiinde bulunan LAB’ ler biyokontrol ajanlar1 seklinde
kullanilmaktadir. Ayrica dogal gida koruyuculara gosterilen yogun ilgi ve LAB’
lerin Avrupa Birligi tarafindan QPS (Nitelikli Giivenilirlik Varsayimi) seklinde
tanimlanmasi biyokontrol ajanlarina olan ilgiyi arttirmistir (Crowley ve ark., 2013;

Omak Keskin, 2020).

Soy ve tiir bakimindan ¢ok ¢esitli olan LAB’ ler yaygin olarak siit, et, tahillar
ve bitkilerde bulunurlar (Pfeiler ve Klaenhammer, 2007). LAB’ ler siit tirinleri, sarap
ve sebzeler, tahil iirlinleri, et ve balik tiriinlerinde dogal olarak bulunmanin yaninda
starter kiiltliir seklinde de kullanilarak gidalarin {iretimi, olgunlastirilmas: ve raf
Omriiniin arttirllmas1 amaciyla da kullanilmaktadirlar (Tangiiler ve Erten, 2006).
Gida iretimi, enzim ve metabolit sentezi, sagliga olan yararlart ve
makromolekiillerin sentezinde 6nemli rol oynadiklarindan LAB’ ler endiistriyel

acidan da 6nemlidirler (Pfeiler ve Klaenhammer, 2007).

2.3.1. Laktik Asit Bakterilerinde Fermantasyon

Eskiden birbirinden farkli tiir olarak belirlenen bu tiirler ortaya koyulan

calismalar sonucu temel olarak;

1. Homofermentatif laktobasilleri bulunduran L. delbrueckii,

2. Obligat homofermentatif mikroorganizmalarla birlikte obligat ve fakiiltatif
heterofermentatif mikroorganizmalarin dahil oldugu (L. casei, Pediococcus
spp., L. acidophilus, L. delburueckii subsp. bulgaricus, L. helveticus, L.

kefiraganum, L. delburuckeii, subsp. lactis...)

3. Obligat heterofermentatifleri bulunduran laktobasiller (L. reuteri, L.

parakefir, L. fermentum, L. brevis, L. sanfrancisco...)



4. Oenococcus spp., Leuconostoc spp. ve Weisella spp. seklinde
siniflandirilmigtir (Stiles ve Holzapfel, 1997).

2.3.1.1. Lactobacillus spp.

Bu gruptaki bakteriler sporsuz, katalaz (-), Gram (+) basil seklinde
mikroorganizmalardir. Bu tiirdeki mikroorganizmalar en iyi 30 ila 40°C arasinda
geligirken 2 ila 53 °C deger aralifinda da iireyebilmektedirler (Kiran, 2006). Bu
mikroorganizmalar anaerob veya mikroaerofilik olarak ikiye ayrilmaktadir. Ayrica

%5 CO; iceren ortamlarda da iireyebilirler (Hammes ve Vogel, 1995).

Homo ve hetero laktobasiller karmasik besin ortamlarina gereksinim duyarlar.
Ayrica farkli kosullarda gelisebilirler. Karbonhidratlarin varliginda pH’ y1 4 civarina

diisiirebilirler. Bunun yan1 sira pH 7.2 civarinda da gelisebilirler (Stiles ve Holzapfel,

1997).

Simdiye kadar 80 tiir ve alt tiiri tanimlanmig laktobasil cinsi vardir. Seker
metabolizmalarina gore laktobasiller 3 grupta incelenmektedir (Canchaya ve ark.,
2006).

Grup I. Bu grubta yer alan mikroorganizmalar 45°C ve iizerindeki 1s1
degerlerinde gelisme gosteren termofilik  ozelliktedirler. Homofermentatif
laktobasiller olarak bilinen bu grup laktoz fermantasyonu ile sadece laktik asit
tiretebilmektedir. Glukonat ve pentozlar bu siirecte fermantasyona ugrayamamaktadir
(Curry ve Crow, 2002).

Grup 1. Bu gruptaki laktobasiller 15°C’de iireyebilirken L. casei ssp. casei
hari¢ diger tiirler 45°C* yi asan sicakliliklarda gelisme gosterememektedirler.
Fakiiltatif heterofermentatif tiir olarak bilinen bu grup heksozlar tiimiiyle laktik asit
haline getirir. Fakat yetersiz glukoz konsantrasyonlarinda heksoz reaksiyonlar
sonucunda laktik asit ile birlikte etanol, formik ve asetik asit sentezlemektedirler
(Curry ve Crow, 2002).
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Grup Ill. Zorunlu heterofermentatif olan bu grup laktobasil tiirleri heksoz
reaksiyonlar1 sonucu asetik asit, laktik asit ve etanol sentezlemektedirler. Ancak
pentoz reaksiyonlart sonucunda sadece asetik asit, laktik asit ve etanol

sentezlemektedirler (Curry ve Crow, 2002).

2.3.1.2. Leuconostoc spp.

Morfolojik goriintiisiine gore siniflandirilan Leuconostoc spp. tiirii Orla
Jansen tarafindan “beta cocci” seklinde tanimlanmistir. Heterofermentatif kok tiirde
tanimlanmasina ragmen morfolojik goriintiisii yiiziinden streptotoklara daha yakindir.
Bitkilerden izole edilen Leuconostoc spp. baskin bir tirdiir. Bu tiiriin sayisini
Bergey'nin Sistematik Bakteriyoloji El Kitab1 (Bergey’s Manual of Systematic
Bacteriology) altidan doérde indirmistir. Bu tiirler L. cremoris, L. mesenteroides ve L.
dextranicum, L. mesenteriodes seklinde smiflandirilmistir (Stiles ve Holzapfel,
1997).

Yuvarlak ve zincir seklinde mezofilik olan Leuconostoc ssp.’ler sitokrom
icermez ve Kkatalaz (-) mikroorganizmalardir. Siitiin asidifikasyonunda etkili
olamayan bu mikroorganizmalar arginini hidrolize edemezler. Heterofermentatif
yolla karbonhidratlar1 fermente eden Leuconostoc spp.’ ler fermantasyon sonucunda
etanol, CO; ve laktattan esit miktarda sentezler. Ayrica bu bakteriler az da olsa asetat

da sentezleyebilirler (Fox ve ark., 2000).

Simdiye kadar 7 tiir ve alt tiirii tespit edilen Leuconostoc spp.’ lerden sadece
Leu. lactis ve Leu. mesenteroides’ ten starter kiiltiir seklinde siit endiistrisinde

yararlanilmaktadir (Dicks ve ark., 1990).
Asetaldehitten diasetil sentezleyen Leuconostoc spp.’ ler siit iiriinlerinde

meydana gelen ve asetaldehit birikiminin neden oldugu yesil aromanin (green

flower) iyilestirilmesinde 6nemli rol oynamaktadirlar (Frank ve Hassan, 1998)
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2.3.1.3. Pediococcus spp.

Mikroskop goriintiisii  tetrat seklinde olan LAB iginde yer alan
mikroorganizmalardir (Stiles ve Holzapfel, 1997). 50°C’ye kadar gelisme gosteren
bu tiriin en uygun gelisme sicakliklar1 35°C’dir. Katalaz (-) ve heterofermentatif
grup icerisinde yer alirlar. Pastorizasyon sonucunda canliliklarin1 koruyabilirler.
Sebzelerde ve fermente gidalarda ¢okga var olan pediokok tiirleri alkollii iceceklerde

bozulma yaparlar (Salminen ve Wright, 1993; Unliitiirk ve Turantas, 1999).

Yalanci katalaz sentezi, tuz toleransi ve morfolojik acidan mikrokoklarla sik
sik karistirilmiglardir. Eskiden P. cerevisia tek tiir seklinde tanimlanmasina ragmen
bira ve bitkilerde yer alan pediokok tiirlerinin yapilan g¢alismalar sonucu farkli

oldugu tespit edilmistir (Stiles ve Holzapfel, 1997).

2.3.1.4. Streptococcus spp.

Siit ve siit iiriinlerinde saprofit mikroorganizma olarak yer alan Streptococcus
spp., viicut florasinda da yer alabilen heterojen grup igerisinde bulunur. Katalaz (-),
Gram (+) kiire ya da oval sekilli hareketsiz ¢ift ya da zincir seklinde spor
olusturmayan mikroorganizmalardir. Fakdiltatif anaerobiktirler. En 1iyi iireme
sicakliklart 37°C olmasina ragmen 20 ila 45°C arasinda da iireyebilirler (Kazancigil,

2018; Kirma, 2016; Yoriik ve Giiner, 2011).

120 farkl tiirti ve 17 alt tiiri tanimlanan streptekokun en 6nemli tiirlerinden
biri S. thermophilus’ tur. Serolojik, biyokimyasal, morfolojik ve fizyolojik agidan S.
pneumonia benzeri patojen, S. lactis benzeri starter mikroorganizmalari ve S. faecium
benzeri intestinal mikroorganizmalar1 icermektedir. S. sensu stricto, Lactococcus ve
Enterococcus’ u iceren streptokoklar genetik agidan 3’e ayrilmistir. Oral streptokok
ve patojen tiirler igeren streptekokun bir bagka tiirii olan S. thermophilus siit
triinlerinde starter Kkiiltiir seklinde kullanildigindan patojen tiirlerden ayrilir.
Tartigmali taksonomisi olan S. thermophilus’ dan starter kiiltiir olarak

yararlanilmaktadir (Yoriik ve Giiner, 2011). Laktoz fermantasyonu sonucu laktik asit
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sentezleyen streptokoklar siit ve siit iiriinlerinde belirgin aromanin ortaya ¢ikmasinda
onemli rol oynamaktadir (Ahi, 2011; Saglam ve Karahan, 2017; Yakit, 2019).

Fermantasyon sirasinda patojen mikroorganizmalarin gelisimini diizenleyen
antimikrobiyal madde ireten S. thermophilus’un sentezledigi en Onemli
antimikrobiyal maddelerden biri “‘thermophilin’’ bakteriyosinidir (Gezginc ve ark.,
2015).

2.3.1.5. Enterococcus spp.

Homofermentatif olan enterokoklar laktik asit sentezlerler. Starter kiiltiir
seklinde kullanilmalar1 tartisma konusu olan enterokoklar 1sil isleme Kkarsi
direnglidirler. Katalaz (-), Gram (+) sporsuz homofermentatif fakiiltatif anaerob ikili
veya kisa zincir seklinde goriilen kok seklinde morfolojileri olan LAB tiirlerindendir.
En iyi tireme sicakliklarmim 37°C oldugu rapor edilmistir (Arik, 2018; Herkmen,
2015; Yakit, 2019). Tuza ve aside karsi toleranshi olan enterokoklar 45°C’ de ve
%6.5 NaCl sartlarinda tireyebilirler. Baz1 sus ve tiirleri et, siit ve bitki kokenlidir.
Ayrica E. faecalis ve E. faecium’ un probiyotik 6zellikte oldugunun anlasilmasi bu

tiirleri siit endiistrisi i¢in 6nemli hale getirmistir (Aran, 2014).

1889 yilinda Thiercelli tarafindan kullanilan Enterococcus — ismi
mikroorganizmanin bagirsak kaynakli oldugunu vurgulamak amaciyla kullanilmistir.
Dogal fermentatif iiriinlerdeki bulunurluklari géz 6niine alindiginda enterokoklar

probiyotik mikroorganizmalar arasinda siniflandirilmaktadirlar (Herkmen 2015).

2.3.1.6. Weissella spp.

1993’te ilk kez laktobasil grubunda bulunan bazi tiirler Weissella cinsine
dahil edilmistir. Fermente sebze, ¢ig siit, et ve et Uriinleri, toprak, balik, seker kamisi,
insan ve hayvanlarin gastrointestinal sistemleri gibi farkli yerlerden izole
edilmektedirler. Weissella cinsi mikroorganizmalar Katalaz (-), Gram (+) fakiiltatif

anaerob hareketsiz kisa cubuk veya kokoid morfolojiye sahip ikili veya zincir

13



seklinde spor olusturmayan mikroorganizmalardir. Fermantasyon sonucu etanol,
asetat ve karbondioksit sentezleyebildikleri bilinen Weissellalar 15 ila 37°C arasinda
iireyebilmektedirler (Arik, 2018; Yoriik ve Giiner, 2011).

2.3.2. Laktik Asit Bakterilerinin Metabolizmasi

Siit endiistrisinde starter kiiltiir olarak kullanilan mikroorganizmalarin

metabolik aktiviteleri 5 grupta incelenmektedir:

e Aroma bilesenleri liretimi (asetat, etanol, asetaldehit, format vb.)
e Sitrat metabolizmasi

e Karbonhidrat metabolizmasi

e Bakteriyosin sentezi

o Polisakkarit sentezi (Aran, 2014).

2.3.3. Laktik Asit Bakterileri Tarafindan Uretilen Metabolik Uriinler

2.3.3.1. Organik Asitler

LAB’ lerin sentezledigi asetik, laktik, propiyonik, formik, valerik, biitirik
benzeri organik asitler antimikrobiyal aktiviteyi saglayan en dnemli metabolitlerdir
(Corsetti ve ark., 1998). Iyonize sekilleriyle organik asitler gevre pH’ sim diisiirerek;
iyonize olmamis sekilleriyle ise sitoplazmik pH’ y1 diigiirerek antimikrobiyal aktivite

saglarlar (Zalan ve ark., 2010).

Sentezlenen organik asitler son iiriiniin muhafazasi ve giivenligini saglamada
belirleyici etmenlerdir. Ozellikle fermente siit ve sebzelerde yaygm olarak
yararlanilan metabolitlerdir (Davidson ve ark., 2005; Reis ve ark., 2012). pH’ nin
diismesini saglayarak pek ¢ok mikroorganizmanin gelisimini engellemektedirler

(Schniirer ve Magnusson, 2005).
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LAB tarafindan sentezlenen organik asitlerden biri olan fenillaktik asidin
genis capl antifungal ve antibakteriyal etkiye sahip olan antimikrobiyal bir metabolit
oldugu tespit edilmistir. Ayrica Escherichia coli, Staphylococus aureus ve Listeria
monocytogenes gibi Gram (-) ve Gram (+) mikroorganizmalara karsi bakterisidal
etkiye sahip oldugu rapor edilmistir (Crowley ve ark., 2013; Dieuleveux ve ark.,
1998).

2.3.3.2. Bakteriyosinler

Antibakteriyal peptit olan bakteriyosinler, zayif mikroorganizmalara karsi
bakteriyostatik ya da bakterisit aktivitesi olan negatif yiiklii bilesiklerdir (Akkog ve
ark., 2009; Galvez ve ark., 2007;). Gram (-) ve Gram (+) mikroorganizmalarin
sentezledigi bakteriyosinlerin etki spektrumlar1 ve biyokimyasal 6zellikleri gesitlilik
gostermektedir (Devuyst ve Leroy, 2007; Hwanhlem ve ark., 2014; Todorov ve ark.,
2011). Bununla beraber bakteriyosinlerin antimikrobiyal etki mekanizmalar1 da etki

ettikleri mikroorganizmaya gore farklilik gostermektedir (Hwanhlem ve ark., 2014).

LAB’ lerin sentezledigi bakteriyosinler 4 gruba ayrilmaktadir. Bu ayrim;
biyolojik aktiviteleri, 1s1 duyarliliklari, aminoasit dizilimleri, modifiye aminnoasit
varliklari, etki mekanizmalari, molekiil agirliklar1 ve salgi mekanizmalarina gore

sekillenmektedir (Cleveland ve ark., 2001; Ozlii, 2015).

2.3.3.3. Hidrojen Peroksit

Flavoprotein oksidazlar1 bulunan LAB’ ler oksijenli ortamda Hidrojen peroksit
(H,O,) sentezlerler. H,O, bakterilerin gelisimini disiilfit kopriileri olusturarak
engelleyebilmektedir (Rao, 2019). Aymi zamanda fermente iriinlerin intestinal
detoksifikasyon ve immun siipresyon etkili olduguda kanitlanmistir (Moreno ve ark.,
2006; Saikali ve ark., 2004).

Siitiin peroksidaz sistemi; ¢ig siitte, anne siitiinde gézyasinda ve tiikiiriikte dogal

olarak bulunur. Bu sistem laktoperoksidaz enziminin antimikrobiyal etkinligi
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sayesinde siitte var olan tiyosiyonatin, hidrojen peroksitin de varliginda
hipotiyosiyonik asit ve hipotiyosiyonat sentezlemesi ile ger¢eklesmektedir. Ayrica
probiyotik mikroorganizmalarla patojen mikroorganizmalarin organik asit,
bakteriosin ve ¢ogunluk algisi ile baskilanmasi sonucunda toksikolojik riskleri
azaltilmis hijyenik ve gida giivenligi agisindan giivenilir gidalar iiretilmektedir

(Glimiis ve Coskun, 2008).

2.3.3.4. Yag Asitleri

Canlilarin hepsinde bulunan yag asitleri karboksil grubunda yer alan doymus
ya da doymamis karbon zincirlerinden meydana gelen amfifilik bilesiklerdir.
Doymus yag asitlerinden olan laurik asidin antimikrobiyal aktivitesinin ¢ok giiclii
oldugu yapilan calismalar sonucu rapor edilmistir. Ayni seklide doymamis yag
asitlerinden olan linolenik ve linoleik yag asitlerinin de giiclii antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir (Churchward ve ark., 2018).

LAB fermantasyon boyunca ortamdaki besin maddelerinden esansiyel ve
esansiyel olmayan yag asitleri sentezlemektedir. Antibakteriyal ve antimikrobiyal
aktiviteye sahip olan yag asitlerinin antimikrobiyal etkisi de zincir uzunluguna gore

farklilik gostermektedir (Huang ve ark., 2011).

2.4, Siit Uriinleri Fermantasyonunda Olusan Ana Aroma Bilesikleri

Yogurt benzeri fermente iiriinlerde bulunan aroma maddeleri ugucu olmayan
asitler, ugucu asitler, karbonil bilesikler ve diger bilesikler olmak {izere dort grupta
incelenmektedir (Akin, 2006). Asetik asit, biitirik asit, kaprik asit ve propiyonik asit
gibi asitler ugucu asitler grubunda yer almaktadir. Laktik asit, okzalik asit, priivik asit
ve siiksinik asitler ise ugucu olamayan asitler grubunda yer almaktadir. Asetaldehit,
diasetil, asetoin ve aseton gibi bilesenler karbonil bilesiklerdendir. Yag, protein ve
laktozun parcalanmasi ile olusan bilesikler de diger bilesikler grubunda yer

almaktadir (Kose ve Ocak, 2014).
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2.4.1. Karbonil Bilesikler

2.4.1.1. Asetaldehit

Asetaldehit basta olmak iizere diger aroma bilesenlerinin sentezinde, starter
kiltir mikroorganizmalarinin spesifik enzim aktiviteleri en etkili faktorlerden
birisidir. Karbonil bilesenlerinin sentezi tizerine spesifik enzim aktiviteleri etkilidir.
Ornegin; farkli tiir siitlerden elde edilen yogurt benzeri fermente iiriinlerde karbonil
bilesenleri arasindaki farkliliktan siitiin bilesim 6zellikleri sorumludur (Erkaya ve
Sengiin, 2008).

Yogurt benzeri fermente lriinlerin tat ve aroma dengesinin saglanmasinda

laktik asit ve karbonil bilesikler birincil 5neme sahiptirler (Ozer, 2007).

Asetaldehit karakteristik tat ve aromanin sekillenmesinden sorumlu olmanin
yant sira yogurt benzeri fermente iiriinlerde kalite faktorlerinden biri olarak kabul
edilmektedir (Yaygmn, 1999). Farkli starter kiiltiirlerin asetaldehit sentezleme
yetenegi farkli olmakla birlikte, kurumadde arttirim1 ve siitiin yiiksek sicakliklarda
1sitilmasi asetaldehit sentezini arttirmaktadir. Inkiibasyon siiresince artan asetaldehit
miktar1 raf 6mrii siiresi boyunca azalmaktadir (Y1lmaz, 2006). Laktoz, methionin ve
treonin gibi aminoasitler yogurt benzeri fermente lriin starterlerinin asetaldehit
sentezi i¢in ihtiya¢c duyduklar1 en Onemli siit bilesenlerindendir (Tamime ve
Robinson, 2001). Belirli pH degerlerinde sentezlenen asetaldehit pH 4 degerinde
dengededir. pH 5.2’ de sentezlenmeye baglayan asetaldehit en yiiksek degere pH 4.2’
de ulagmaktadir (Giirsoy-Balci, 2008; Tamime ve Robinson, 2001).

2.4.1.2. Laktik Asit

Laktik asit LAB’ lerin biyokimyasal reaksiyonlart1 sonucu laktozun
fermantasyonuyla olusmaktadir (Tamime ve Robinson, 2001). Tat ve aroma {izerinde
spesifik etkiye sahip olan bilesiklerden biri laktik asittir. Yogurt benzeri fermente

uriinlere karakteristik tadi veren laktik asit, homofermantatif laktik bakterileri
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tarafindan sentezlenen temel metaboliktir. Bunun yani sira heterofermantatif laktik
asit bakterileri de yaklasik olarak esit miktarlarda laktik asit, CO,, etanoik asit,

benzeri yan tiriinler sentezlemektedirler (Senel, 2006).

2.4.1.3. Diasetil ve Asetoin

Karbonil bilesiklerinden diasetil ve asetoin genel olarak c¢ok diisiik
miktarlarda bulunurlar ve yogurt benzeri fermente iirlinlerin aromasina etkileri de
siirhidir. Sitrat transformasyonu asetoin ve diasetil sentezinde en énemli kaynaktir.
Bunun yaninda laktozun par¢alanmasi da asetoin ve diasetil sentezinde 6nemli bir
kaynak olarak kabul edilmektedir. Diasetil ve asetoin biyosentezi sitrat yoklugunda
gerceklesememektedir. Kokusuz bir bilesik olan asetoin diasetilden meydana
gelmektedir. Ancak normal sartlarda diasetil icerigi asetoinden daha disiiktir

(Giirsoy-Balci, 2008; Kose ve Ocak, 2014).

2.4.1.4. Etanol

Etanol laktoz transformasyonuyla laktik asit bakterileri tarafindan sentezlenir.
Yogurt benzeri fermente lriinlerin aromasina olduk¢a az katkisi olan etanol laktik
asit fermantasyonu sirasinda olugmaktadir. Ancak fazla miktarda etanol sentezi,
kullanilan saf kiiltiiriin maya ile kontamine oldugunu gdstermektedir. Bu durum ise

yogurt ve benzeri tirlinlerin aromasinin bozulmasina yol agmaktadir (Akin, 2006).

2.4.1.5. Aseton ve Biitanon-2

Az miktarda da olsa yogurt benzeri fermente tiriinlerde aseton ve biitanon-2
iirlinlin lezzetine katki saglamaktadir. Yagin parcalanmasi ve laktoz transformasyonu
sonucu meydana gelen aseton ve biitanon-2 siitte ¢ok az miktarda bulunmaktadir.
Asetaldehit ve aseton arasindaki oran karakteristik tat-aromanin belirginlesmesinde

onemli bir rol oynamaktadir (K&se ve Ocak, 2014).
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2.5. Probiyotik Mikroorganizmalar

Ik olarak Lily ve Stillwell probiyotik kelimesini ‘‘yasam i¢in>> anlaminda
kullanilan “‘pros’’ ve ‘‘bios’’ kelimeleriyle olusturmustur (Ceyhan ve Alig, 2012).
Probiyotik; “pros” ve “bios” Yunanca kelimelerin birlesimi ile ortaya ¢ikmis bir
terimdir. Bagirsak florasini ve hijyenini olumlu etkileyen, konakgiya fayda saglayan
aktif mikroorganizmalardir. Probiyotikler 1974 yilinda Parker tarafindan bagirsak
mikroflorasinin dengelenmesine yardimci olan organizmalar seklinde tanimlanmastir.
1999 yilinda ise Fuller probiyotikleri konak¢inin intestinal — sisteminin
tyilestirilmesini saglayan canli katki maddeleri seklinde tarif etmistir. Bunun yani
sira gidalarla birlikte uygun dozlarda alindiklarinda sagliga yararli canh
mikroorganizmalar seklinde ifade edilmistir (Food and Agriculture Organization/
World Health Organization [FAO/WHO], 2002; Fuller, 1999; Schrezenmeir ve
Vrese, 2001; Songisepp ve ark., 2012).

Probiyotik mikroorganizma fermente gidalar ile dogal yolla alinabildigi gibi,
vitamin, aroma bilesenleri ve c¢esitli enzimlerle desteklenmis kapsiille veya tablet
sekline getirilmis ve diyet takviyeleri olarak da alinabilmektedir (Can, 2007
Salminen ve ark., 1998).

Mikroorganizmalarin probiyotik mikroorganizma olarak sayilabilmeleri i¢in
patojen olmamalari, asidik sartlara ve tuzlara karsi direngli olmalari, sindirim
sisteminde kolonize olabilmeleri, antimikrobiyal madde sentezleyebilmeleri,
bagisiklik sistemini gii¢lendirmeleri, hizli sindirilip gelismeleri, gida giivenligi
agisindan uygun olmalari, insan kaynakli olmalari, patojen mikroorganizmalara karsi
antagonist etkili ve gastrointestinal epitelyumu tizerinde yapigsma 6zellikleri olmalidir

(Sekil 2.1).
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Patojen olmamali

Asidik sartlara ve tuzlara kars1 direncli olmali

Sindirim sisteminde kolonize olabilmeli

Antimikrobiyal maddeler sentezleyebilmeli

Bagisiklik sistemini gili¢lendirmeli

) e —

Hizli sindirilmeli ve gelisebilmeli

Gida giivenligi agisinda uygun olmali

Insan kaynakli olmal

‘ Patojen mikroorganizmalara kars1 antagonist etkili olmal

Probiyotik mikroorganizmanin kriterleri |

Gastrointestinal epitelyumu iizerinde yapisma 6zelligi iyi olmali

Sekil 2.1. Probiyotik mikroorganizmanin kriterleri

(Arihara, 2006; Bagdatli ve Kundakei, 2013).

Probiyotikler insan ve hayvanlarin mikrobiyal enfeksiyonlara karsi
korunmasinda  giivenli ve  ucuz  olduklarindan  beslenmede  sikca
kullanilabilmektedirler. Son zamanlarda probiyotik igerikli pek ¢ok siit {iriinii
endiistriyel iretimde genis yer kaplamaktadir. Tiiketici saghgi agisindan yararl
etkileri olan probiyotiklerin ayrintili bigimde incelenen tiirleri laktik asit
bakterileridir (Dunne, 2001; Kim ve ark., 2006).

2.5.1. Probiyotik Mikroorganizmalarin Faydalar

Fermente siit lirtinlerinin diger 6nemli 6zellikleri probiyotik bakterilerin insan
bagirsagina tasinmasinda rol almalaridir. Probiyotiklerin ¢ocuklardaki akut ishalin
tyilestirilmesi, ¢ocuk siit alerjisinin semptomlarini inhibisyonu, solunum yollar
enfeksiyonlar: riskinin disiirilmesi ve irritabl bagirsak sendromunun azaltilmasi
amaci ile kullanilan bir¢ok preparati bulunmaktadir. Probiyotikler patojen
mikroorganizmalar1 inhibe edip konak¢inin mikrobiyotasini iyilestirerek ve kendi

metabolik faaliyetlerini de devam ettirerek konak¢inin bagigiklik  sistemini
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giiclendirir ve insan sagligini olumlu sekilde etkiler (Fernandes ve ark., 2015).

Probiyotik gidalarin saglik tizerine etkili olan fizyolojik faydalar::

e Bagirsak patojenlerinin inhibisyonu,
e Laktoz intoleransinda azalis,

e B vitamini sentezi,

e Immun sistemin uyarilmasi,

e Karsinojenlerin detoksifikasyonu,

e Bagirsak akisinin regiile edilmesi,

e Rotaviriis ishalinin iyilestirilmesi,

e Kolon kanseri riskinin diisiiriilmesi,
e Toksik bilesiklerin rediiksiyonu,

e Ishalin tedavi edilmesi,

e Besin biyoyararliliginda yiikselistir (Granato ve ark., 2010).

Probiyotik bakterilerin saglik agisindan faydali olabilmeleri i¢in bu
mikroorganizmalarin fermente gidalarda stabilitelerini korumalart Onemlidir.
Probiyotik mikroorganizmalarin gidalarda en az 10% kob/ml (koloni olusturan
birim/mililitre) veya kob/g (gram) oraninda bulunmasi bu mikroorganizmalarin
gastrointestinal sisteme stabilitelerini  koruyarak ulagmalar1 icin gereklidir.
Probiyotiklerin gastrointestinal sisteme canli bir sekilde ulasabilmeleri i¢in fermente
stit {irtinleri uygun gidalardir. Bagirsak mikrobiyotas: i¢in probiyotik bakterilerin
fermente siitler ile kullanilmasi olumlu etkide bulunmakla beraber bu etkinin
stirdiiriilmesi i¢in de 6nemlidir (Boza-Méndez ve ark., 2012; Hosono ve ark., 2002;
Lourens-Hattingh ve Viljoen, 2001; Santiago-Lopez ve ark., 2015).

2.5.2. Probiyotik Mikroorganizmalarin Etki Mekanizmalari

Sindirim sistemi bozukluklarina karsi probiyotiklerin konakg¢iyr nasil
koruduguna dair ¢alisilan pek ¢ok mekanizma vardir. Olas1 etki mekanizmalari:
e Besin maddeleri igin yarisg

e Tutunma bolgelerinin engellenmesi
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e Toksin reseptorlerinin inhibisyonu
e Bagisiklik sisteminin uyarilmasi

e Antimikrobiyel madde sentezleriyle patojen mikroorganizmalarin

yikimidir (Rastall ve ark., 2005).

2.5.3. Lactobacillus reuteri’ nin Taksonomisi ve Tanillanmasi

LAB’ ler iginde birden fazla tiiri barindiran bir topluluktur. LAB’ ler
anaerobik ve mikroaerofilik ortamlar ile spor olusturmayan ve genellikle katalaz (-)
Gram (+) olarak bilinirler. Fermente gidalarda ve insan ve hayvan gastrointestinal
sisteminde yer alirlar. Fermantasyon sonucunda laktik asit sentezleyen LAB’ ler
kemoorganotropiktirler. Bir takim fizyolojik 6zellikleri ve gastrointestinal bolgede
stabilitelerini  koruyabildiklerinden dolayr bu mikroorganizmalarin probiyotik
mikroorganizma olarak kullanilmalar1 bakimindan bir¢ok arastirmada yer almistir.
Bu durum safra tuzlarina ve/veya asidik kosullara kars1 direncine ve iireme sicakligi
seviyelerine baglidir (Tongug ve ark., 2012). L. reuteri hiicreleri hafif diizensiz,
uclar1 yuvarlak, tek tek, cifter ve kiiciik kiimeler seklinde meydana gelen morfolojiye
sahiptir. Optimum 45°C’de gelisen L. reuteri argininden amonyak sentezler (Casas
ve Dobrogosz, 2000).

L. reuteri ilk olarak 1962 de izole edilen, oksijenle sinirli atmosferlerde
gelisen, insan ve hayvanlarin gastrointestinal yolunu kolonize eden heterofermentatif
tiirler arasinda karakterize edilmistir. Gastrointestinal kanalin1 kolonize edebilmesi
bu mikroorganizmaya biiyiik probiyotik 6zellik kazandirmasmin nedeni olabilir.
Ayrica L. reuteri genis pH araliginda stabil kalabilir ve patojen mikroorganizmalara
karst coklu mekanizmalar kullanir ve antimikrobiyal maddeler sentezleyebilir.
Tavuklar, kemirgenler ve domuzlar da dahil olmak iizere birgok omurgalilari
kolonize eder. Bu mikroorganizma en tipik olarak konak¢inin proksimal sindirim

sisteminde yer alir (Mu ve ark., 2018).

Birgok ¢aligsma ile L. reuteri’ nin bebeklerde, ¢ocuklarda, yetiskinlerde ve
hatta HIV (Human Immmunodeficiency Virus) ile enfekte olmus popiilasyonlarda

giivenligi degerlendirilmistir. Sonug olarak 2.9x10° kob/giin kadar yiiksek dozun
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insanlarda hala giivenli ve etkili oldugu saptanmistir (Hoy-Schulz ve ark., 2015;
Mangalat ve ark., 2012; Valeur ve ark., 2004; Weizman ve Alsheikh, 2006).

L. reuteri, fiziksel, biyokimyasal ve immiinolojik bariyerler, dis antijenlerin
ve toksinlerin girigini engellemek igin gerekli olan bagirsak bariyer fonksiyonuna
sahiptir. Bagirsak bariyerinde herhangi bir anormallik oldugunda bagirsagin
gecirgenligi artabilir bu durum da sizdiran bir bagirsakla sonuglanabilir. L. reuteri
basta olmak {izere g¢esitli probiyotikler mukozal bariyer fonksiyonunu arttirma
yeteneklerine sahiptir (Mu ve ark., 2017). L. reuteri’ nin bagirsak gecirgenligini
azaltma Ozelligi insanlarda da tespit edilmistir. Ayrica atopik dermatitli cocuklarda
bagirsak bariyer fonksiyonundaki bozulmanin hastalik patogenezi ile pozitif
korelasyon gosterdigi ve tedavi sikligin1 6nemli 6l¢iide azaltildigi bildirilmistir (De

Benedetto ve ark., 2011).

Giinliimiize kadar yanlis siniflandirilan L. reuteri daha dnceden Lactobacillus
fermentum seklinde bilinmektedir. 1970’lerde bu siniflandirmaya dair siipheler
olusmustur. L. fermentum biotip II seklinde bilinen sus Lerche ve Reuther tarafindan
genetik ve fenotipik ozelliklerine bakilarak diger L. fermentum biotiplerinden farkli
oldugu saptanmustir. L. fermentum biotip II’'nin L. reuteri seklinde farkli bir tiir
olarak arastirmacilar tarafindan onaylanmistir. 1980’den itibaren LAB igerisinde

farkli bir tiir seklinde kategorize edilmistir (Casas ve Dobrogosz, 2000).

2.5.3.1. Lactobacillus reuteri’ nin Fizyolojik Ozellikleri

Karbonhidratlar1 fermente etmelerine gore laktobasiller homofermantatif,

heterofermantatif ve fakiiltatif heterofermantatif olarak 3 gruba ayrilir.
1. L. delbrueckii, L. salivarius, L. acidophilus ve L. helveticus’ un da dahil

oldugu homofermatatif mikroorganizmalar difosfat aldolaz (FDP) yolunu

takip ederek sekerleri yiiksek oranda laksit asite ¢evirirler.
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2. L. reuteri’ yi iginde bulunduran heterofermentatif bakteriler sekerleri laktik
aside cevirmekle beraber asidik asit benzeri kisa zincirli yag asitlerine de

doniistiiriirler.

3. L. curvatus, L. sakei, L. plantarum, L. rhamnosus ve L. casei’ yi i¢eren
fakiiltatif heterofermentatif mikroorganizmalar hem fosfoketolaz yolunu hem

de FDP aldolaz yolunu degistirerek sekerleri fermente ederler (Tongug ve
ark., 2012).

Probiyotik mikroorganizma kabul edilmenin bazi sartlar1 vardir. Bu sartlar,
disik pH ve enzimlerle zenginlestirilmis ortamlarda canli kalabilmek, konak-
probiyotik etkilesimi i¢in epitele tutunabilmek, patojen mikroorganizmalarla rekabet
icinde olmak ve saglik acisindan giivenli olmak. L. reuteri tim bu sartlart
sagladigindan ve ek olarak hastaliklarin Onlenmesi ve/veya iyilestirilmesi gibi

ozelliklerinden dolay1 probiyotik olarak kabul edilmektedir (Mu ve ark., 2018).

Insan ve hayvanlarin sindirim sisteminde bulunan L. reuteri’ nin sentezledigi
reuterin diisitk molekiil agirhigina, yiikksek hidro-¢6ziiniirlige ve nétr pH’ ya sahiptir
(Dore ve ark., 2016; Urrutia-Baca ve ark., 2018; Vollenweider ve ark., 2003).
Reuterinin hem Okaryot hem prokaryotlara karsi genis antimikrobiyal aktivitesi
mevcuttur. Ayrica yapilan ¢alismalarla reuterinin antiparazitik, antikanserojen ve
antifungal etkileri de ortaya koyulmustur (Axelsson ve ark., 1989; Crowley ve ark.,
2013; Talarico ve ark., 1988).

Bir bagka tanimlamaya gore, gliserol varliginda anaerobik sartlarda L. reuteri
genis spektruma sahip ‘3-hidroksi-propionaldehit’ (reuterin) olarak bilinen
antimikrobiyal madde sentezler. iki kademeli bir tepkimenin ara metaboliti olan
reuterin sentezlenirken ilk olarak gliserolden reuterin sentezlenir. Ardindan reuterinin

bir boliimii pargalanarak 1,3-propanediol agiga ¢ikar (Casas ve Dobrogosz, 2000).

Reuterinin Gram (-) ve Gram (+) mikroorganizmalar1 ve kiifleri, viriisleri,
protozoa ve mayalar1 kapsayan antimikrobiyal etkinligi vardir (Casas ve Dobrogosz,
2000). Reuterinin Gram (+) ve Gram (-) patojen gida mikroorganizmalarina kars1 siit

tirtinlerinde etkinligine bakilmis ve reuterinin Campylobacter jejuni’ ye Kkarsi
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antimikrobiyal etkinligi tespit edilmistir (Arqués ve ark., 2004). Liboniikletotid
rediiktazin substrat baglayic1 alt {initesini azaltan reuterin DNA sentezinde de
miidahale etmektedir. Reuterinin Torulopsis, Saccharomyces, Candida, Fusarium ve
Aspergillus lizerine antifungal 6zellikte oldugu birgok c¢alisma ile ortaya
koyulmustur. Ayrica L. brevis, L. collinoides, L. bucheneri ve L. coryniformis de L.
reuteri’ nin yani sira reuterin lireten mikroorganizmalar oldugu saptanmistir
(Magnusson ve ark., 2003; Rattanachaikunsophon ve Phumkhachorn, 2010;
Salminen ve Wright, 1998).

2.5.3.2. Gida Giivenligi ve Tolerans Diizeyleri Yoniinden L. reuteri’ nin

Onemi

Lactobacillus reuteri ATCC 55730 (SD2112) susu, bu bakterinin insan
gastrointestinal sisteminin sagligin1 gelistirmek ve desteklemek amaciyla bir gida
katki maddesi olarak kullanilabilecegini disiiniilmistiir. Ayrica gida giivenligi
yoniinden L. reuteri’ nin gastrointestinal sistemde kolonize olmasinin higbir risk
teskil etmedigi bildirilmistir (Valeur ve ark., 2004). Buna ek olarak periondontitin
iyilestirilmesinde de etkili oldugu bildirilmistir (Tongug ve ark., 2012). 1995’te ilk
defa Finlandiya Tampere Universitesi Hastanesi'nde yapilan giivenlik deneyinin
amaci L. reuteri’ nin kolonizasyonu i¢in ihtiya¢ duyulan dozu tespit etmek, herhangi
bir yan etkisinin olup olmayacagini saptamak ve oral yolla alinacak L. reuteri
SD2112 susunun gastrointestinal sisteminin kolanizasyonu i¢in etkili olup olmadigini
tespit etmektir. Yapilan g¢alisma sonucunda kolonizasyonun etkili bir seklide
gerceklestigi ayrica herhangi bir yan etkinin de tespit edilmedigi gézlemlenmistir.
Yapilan bir bagka ¢aligmada 18 ile 75 yas araliginda 30 kisiye giinliikk 10* kob/ml L.
reuteri miktarinin bireylerde tolerans ve giivenlik agisindan herhangi bir problem

olusturmadigi saptanmistir (Casas ve Dobrogosz, 2000).

2.5.3.3. Fonksiyonel Gidalarda Lactobacillus reuteri Kullanim

Ik defa 1901°de BRA siitii ve BRA fermente siitii ismiyle Isveg’ te

fonksiyonel gida marketinde yer alan L. reuteri pek ¢ok siit lirlinii, meyve sulart ve
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cesitli gida friinlerinde ABD ve Finlandiya gibi bazi iilke pazarlarinda yer
edinmistir. Gidalarda var olan dogal besleyici ve koruyucu 6zelliklerine ek olarak L.
reuteri' nin eklendigi gidalarin insan sagligina yararl etkilerinin oldugu bildirilmistir

(Casas ve Dobrogosz, 2000).

L. reuteri dogal gidalara ek olarak fonksiyonel gidalarda da kullanilarak
cesitli Uriinler halinde piyasaya sunulmaktadir. Finlandiya’da reuteri kiltiiri
ilavesiyle probiyotik icecekler iiretilmekte yine ayni seklide reuteri kapsiilleri, reuteri
tozlar1 ve ¢igneme tabletleri gibi gidalara ve igeceklere karistirilan tirlinler mevcuttur

(Tongug ve ark., 2012).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calismada materyal olarak yarim yagli ticari laktozsuz siit kullanilmistir.

3.1. Gerecler

Bu calisma Balikesir Universitesi Veteriner Fakiiltesi Besin Hijyeni ve

Teknolojisi Anabilim Dali mikrobiyoliji laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

3.1.1. Kullanilan Malzemeler ve Kimyasal Maddeler

Bu ¢alisma kapsaminda kullanilan besiyerleri Tablo 3.1’ de verilmistir.

Kullanilan besiyerleri iiretici firmanin kullanma talimatina gére hazirlanmistir.

Tablo 3.1. Calisma kapsaminda kullanilan besi yerleri

Besiyeri Ad1 Uretici Katalog

Firma No
Maximum Recovery Diluent (MRD) Merck 1.12535
de man Rogosa ve Sharpe (MRS) Broth Merck 1.10661
de man Rogosa ve Sharpe (MRS) Agar Merck 1.10660
M17 Broth Merck 1.15029
M17 Agar Merck 1.15108
Dichloran Rose Bengal Chloramhenicol Merck 1.00466
(DRBC)Agar
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3.1.1.1. Laktoz Cozeltisi

90 ml su igerisine 10 g laktoz (Oxoid L 70) eklenerek ¢oziindiirilmiistiir.
Daha sonra steril filtreden gecirilerek hazirlanan M17 ve MRS agar besiyerlerine %

5 oraninda eklenmistir.

3.1.1.2. Gram Boyama Cozeltileri

Gram boyama amaciyla kullanilan reaktif ¢ozeltiler set halinde Advanced

Diagnostics and Research (A.D.R) firmasindan temin edilmistir.

3.2. Yontem

Calismamizda L. reuteri DSM 17938 (BioGaia, Isveg) ve S. thermophilus
(Balikesir Universitesi Veteriner Fakiiltesinde daha énce morfolojik ve molekiiler
olarak tanimlanmis) kullanildi. Probiyotik bakteri kaynagi olarak L. reuteri

kullanilan calismada siit kaynagi olarak ticari amagli kullanilan laktozsuz siit

kullanildi.

Sinerjik etki gosterdigi mikroorganizma ve gelisme ortami belirlenen yeni
probiyotikli fermente iiriiniin analizlerinin yapilmasi i¢in laboratuvar ortaminda L.
reuteri ve S.thermophilus kaynakli fermente siit iiriinii iiretildi. Uretimde 100 ml’ lik
cam kavanozlar kullanildi. Kavanozlara 100 ml laktozsuz siit eklendi ve mayalama
isisma (42 °C) ayarlandi. 100 ml laktozsuz siit igerisine 1 ml> de 10° kob/ml L.
reuteri ve S. thermophilus olacak sekildeprobiyotik bakteriler inokule edildi.

Inokulasyondan sonra drnekler 42°C” de inkiibasyona birakildi. Inkubasyon
stiresince, pH Ol¢limii ve koagiilasyon tespiti i¢in ayrilan orneklerin 2 saat ara ile
analizleri yapildi. Orneklerde inkubasyon sonlandirma pH’sina (4.6/4.8) 12. saatin

sonunda ulagildi.
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Calismanin analizleri fermente siit 6rnekleri 24 saat + 4°C’ de sogutulduktan
sonra ve +4°C muhafazanin 1., 3., 7. ve 15. giinlerinde gergeklestirildi. Fermantasyon

calismasi 3 tekrarli olacak sekilde planlandi.

3.2.1. Kimyasal Analizler

Yeni probiyotikli fermente tiriiniin genel bilesimi hakkinda bilgi sahibi olmak
icin gerceklestirilen toplam titrasyon asitligi, pH ve kuru madde analizlerinde elde
edilen degerler Tiirk Gida Kodeksi Fermente Siit Uriinleri Tebligi (TGK, 2009)

referans degerleri ile karsilastirilmastir.

3.2.1.1. Siitiin Kimyasal Analizi

Siitiin  bilesimindeki kimyasal kompozisyonunun belirlenmesi amaci ile
Lactoscan MCCV cihazi kullanildi. Siit analizatori ile siitiin ph, protein, yag ve

yagsiz kuru madde degerleri analiz edildi.

3.2.1.2. Probiyotik Uriiniin Su Aktivitesi (aw)

Probiyotik iriiniin su aktivitesi (ay) degerleri Novasina Labtouch-Aw

(Novasina AG, Lachen, Switzerland) su aktivitesi 6lglim cihazi ile saptandi.

3.2.1.3. Probiyotik Uriinde Protein Tayini

Uretilen probiyotikli fermente iiriiniin protein icerigi Kjeldahl metodu
kullanilarak hesaplandi (TS EN ISO 8968-1, 2014). Bu amagla 6rnekten ii¢ gr
tartilip yakma tlipliniin i¢ine konuldu ve {lizerine iki adet yedi gr olan kjeldahl
katalizor tabletlerinden (Gerhardt Kjelcat S) ve 25 ml % 95-98 ‘lik H,SO4 (Siilfirik
asit) eklendi. Daha sonra pastor pipeti ile Parafin likitten iki damla damlatildi. Tiipler

sicakligin kademeli olarak yiikseltildigi yas yakma tinitesine yerlestirildi. Yas yakma
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tinitesinden ¢iktiktan sonra tiipler sogumaya birakildi ve iizerlerine 50 ml distile su
eklendi. Gerharth distilasyon cihaziyla distilasyon islemi gergeklestirildi. Distilasyon
islemi i¢in 75 ml %40’ lik NaOH (Sodyum hidoksit) (Merck) ve 60 ml %4’ lilk BaOs
(Borik asit) ilave edilerek amonyum borat destilati olusturuldu. Olusan destilatlar
500 ml’lik beherlere aktarilarak titrasyon islemine ge¢ildi. Titrasyonda kullanmak
tizere indikator ¢ozelti olarak hazirlanan iic ml metilen kirmizis1 yedi ml metilen
mavisinden olusan ¢6zeltilerden beherlere dort damla eklendi. Ardindan yesilimsi
renge doniisen destilat erlene aktarlarak manyetik karistirict ile ag¢ik mor renk
olusana kadar 0.1 N HCI (Hidroklorik asit) (Merck) ile titrasyona devam edildi. Daha

sonra asagidaki formiil kullanilarak % azot degeri hesaplandi.

% Azot = (V1-Vo x N x 0.014) x 100
m

% Protein = % Azot X F

F= Azot icerigine gore kullanilan faktor (Siit ve siit iirtinleri i¢in 6.38)
V1: harcanan HCI ¢6zeltisinin ml olarak miktari

Vo: Kor titrasyonunda harcanan HCL ¢6zeltisinin ml olarak miktari
N: Kullanilan HCI ¢6zeltisinin normalitesi (0.1 N)

0.014: Azotun mili ekivalent agirlig

m: Alinan 6rnek miktar1 (gr)

3.2.1.4. Probiyotik Uriiniin pH Ol¢iimii

pH metre HANNA HI2211 pH 4 ve 7’ lik buffer solusyonlar: ile kalibre
edildikten sonra pH metre elektrodu 6rnegin igine daldirilarak sabit degere ulastiktan
sonra pH degeri kaydedildi (TS 591/T3, 2019).

3.2.1.5. Probiyotik Uriiniin Toplam Asitligi (Laktik Asit Cinsinden)

Probiyotik {irliniin asitligi titrimetrik yontem ile hesaplandi. Laktik asit diizeyi
formiille hesaplandi. % laktik asit (LA) cinsinden verildi (TS 591/T3. 2019). Bu

amacla 10 gr ornek tartilarak {izerine 10 gr distile su eklendi ve homojen hale
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getirildi. Homojenattan 20 ml alinarak iizerine pastor pipeti ile 3-4 damla fenolftalein
indikatorii damlatildi ve ardindan N/10° luk NaOH (Sodyum hidroksit) ile hafif
pembe renk olusuncaya kadar titrasyon islemine devam edildi. Titrasyon asitligi

asagidaki formiille LA degeri olarak hesaplandi (Sarantinopoulos ve ark., 2001).

(%) LA =V x N x0.009 x Fx100

m

V: Harcanan NaOH miktar1 (ml)
m: Ornek miktari (g)

F: 0.1 N NaOH ¢ozeltisinin faktorii
N: NaOH Normalitesi

3.2.1.6. Probiyotik Uriiniin Yag Oram

Yag oran1 TS ISO 3433, 2015 standardina goére Van Gulik metodu ile yilizde
degeri hesaplandi. Probiyotik iirlin 6ncelikle 1:1 oraninda Stomacherde homojen hale
getirildi ve ardindan % 8’ lik biitirometre kadehgigine 10 ml % 90’ lik siifirik asit (d:
1.82 g/ml) eklendi daha sonra 1:1 oraninda homojen edilmis 6rnekten 11 ml ilave
edildi. Ardindan tizerine 1 ml amil alkol eklenerek calkalandi. Biitirometrenin agzi
kapatilarak Gerber santrifiijiinde 5 dk santrifiijlendi. Islem sonucunda biitirometre

skalasindan yag miktar1 % olarak hesaplandi.

3.2.1.7. Gram Boyama

L. reuteri MRS agar besiyerinde 30°C' de 18-24 saat aktiflestirildi ve daha
sonra koloniler igne uglu steril 6ze yardimiyla alinarak lam iizerine bir damla saf su
ile yayildi ve alevden gegirilerek fikse edildi. Ardindan preparat iizerine 2 dakika
boyunca kristal viyole ile boyandi ardindan kristal viyole ¢6zeltisi giderilinceye
kadar bol miktarda su ile yikandi. Lam, ADRFY Lugol ¢ozeltisi ile calakalanarak su
kalintilar1 tamamen giderildi. Daha sonra 6rnegin {izerine liigol ¢ozeltisi eklendi ve 2

dk bekletildi ardindan akar musluk suyu ile bolca yikandi. ADRR Farklilandirma
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cozeltisi (renk giderme) ile renk giderme islemi yapildi. Musluk suyu igerisinde
yikand1 ve Grnegin iizerine ADR® Sulu fuksin dokiilerek 60 s kadar bekletildi.
Preparat kuruduktan sonra 1sik mikroskobunda (Novex, Holland immersiyon yagi
(Merck 104699) damlatilarak 100x’ lik biiyiitmede incelendi. Yapilan inceleme
sonucunda izolatlarin Gram boyama o&zellikleri ve morfolojileri belirlenmistir.
Menekse renkli hiicreler Gram pozitif olarak tanimlanmistir (Bartholomew ve

Mittwer, 1952).

3.2.2. Mikrobiyolojik Analiz

Yeni probiyotikli fermente {iriiniin {iretimi igin yarim yagh UHT siit 42°C
sicakliga ulasana kadar su banyosunda bekletildi. 42°C’ ye ulasan siitten 100 ml
kavanozlara bolindii. Ardindan siite 10° oraminda L. reuteri ve S. thermophilus
eklenerek 42°C’ de 12 saat inkiibasyona birakild.

3.2.2.1. Ornegin Analize Hazirlanmasi

Aseptik sartlarda stomacher posetine 10 g 6rnek ve 90 ml MRD (Merck)
eklendi. iki dakika boyunca Stomacherde (IUL 400) homojen hale getirilerek 1:10°
luk diliisyonu elde edildi. 1:10” luk diliisyondan 6nceden hazirlanmis 9 ml’ lik steril
MRD igeren tiiplere 1 ml eklendi ve ardindan Vorteksle (Velp ZX3) homojen hale

getirilip 6rnegin seri diliisyonlar1 olusturuldu.

3.2.2.2. Laktik Asit Bakterilerinin Sayimi

Probiyotikli fermente {iriin Orneginden L. reuteri saymmi igin seri
dilusyonlardan MRS agar besiyerine 1’ er ml dékme plak yontemi ile ekim yapildi ve

37°C’ de 24-48 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra

gelisen tiim koloniler sayildi (Simsek ve Sagdi¢ 2006; Tassou ve ark., 2002).
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S. thermophilus sayimi i¢in hazirlanan seri dilusyonlardan M17 agar
besiyerine 1 ml alinarak dokme plak ydntemi ile ekim yapild1 ve 37°C’ de 24-48 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra gelisen koloniler

sayild1 (TS 1SO 21527-2, 2014).

3.2.2.3. Maya-Kiif Sayimi

Hazirlanan dilusyonlardan DRBC (Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol
Agar) agar besiyerine yayma plak yontemi ile 0.1 ml ekim yapilarak 25°C” de 5 giin
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra gelisen koloniler

sayild1 (Halkman, 2005; TS I1SO 21527-2, 2014).

3.2.3. Organik Asit Tayini I¢cin Numune Hazirlama

Stipelco C18 kati faz kartusu 6nce 3 mL metanol ile sartlanip ardindan 10 mL
saf su ile yikandi. 5 g tartilan 6rnek, 5 mL %2’ lik H3PO, ile homojenize edildi.
Karisim 2 dakika santrifijjlendi. Ust faz alindi ve {ist fazin ImL’ si, 1 mL
ekstraksiyon ¢ozeltisi ile seyreltildi. Ekstraksiyon ¢ozeltisi olarak pH’ s1 8.00’¢
ayarlanmig olan 0.01 M KH,PQO, ¢6zeltisi kullanildi. Bu ¢ozeltinin 1 mL’si kartustan
gecirildi ve eluat bir tiipe alindi. Kartus, 1 mL ekstraksiyon ¢ozeltisi ile yikandi.
Eluatlar birlestirildi ve enjeksiyon hacmi 20 uL olacak sekilde HPLC’ye uygulandi
(Alhendawi ve ark., 1997; Krapez ve ark., 2001).

3.2.3.1. Organik Asit Tayini

Organik asit tayini i¢in kullanilan cihazin 6zellikleri agagida verilmistir:

Dedektor: SPD-10Avp UV-VIS dedektorii (210 nm), Sistem denetleyicisi:
LC- 20AT ¢ikintisi, Otomatik 6rnekleyici: SIL-20AC ¢ikintisi, Pompa: LC- 20AT
cikintisi, Degazor: DGU- 20A5 c¢ikintisi, Kolon firini: CTO-10AS vp, Kolon:
Teknokroma TRACER EXTRASIL ODS (2) (250 x 4.6 mm) 5u TR-016059, Kolon
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sicaklig: 30°C, Mobil faz: %1 ACN / %99 0.05 M KH,PO4 (pH:2.5), Enjeksiyon
hacmi: 20 uL, Akis Hizi: 0.8 mL / dakika

3.2.4. SPME Aroma Profili

Yeni fermente probiyotikli tirtin —20°C” de donduruldu. Daha sonra 3.0 g
ornek 15 mL hacimli viale alinarak 40°C” de 30 dakika bekletildi. Ugucu maddelerin
ekstraksiyonunda ¢oziiciisiiz teknik kullanildi. Ekstraksiyon islemi, 75 m carboxen-
polydimethylsiloxane fiber-vial enjeksiyonu ile gerceklestirildi. Fiber 40°C’ de 30
dakika tepe boslugunda (headspace) tutularak aroma maddelerinin fiber yapisina
geemesi saglandi. Ekstrakte edilecek ugucu bilesiklerin desorbsiyonu GCMS
sisteminde yapildi. Desorbsiyon sirasinda fiber enjeksiyon bloguna daldirilarak
250°C’ de 2 dakika bekletildi. Tasiyic1 gaz olarak 1 mL/dakika akis hizinda helyum
kullanildi. Bilesiklerin ayrimimda DB-Wax (60 m, 0.25 mm, 0.25 um) kolonu
kullanildi. Firin sicakligi baslangigta 40°C’ de 2 dakika tutuldu (desorpsiyon
periyodu) ve dakikada 5°C olmak iizere sicaklik 70°C’ ye yiikseltilerek bu sicaklikta
1 dakika bekletildi. Daha sonra sicaklik dakikada 10°C artigla 240°C’ ye ¢ikarildi ve
burada 30 dakika tutuldu. Kiitle spektrometresi 33—450 amu aras1 set edilmis (esik
degeri 1000) ve drnekleme hizi dakikada 1.11 tarama olarak ayarlanidi. Uriindeki
ugucu aroma bilesiklerinin belirlenmesinde Shimadzu GC-2010 gaz kromatografisi
sistemi ve buna bagli Shimadzu QP-2010 kiitle spektrometresi sistemi kullanildi.
Ayrimi gerceklestirilen aroma bilesiklerinin tanimlanmasinda Wiley, National
Institute of Standarts and Technology (NIST) kiitiphaneleri ve her bir pikin
alikonma zamanlar1 ile hidrokarbon standardinin alikonma zamanlari1 kullanilarak
hesaplanan “Retention Index” (RI) degerleri referans alindi. Sonuglar her bir pikin

toplam pik alanina % orani seklinde verildi.
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4. BULGULAR

Calismada kullanilan laktozsuz siitiin kimyasal kompozisyonu Tablo 4.1’ de
verildi. Laktozsuz siit 6rnegine ait ylizde ortalama yagsiz kurumadde (%), protein,

yag ve pH degeri sirasiyla % 10.71, 2.8, 1.5 ve 6.6 olarak tespit edildi.

Tablo 4.1. Siitiin kimyasal analiz sonuglari

Yagsiz Kuru Madde Protein Yag pH

Siit 10.71£1.3 2.8£0.2 1.5+0.1 6.6+0.02

Laktozsuz siit ortaminda L. reuteri ve S. thermophilus kullanilarak tiretilen
yeni probiyotikli fermente triiniine ait fermantasyon boyunca degisim gosteren pH
ve laktik asit cinsinden % LA degerleri Tablo 4.2’ de gosterildi. Tablo 4.2
incelendiginde inkiibasyonun 4. saatlerinde pH ortalama 6.47” dir. Fermantasyonun
12. saatinde pH degeri kazeinlerin izoelektirik noktasi (4.6) degerine diistii ve
inkiibasyon sonlandirildi. Inkiibasyonun ardindan &rnekler 24 saat + 4° C sogutuldu.

pH ve LA degerleri sirasi ile 4.36; 1.4 olarak tespit edildi.

Tablo 4.2. Yeni probiyotikli fermente iiriin 6rneklerinin asitlik tayini
4saat 6.5.saat 10.saat 12.saat 24.saat

pH 6.47 5.96 545 467 436
LA%) - - - - 1.4

Yeni probiyotikli fermente iiriine ait su aktivitesi ve kuru madde degerleri
Tablo 4.3’ de verildi. Orneklerin su aktivitesi 0.982-0.987 arasinda degisim
gosterdigi tespit edildi. Orneklere ait kuru madde degerleri ise % 9.93-11.47 arasinda

olmakla beraber ortalamasi1 % 10.58 olarak belirlendi.
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Tablo 4.3. Yeni probiyotikli fermente tiriin 6rneklerinin 24. saatteki analizleri
Ort.£S.S.
aw 0.985+0.00265
Kuru Madde 10.58+0.56

Yeni probiyotikli fermente iiriiniin + 4° C de soguk muhafazada 1., 3., 7. ve

15. gilinlerde pH, su aktivitesi, kuru madde, yag orani ve protein oranlarnda meydana

gelen degisimler Tablo 4.4’ de gosterildi. 1. giin 4.36 olan ph degeri 3. giinde 4.02, 7.

giinde, 3.57, 15. giinde ise 2.91 olarak kaydedilip muhafaza siiresince azalmanin

devam ettigi tespit edildi. Soguk muhafaza giinlerinde yapilan analizlerde su

aktivitesi degeri ortalama olarak 0.987 olarak kaydedildi. Kuru madde, yag ve

protein oranlari da ortalama olarak sirasiyla % 10.66, 1.8 ve 4.03 olarak belirlendi.

Tablo 4.4. Yeni probiyotikli fermente tiriin 6rneklerinin muhafazasi siiresince

fizikokimyasal analizleri

1. Giin 3. Giin 7. Giin 15. Giin
pH 4.36 4.02 3.57 291
aw 0.987 0.987 0.986 0.989
KM 10.66 10.78 11.58 11.25
Yag 1.8 1.8 1.6 1.4
Protein 4.03 4.02 4.02 4.01

pH: Asitlik aw: Su Aktivitesi K.M: (%)Kuru Madde

Yeni probiyotikli fermente tiriin 6rneklerine ait mikrobiyal analiz sonuglar

Tablo 4.5 verildi. 12 saat siiren fermantasyonun ardindan 24 saat + 4°C de soguk

muhafaza siiresi sonrasinda orneklerin Lactobacillus spp. (L. reuteri) sayisi sayisi

10° kob/g, Streptococcus spp. sayist (S. thermophilus) sayist 10° kob/g olarak, tespit

edildi. Orneklerin higbirinde toplam kiif/ maya kolonisi tespit edilmedi.
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Tablo 4.5. Yeni probiyotikli fermente tiriin 6rneklerinin mikrobiyolojik sonuglari
(kob/g).

1. Tekrar 2. Tekrar 3. Tekrar

Lactobacillus spp. 10’ 10° 10°
Streptococcus spp.  10° 10’ 10°
Maya-kiif <100 <100 <100

Yeni probiyotikli fermente iiriiniin organik asit degerleri Tablo 4.6 da
verilmistir. Tablo 4.6 incelendiginde organik asitlerden en yogun diizeyde tespit
edilenler laktik asit ve asetik asittir. Bu iki organik asidin ortalama degerleri sirasiyla
14.64 mg/g ve 2.8 mg/g olarak tespit edilmistir. Orneklerde piirivik ve siiksinik asit

belirlenemezken en diislik diizeyde fumarik asit saptanmustir.

Tablo 4.6. Yeni probiyotikli fermente iiriin 6rneklerinin 24. saatteki organik asit

analiz sonug¢lari

(mg/g)
Organik Asit 1. tekrar 2. tekrar 3.tekrar Ort.+S.S.
Laktik Asit 13.23 14.74 15.95 14.64+0.9636
Asetik Asit 2.64 2.94 2.82 2.80+0.11
Sitrik Asit 0.62 0.66 0.63 0.64+0.0223
Okzalik Asit 0.14 0.23 0.24 0.20+0.04
Askorbik Asit 0.06 0.08 0.07 0.07+0.007
Fumarik Asit 0.01 0.01 0.01 0.01+0
Piirivik Asit - - - -
Siiksinik Asit - - - -

Yeni probiyotikli fermente iiriin 6rneklerinin ugucu aroma bilesikleri Tablo
4.7’ de verilmistir. SPME aroma profilinde baslica ve en karakteristik olanlar asetik
asit, kaprilik asit, kaprik asit, etanol ve aseton benzeri bilesiklerdi. Genel olarak
ucucu aroma profilinin %0.26” s1 keton %43.16° s1 aldehit %0.41° i alkol %7.51° i
ucucu organik asit olarak belirlendi. Fermente siit iiriinlerin baskin ugucu aromatik
bilesikleri aseton ve asetaldehitin 6n maddesi 2- metilbiitanal sirasiyla 0.26, 32.97

oraninda belirlendi. Alkol grubunda ise etanol % 1.08 olarak tespit edildi.
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Tablo 4.7. Yeni probiyotikli fermente iiriin 6rneklerinin 24. saatteki SPME profili

(%)

% Ortalama

Alkol 1.08
Etanol 0.44+0.08
2-propen-1-ol 0.41+0.07
1-propanol 0.23+0.04
Yag asitleri 12.29
Asetik asit 10.56+3.3
Kaprik asit 0.28+0.03
Kaprilik asit 1.45+0.07
Keton 0.26
Aseton 0.26+0.15
Aldehit 32.97
2-metilbiitanal 32.97+6.7
Diger 53.71

Yeni probiyotikli tiriiniin paralel tekrarlarinda SPME profilini olusturan

ugucu aroma bilesikleri oranlari sekil 4.1 de gosterilmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. SPME profilini olusturan ugucu aroma bilesikleri
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5. TARTISMA

Diinyada farkli adlarla bilinen fakat birbirine benzer 0&zelliklere sahip
iretiminde kismi ya da tam olarak fermantasyonu barindan 400’ iin iizerinde siit
irtinii bulunmaktadir. Bu tiriinlerden bazilar1 yogurt, peynir, tereyagi ve krema gibi
diinyada yaygin olarak tiiketilen siit iirlinleridir. Fermente siit {irlinlerinin ¢ekici
tatlart ve saglik agisindan sahip oldugu olumlu etkileri sayesinde popiilaritesi her
gecen giin artmaktadir (Panesar, 2011; Yiicel Sengiin, 2011; Karacil ve Acar, 2013).
Ulkemizde de bu gesitlilikden dolayr Tiirk Gida Kodeksi, Fermente Siit Uriinleri
Tebligi’ nde yapilan tanima gore “Fermente siit driinii: Siitin  uygun
mikroorganizmalar tarafindan fermantasyonu ile pH degerinin koagiilasyona yol
acacak veya agmayacak sekilde diisiiriilmesi sonucu olusan ve icermesi gereken
mikroorganizmalar1 yeterli sayida canli ve aktif olarak raf omrii sonuna kadar
bulunduran siit iiriinii’” olarak tanimlanmistir. Yine ayni tebligin hammadde iiriin
ozelliklerinde tebligde yer alan: “‘starter kiiltiirlere ilave olarak diger starter kiiltiirler
ve/veya yan kiiltiirler de kullanilabilir’” ifadesi yer almaktadir (Tirk gida kodeksi
fermente siit iriinleri tebligi; teblig no: 2022/44). Bu tanimdan yola c¢ikarak
caliymamizda, Balikesir Universitesi Veteriner Fakiiltesi Besin Hijyeni ve
Teknolojisi Anabilim Dali Mikrobiyoloji laboratuvarinda iiretilen, probiyotik
mikroorganizma iceren yeni probiyotikli fermente {riine ait Orneklerin temel
fizikokimyasal 6zellikleri, mikrobiyolojik analizleri, organik asit diizeyleri ve SPME

aroma profilleri ¢ikartilmistir.

5.1. Fizikokimyasal Analiz

Fermente iriinlerinin tat orama ve yapisinin olusumunda fermente siit
tirtiniiniin ham madesi olan siitiin kimyasal kompozisyonu ¢ok énemlidir. Kimyasal
kompozisyonu siitiin kuru maddeyi olusturan, yag, protein, laktoz vitamin ve
minareller olusmaktadir. Bu bilesiklerin oran1 ve kalitesi, siit icerisinde bulunan

fermantasyon ile gorevli mikroorganizmlarin metabolizma hizin1 ve metabolik
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triinlerin  ¢esitliligini etkilemektedir. Calismamizda da siitiin fizikokimyasal
yapisinda ve kalitesinde degisikligi en aza indirgemek amaci ile UHT olarak sterilize
edilmis laktozsuz siit kullanilmistir. Calismada kullanilan siitiin kuru madde miktar1

10.54 ve pH’ s1 6.72 olarak tespit edilmistir.

Yapilan literatiir taramalarinda siit ortaminda L. reuteri kullanilarak iretilen
fermente triinler ile ilgili ¢alismalara rastlanmamistir. Bunun nedeni L. reuteri’ nin
siit ortaminda gelisme problemlerinden kaynaklanabilir. Bu durum karbonhidrat
seciciligi ve Ozellikle de tercihen maltoz, siikkroz ve rafinoz kullanmasindan
kaynaklanabilir (Zhao ve Génzle, 2018). Bu nedenle ¢alismamizdaki fizikokimyasal
analizlerin sonuglar1 daha cok fiziksel yapist ve ile benzer fermente siit iirlini
yogurtla karsilastirilmistir. Benzerlik olarak; fiziksel yapisi, fermantasyonunda rol
alan mikroorganizmalardan birisinin S. thermophilus olmasi, inkubasyon sicakligi ve
stiresi olarak sayilabilir. Bunun yaninda c¢alismada inkubasyon sonlandirma pH’s1
yogurda es deger olarak alindigindan ¢alisma daha ¢ok yogurtla ilgili aragtirmalar ile
karsilastirilarak tartisilacaktir. Fizikokimyasal parametrelerden biri olan kuru madde,
lriinin randimaninin  ve kivaminin olusumunda olduk¢a Onemlidir. Mevcut
yiiriirliikte olan Fermente Siit Uriinleri Tebligi’ nde kuru madde orani hakkinda bir
diizenleme mevcut degildir. Caligmamizda yeni probiyotikli fermente iiriin 6rneginin

kuru madde oran1 %10.66 ile %11.58 arasinda degistigi tespit edilmistir.

Yag, siitiin kuru madde miktarin1 olusturan 6nemli bilesenlerden biridir. TS
1330’ a gore tam yagli yogurdun en az %3.8, yagl yogurdun en az %3.0, yarim yagh
yogurdun en az %1.5, az yagli yogurdun en fazla %1.5, yagsiz yogurdun ise en ¢ok
%0.15 olarak verilmistir. Yeni probiyotikli fermente iiriiniin yag (%) degeri yarim

yagl yogurt kategorisinde yer almaktadir.

Fermantasyonda rol alan mikroorganizmalarin olusturdugu ugucu aroma
bilesikleri genelde siitiin icerisinde yer alan protein ve karbonhidrat metabolizmasi
sonucunda olugsmaktadir (Kose ve Ocak, 2014). Siit triinlerinde kalitenin diismesine
neden olan etkenlerden biri protein oranimin diisiik veya yiiksek olmasi sayilabilir.
Siitteki protein oraninin degisimi daha ¢ok genetik olarak belirlenmesine ragmen
yetersiz beslenme, laktasyon donemi, siit verim diizeyi ve 1rk gibi etkenlerin protein

oranina etki ettikleri saptanmistir (Sekerden ve Ozkiitiik 1990; Yalgin, 1981). Aym
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zamanda protein oran1 ve kalitesi, mikroorganizmalarin proteinleri metabolize etmesi
yetenegini etkilemekte ve buna bagli olarak aroma bilesiklerinin ¢esitliligini
belirlemektedir. Tiirk Gida Kodeksi Fermente Siit Uriinleri Tebliginde (Teblig No:
2009/25) yogurttaki protein oraninin agirlikca en az %3 olmasi gerektigi
bildirilmistir. Calismamizda elde edilen iiriiniin de protein oram1 %3' iin iizerinde

olup Tiirk Gida Kodeksi Fermente Siit Uriinleri Tebligine uygundur.

Asitlik degeri, yogurt gibi fermente iiriinlerin tat ve aromasi ile ilgili onemli
kalite Olgiitlerindendir. Ayrica yogurdun raf omrii siiresince duyusal o6zelliklerini
yitirmeden, tiiketilebilmesi i¢in de 6nemli bir faktordiir. Bunun yaninda raf omrii
sliresince lrlinde patojen mikroorganizmalarin iiremesini de engellemektedir.
Dengeli tat gelisimi icin yogurt asitliginin belli smir araliklarinda olmasi
gerekmektedir (Sezgin, 1981; Tamime ve ark., 1980). Aymi zamanda laktik asit
sentezi sonucunda belirli bir degere ulasan pH, kazeinin pithtilasmasini saglayarak jel
yapiy1 olusturmaktadir. Raf émrii ve {iriiniin olgunlasmasi siiresince de pH diistisii ve
asitlik artis1 devam etmektedir. Starter kiiltlir mikroorganizmalart1 pH’ nin disis
hizin1 ve seyrini belirlemektedir. Inkiibasyonda kullanilan mikroorganizmanin tiiri,
cinsi ve sus Ozellikleri ve orani, pH’ nin hizli ya da yavas bir sekilde diismesinden
biiyiik oranda sorumludur (Ersan ve Topguoglu, 2019). pH degeri ile % asitlik degeri
arasinda genellikle ters orant1 vardir. Bundan dolay: asitligi arttiran faktorler pH
degerinin azalmasina neden olmaktadir. Bu faktorler icerisinde fermantasyonda
inkiibasyon sicakliginin yiiksek olmasi, siite fazla mayanin katilmasi, inkiibasyon
stiresinin uzun olmasi, laktik asit bakterisi oranlarinin arzu edilen diizeyde olmamast
ve inkiibasyonun ardindan muhafaza sicakliginin yiiksek olmasi gibi fatorler etkilidir
(Dayisoylu, 1992). Calismamizda da yeni fermente siit iriinii Orneklerine ait
ortalama pH 4.36 ve LA degerleri %0.88 olup TS-1330 Yogurt Standardina (%0.80-
%1.60) uygun aralikta oldugu tespit edilmistir.

Su aktivitesi (aw), gidadaki suyun buhar basincinin, ayni sicakliktaki saf
suyun buhar basincina orani olarak tanimlanmistir (Rocklan ve Nishi, 1970; Stoloff,
1978). Bir bagka deyisle su aktivitesi gidanin biinyesinde yer alan serbest su
miktarinin Sl¢iistidiir. Gidada var olan bagli suyun kimyasal olarak ne kadar siki
baglandiginin  gostergesidir.  Gidalardaki suyun mikrobiyolojik  gelismede

kullanilabilme durumu su aktivitesi ile yakindan iliskilidir. Birgok arastirmact
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fermente siit Griinlerinden biri olan yogurda ait su aktivitesi degerinin 0.93 ile 0.98
arasinda degistigini rapor etmislerdir (Schmidt ve Fontana, 2020). Calismamizda da

orneklere ait su aktivitesi degeri 0.98 olarak tespit edilmistir.

5.2. Mikrobiyolojik Analiz

Tiirk Gida Kodeksi Fermente Siit Uriinleri Tebligine (Teblig No: 2009/25)
gore Yyogurt, L. bulgaricus ve S. thermophilus’ un gergeklestirdigi laktik asit
fermantasyonu sonucunda olusan fermente siit iriinii olarak bilinmektedir. Ayni
tebligde, farkli starter kiiltiirlerin de fermente siit jelini olusturdugu ve tat ile aromay1
gelistirdikleri bildirilmistir. Laktik asit bakterileri fermantasyon siiresince tiriinde bir
dizi biyokimyasal metabolit iiretmekte ve neticesinde eksi, hafif alkollii, kivamli,
kokulu ve kopiiklii yapida yeni fermente siit iirlinleri elde edilmektedir (Tomar ve
ark., 2017). Uluslararast Siitgiiliik Federasyonu (IDF)’nun yaptigi tanima gore;
fermente siit tirlinleri “tam yagli, yarim yagl, az yagli, yagsiz, konsantre, siit tozuyla
kuru maddesi arttirilmis siit, homojenize ya da homojenize edilmemis, pastorize ya
da sterilizasyon isleminden sonra sogutulup 6zel laktik asit bakterilerini igeren starter
kiiltiirleri ile tek baslarina ya da karigimlar kullanilarak fermente edilmis, igerisinde
tiketimden Once canli laktik asit bakterileri igeren bir {riin” seklinde
tanimlanmaktadir. Fermente siit {riinlerinin yiliksek ve standart kalitede
uretilebilmesi,  giivenilir  starter  kiiltiir ~ sistemlerinin ~ kullanilmas1  ile
iliskilendirilmektedir. Siit ve siit iriinlerinde laktik asit bakterilerinden aroma
olusturma 6zelliklerinden dolay: starter kiiltiir olarak yararlanilmaktadir. Lezzetinin
algilanmasinda iiriiniin aromas1 énemli bir rol oynamaktadir. Uretim asamasinda,
olgunlagsma asamasinda ve kompleks biyokimyasal reaksiyonlar sonucunda gidanin

karakteristik aromasi olusmaktadir (Karabiyikli ve Erdogmus, 2019).

Uriine istenen aroma, tat, yapi, koku gibi 6zellikleri kazandirmanin yan1 sira
starter kiltiirler, standart kalitede Uriin lretmek amaciyla kullanilan ve belli
Ozelliklere sahip mikroorganizma kiiltiirleri olarak bilinmektedirler. Siit iirlinlerinde
kullanilan starter kiiltiirlerin en 6nemli fonksiyonlari; laktozun fermantasyonuyla
laktik asit sentezi, proteolitik ve lipolitik aktivite, Uriinleri patojen ve bozucu

mikroorganizmalardan koruyan asidik kosullarin saglanmasi, diasetil ve asetaldehit
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benzeri aroma saglayan ugucu bilesiklerin sentezi gibi siralanabilir (Yaygin ve Kilig

1993).

Yogurt benzeri fermente iiriinlerin prosesinde probiyotik mikroorganizmalar
tek basinda kullanilabilir. Ancak bu durum fermantasyon siiresinin uzamasina ya da
probiyotik mikroorganizmanin siit ortaminda gelisememesi gibi sorunlara neden
olmaktadir. Aym1 zamanda yogurt starterleri olan S. thermophilus ve L. bulgaricus’
un sinerjik etkileri ile probiyotiklerin daha hizli gelismesine ve bagirsak sisteminde
probiyotik mikroorganizmalarin beklenen aktivitesinin artis gostermesine yardimet
olmaktadirlar (Barat, 2015). Bu nedenden dolay: ¢alismamizda siit ortaminda tek
basina gelisemeyen L. reuteri’ nin yanma S. thermophilus eklenerek bu
mikroorganizmalarin sinerjik etkisinden yararlanilip yeni bir probiyotikli fermente
st iriinii elde edilmistir. Bu iirline ait laktik asit bakteri sayilart 12 saatlik
inkiibasyonun ardindan L. reuteri 10° kob/ml ve S. thermophilus 10° kob/ml
diizeyinde ortalama olarak tespit edilmistir. Bu spesifik laktik asit bakteri sayilari,
TGK Etiketleme Yonetmeligi’nde belirtilen *’Bir {irlinlin probiyotik iirlin olarak
nitelendirilebilmesi i¢in en az 10° kob/g canli probiyotik bakteri icermelidir’® (TGK,
2009) ibaresine uydugunu gostermektedir. Bunun yaninda yeni probiyotikli fermente
iiriin, Tiirk Gida Kodeksi Fermente Siit Uriinleri Tebligi’nde bildirilen yogurttaki
toplam spesifik bakteri sayisma da (g’da en az 1.0x10" kob/g) ulasmustir (TGK,
2009).

Yogurdun mikrobiyolojik kalitesi ve gilivenliginin saglanmasi agisindan
maya-kiif sayis1 onemli bir Olciittiir. Maya-kiifler gelisebilmek icin diisik pH’ It
ortamlara gereksinim duyarlar, yogurt da diisiik pH’ ya sahip oldugundan maya ve
kiif gelisimi icin ideal kosullar1 saglamaktadir. Uretim esnasinda hijyen sartlarma
gerekli 6zen gosterilmediginde yogurtta yiiksek sayida maya-kif gelismektedir.
Ayrica iiretimin ardindan sicaklik degerlerinin uygun olmamasi da maya-kiif gelisimi
igin bir diger etkendir (Azgm, 1993). TS 1330 Yogurt Standardi’ na gore maya ve
kiif degerleri i¢in éngoriilen iist sinir 1.0x10% kob/g’ dir. Calismamizda ise muhafaza

stiresince maya-kiif gelisimi tespit edilmemistir.
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5.3. Organik Asit Cesitliligi ve SPME Profili

5.3.1. Organik Asit Cesitliligi

Starter kiiltiir iceren fermente gidalarin tiimiinde bulunan laktik asit, gidalarda
ferahlatict ve hafif cksimsi tat gibi esas Ozellikleri saglamaktadir. Kazeinin
sindirilebilirligini diizenlemesi, peptitler, aminoasitler, mineraller ve laktoz benzeri

bazi bilesenlerin emilimini arttirmaktadir (Akin 2006).

Kullanilan siitiin bilesimi, siitiin kalitesi, kullanilan kiiltiir ve sus, yogurt
benzeri fermente siit iriiniine islenme asamasinda uygulanan teknolojik islemler,
depolama siiresi ve sicakligr ve siit ¢esidi gibi faktorler laktik asit sentezi iizerinde
etkilidir. Yapilan ¢aligmalarda laktik asit icerigi degisiklik gostermektedir (Yilmaz,
2006).

Ucgucu asitlerin  serbest birakilmast hem L. bulgaricus hem de S.
thermophilus’ un metabolik aktiviteleri sonucunda ger¢eklesmektedir. Ancak L.
bulgaricus, S. thermophilus’ a gore daha ¢ok ugucu asit sentezlemektedir. Bu durum
L. bulgaricus' un proteolitik aktivitesinin yiiksek olmasina baglanmaktadir. Ugucu
yag asitlerinin miktar1 yogurdun iiretim asamasinda, 6énemli oranda artmaktadir

(Yal¢in ve Yurdakok, 2000).

Laktik asit bakterilerinin sentezledigi organik asitler, karbonhidrat
metabolizmasinin son Triinleridir. Asit sentezleyerek ortamin pH’ s diisiirlip
asitligin  gelismesini  saglayan mikroorganizmalar  starter  kiiltliir  olarak
kullanilmaktadir (Ercoskun ve Ertas 2003; Widyastuti ve Febrisiantosa, 2014). Artan
bu asitlik ¢cevreden ya da hammaddeden kaynakli bulasmay1 engelleyerek gidanin
muhafaza siiresini uzatmakta ve gidanin giivenilirligini saglamaktadir. Fermantasyon
sirasinda laktik asit bakterilerinin metabolik {iriinleri olarak bazi organik asitler
sentezlenmektedir. Laktik asit bu organik asitlerden en 6nemlisidir. Diger organik
asitler ise asetik asit, propiyonik asit, okzalik asit, askorbik asit, sitrik asit, fumarik
asit, stiksinik asit, pirtivik asit ve benzoik asittir (Demirgiil ve Sagdi¢, 2017; Kirma,

2016). Heterofermentatif bakterilerin sentezledigi asetik asit gidanin aromasina katki
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saglamaktadir. Heterofermentatif laktik asit bakterileri tarafindan sentezlenen
propiyonik asit ise gidalarda funguslara karsi kullanilmaktadir (Kirma, 2016).
Calismamizda organik asit igerigi incelenen yeni probiyotikli fermente tirtiiniin laktik

asit miktar1 ortalama 14.64 mg/g olarak saptanmuistir.

Fumarik asit eksi meyvemsi bir tada sahip organik asittir. Calismamizda
yapilan organik asit analizleri sonucunda fumarik asit 0.01 mg/g olarak tespit
edilmistir. Genel olarak tatsiz bir tada sahip olan oksalik asidin ise bazi1 formlar1
eksimsi hos bir tada sahip olabilmektedir. Bu ¢alismada ise oksalik asit 0.20 mg/g
olarak tespit edilmistir. Gidalarda bulunan en 6nemli ugucu organik asitlerden biri
olan asetik asit hos olmayan keskin bir tada sahip olsa da kokulara kars1 bir denge
saglayabilir organik asit sonuglarimizda asetik asit degeri 2.80 mg/g olarak tespit

edilmistir.

Siit fermantasyonu sirasinda, laktoz, lipidler, sitrik asit ve proteinlerin
enzimatik veya kimyasal doniisimleri de gerceklesebilmesine ragmen, ugucu
bilesikler esas olarak mikrobiyal doniisiimlerden olusabilir. Pek ¢ok durumda,
fermente siit Uriinlerinden aroma ve ucgucu profiller arasindaki farklar, dogrudan

farkli bakteri suslarinin varligina baglanmistir (Pan ve ark., 2014).

5.3.2. Aroma Profilleri

Fermente (siit) {driinlerin kalitesi biiyiikk oranda duyusal algt ile
belirlenmektedir. Duyusal algi; doku, aroma bilesenlerinin igerigi ve goriiniim gibi

bir¢ok etkenden etkilenen kompleks bir olgudur (Brand ve Bryand, 1994).

Siit ve yogurt benzeri fermente tiriinlerde proteinler, laktik asit bakterilerinin
proteolitik aktivitesi, sindirim enzimleri ve/veya 1sil islemlerle iretilen biyoaktif
peptitlerin ve aroma bilesiklerinin (6rnegin, treonin asetaldehite doniistiiriilebilir)
baglicalar1 olduklar1 icin yogurt benzeri fermente iriinlerin giivenligi ve aromasi

lizerinde etkili olabilirler (Aloglu ve Oner, 2011).

45



Yogurt, L. bulgaricus ve S. thermophilus’ un gerceklestirdigi laktik asit
fermantasyonu sonucunda olusan fermente siit {iriinii olarak bilinmektedir. Yogurdu
olusturan laktik asit bakterileri ayn1 zamanda yogurtta tat ve aromanin gelisimine de
katk1 saglamaktadirlar. Tat ve kivamla birlikte aroma, yogurdun duyusal profiline
onemli bir katk: saglar ayrica yogurdun genel kabul edilebilirligi i¢in de énemli bir
kriter olarak kabul edilmektedir. Fermente firiinlerde olusan aroma bilesikleri
substrat, enzimatik ve starter kiiltiir kaynakli olabilse de starter kiiltiirlerin aromaya
biiyiikk katki sagladigi bilinmektedir. Laktik asit bakterileri, genetik 6zelliklerine
bagli olarak, yogurda Ozgii tam aroma olusumuna katkida bulunan bireysel
karakteristik aroma bilesiklerini sentezleyen mikroorganizmalar olarak kabul
edilmektedir. Karbonil bilesikleri, daha spesifik olarak asetoin, asetaldehit ve aseton
gibi ucucu aroma bilesikleri yogurt aromasina esas katkiy1 saglayan yapilar olarak

bilinmektedir (Akin, 2006; Smid ve Kleerebezem, 2014).

Yogurdun olusumu sirasinda diger aroma bilesenlerine oranla en fazla
sentezlenen ve yogurda kendine 6zgili karakteristik tat ve aromasinin olusumuna
onemli katkida bulunan asetaldehit, yogurtta kalite faktorii olarak bilinmektedir
(Yaygin, 1999). Asetaldehit sentezleme giiciiniin starter kiltiir ¢esidine gore
degisiklik gOstermesinin yanit sira, kuru madde arttirimi ve siitliin yliksek
sicakliklarda 1sitilmasi asetaldehit sentezini arttirmaktadir (Kose ve Ocak, 2014).
Mubhafaza siiresince azalan asetaldehit miktar1 inkiibasyon siiresinde ise artmaktadir
(Yilmaz, 2006). Asetaldehit sentezi i¢in yogurt bakterilerinin ihtiyag duydugu en
onemli siit bilesenlerinden biri laktozdur. Bunun yaninda methionin ve treonin
aminoasitleri de asetaldehit sentezi icin ihtiya¢ duyulan siit bilesenlerindendir
(Tamime ve Robinson, 2001). Calismamizda 6rneklerin tamaminda fermente siit
tirlinlerinin 6nemli bir aroma bileseni olan asetaldehit tespit edilmemistir. Bu durum
asetaldehit tiretmindeki baslica metabolizmanin laktoz metabolismasi olmasindan
kaynaklanmaktadir. L. reuteri’ nin gelisimini saglayabilemesi amaci ile siit kaynagi
olarak kullanilan laktozsuz siit asetaldehit iiretimini etkilemistir. Ancak 6rneklerin
tamaminda asetaldehit 6n maddesi 2-metilbiitanal miktar1 (%32.97) en yiiksek
oranda tespit edilen ugucu aroma bilesigi olarak belirlenmistir. Ayn1 zamanda
orneklerde asetaldehit yerine 2-metilbiitanal’ 1n daha yiiksek seviyede belirlenmesi,
fermente siit iiriinlerinde asetaldehit tiretiminden daha ¢ok Lactobacillus delbrueckii

ssp. bulgaricus sorumlu olmasindan kaynaklanabilir.

46



Starter kiiltiir olarak kullanilan mikroorganizmalar, asetaldehit ve aseton gibi
potansiyel karbonil bilesikleri sentezleyebilir. Asetoin ve asetaldehit tipik yogurt
aromasin1 saglayan bilesiklerdir. Bu nedenle giinlimiizde iireticiler, geleneksel
yogurtlara gére daha az aromatik oldugu bilinen endiistriyel yogurtlara lezzet katmak
icin aroma {retme kapasitesi yiliksek starter kiiltiirler talep etmektedir
(Hajimohammadi Farimani ve ark., 2016; Gezginc ve ark., 2015). Fermente siit
trtinleri ile ilgili yapilan aroma profili analizlerinde asetaldehit degerleri
belirtilmektedir. Ancak bizim c¢alismamizda asetaldehitin 6n maddesi olan 2-
Metilbiitanal miktar1 (%32.97) belirlenmistir. Bunun nedenleri; fermente iiriinde
asetaldehit tiretimi S. thermophilus’ a gore daha aktif olan Lactobacillus delbrueckii
ssp.bulgaricus’ un kullanilmamasi, L. reuteri’ nin siit ortaminda gelisebilmesi i¢in
laktozsuz siit kullanomi1 ve probiyotik mikroorganizmalarin  uzun siiren

inkubasyonlar1 sayilabilir.

Yogurt mikroorganizmalarinin fermantasyonu sonucu sentezlenen ketonlar
(aseton ve asetoin) yogurdun karakteristik koku ve lezzetinin olusumunda
aldehitlerden sonra en ¢ok rol oynayan bilesiklerdir. Asetaldehit ile aseton arasindaki
oranin yogurt benzeri fermente siit Uriinlerinde keskin aroma ve tat olusumuna
onemli derecede katkis1 vardir. Bu oranin 2.8:1.0 diizeyinde olmas1 gerektigi tespit
edilmistir. Bunun yani sira asetaldehitin asetona oraninin 0.4:1.0 oldugu durumlarda
keskin iyi bir aroma ve tadin olusmadig bildirilmistir (Beshkova ve ark., 1998; Rasic
ve ark., 1978). Calismamizda aseton ortalama % 0.26 olarak tespit edilmistir ancak
kullanilan kiiltiir farklilig1 ve ortam farkliligindan dolay1 ¢alismamizda asetaldehit
degeri tespit edilememistir. Asetaldehit miktar1 saptanamadigindan dolay1 asetaldehit

ve aseton orani belirlenememistir.

Asetoin, indirgenmis bir diasetil formudur ve diasetilden ¢ok daha zayif bir
tada sahiptir. Bununla birlikte, asetoin, diasetilin sertligini azaltmada 6nemlidir ve
hafif kremsi bir tat iiretmeye yardimci olur Ayrica diasetil ve asetoin biyosentezi
sitrat yoklugunda ger¢eklesememektedir. Kokusuz bir bilesik olan asetoin diasetilden
meydana gelmektedir. (Cheng, 2010). Tian ve ark., (2019) drettikleri ve kontrol
grubu olarak kullandiklar1 yogurdun asetoin igerigini 20.95 mg/L olarak tespit

etmiglerdir. Calismamizda asetoin miktar1 diger calisamalardaki degerlerden daha
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diistik % 1.07 olarak tespit edilmistir. Bu durum kullanilan ortamin farkliligindan
kaynaklanabilir (Tian ve ark., 2019).

Yogurt, sirastyla %22.7 ve %3.08 oraninda asetik asit ve etanol gibi
tatlandiric1 ugucu organik bilesikler icermektedir (Pan ve ark., 2014). Etanol,

yogurdun esas ugucu bilesigi asetaldehitin de kaynagidir (Chaves 2002).

Asetik asit, hetero fermentatif LAB tarafindan sentezlenen Onemli asit
bilesiklerinden biridir. Yogurttaki en uygun asetik asit konsantrasyonu 0.5 ile 18.8
mg/L arasindadir (Alonso ve Fraga, 2001). Konsantrasyon c¢ok yliksekse, genel
aromay1 dengesiz hale getiren bir sirke aromasi iretilecektir (Tamine ve Robinson,

1999). Calismamizda asetik asit degerinin %10.56 oldugu tespit edilmistir.

Spesifik olarak, etanol, 3-pentanol ve 1-heksanol yogurttaki ana alkol
bilesikleridir. Etanol, siitte glikoz metabolizmasinin veya amino asit bozunmasinin
son triiniidiir (Urbach, 1995). Tian ve ark., (2019) iirettikleri ve kontrol grubu olarak
kullandiklar1 yogurtta etanol degerini %0.9 olarak tespit etmisler. Bunun yaninda
diisiik konsantrasyonlarda etanoliin tatli aromayi arttirdigini da bildirmislerdir.

Calismamizda etanol degeri % 0.44 olarak tespit edilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Laktik asit bakterilerinin ¢ogunlugunu olusturdugu probiyotiklerin insan
saglig1 ve gastrointestinal mikroflora arasindaki iligkileri son yillarda iizerinde ¢okga
durulan bir konudur. Giintimiizde gastrointestinal floranin dengesini bozan bir¢ok
faktor bulunmaktadir. Bu faktorler arasinda en yogun olarak stres, ila¢ kullanimi
ozellikle antibiyotik, gida katki maddeleri ve gastrointestinal sistem hastaliklar
sayilabilir. Bozulan floray1 probiyotik mikrooganizmalar ile tekrardan olusturmanin
iki yolu bulunmaktadir. Birincisi insan beslenmesinde probiyotik iceren fermente
gidalarin oranini arttirmak ya da ikinci olarak probiyotikleri ¢esitli farmasoétik tablet
seklinde gida takviyesi formunda almak gerekmektedir. Bu anlamda tezimizin
konusu insan diyetlerinde kullanilabilecek probiyotik iceren yeni bir fermente gida
tiretmektir. Bu amagla L. reuteri ve S. thermophilus kullanarak yeni probiyotikli

fermente siit tiriinii elde edilmistir.

Uriiniin pH’ s1 4.47, su aktiviesi 0.985, kuru madde miktar1 10.58, protein
orani 4.03, yag 1.8 olarak tespit edilmistir. Probiyotik fermente siit {lirlinlerinin saglik
lizerine olumlu etki gosterebilmeleri i¢in belli sayida mikroorganizma igermesi
gerekmektedir. 24. saat mikrobiyolojik analiz sonuglarinda laktobasil sayist 10°
kob/ml, streptokok sayisi 10° kob/ml maya-kiif sayis1 ise <100 kob/ml olarak
saptanmistir. Bu degerler {liretilen probiyotikli fermente iiriiniin probiyotik kabul
edilme sartlari1 sagladigimi gostermektedir. Calismamiz kapsaminda {irettigimiz
yeni probiyotikli fermente {iriiniin asitlik gelisimi incelendiginde tirliniin 15 gilinliik

muhafaza siiresince saklanabilecegi tespit edilmistir.

Probiyotiklerin yararli etkileri, secilen sus, tiikketim diizeyi, maruz kalma
siiresi ve siklig1 ve bireyin fizyolojik durumu gibi bir dizi faktére bagli olacaktir.
Bagisiklik fonksiyonunu iyilestirmeye karsi laktoz intoleransimi hafifletmek gibi
istenen saglik etkisini dikkate almak 6nemli olacaktir.

Zamanla enerji barlari, tahillar, meyve sulari, bebek mamasi ve peynir gibi

probiyotik i¢eren yeni gida lirlinlerinin yan1 sira hastaliga 6zgili tibbi gidalar ortaya
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cikacaktir. Uretilen probiyotik gida iiriinleri icin kimlik standartlarmin olusturulmasi,
bu probiyotik gida iiriinlerinin gelistirilmesine ve bulunabilirliginin hizlandirilmasina
hizmet edecektir (Kopp-Hoolihan, 2001). Urettigimiz yeni probiyotikli fermente

tirline ileride kimlik standart1 olusturalacagina inanmaktayiz.
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