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OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

FARKLI KURUTMA YONTEMLERIYLE Bifidobacterium bifidum
KULTURLERINDE KLINOPTILOLIT KULLANIMININ ETKIiSi

Ruqgaia Jamal Abood JARARAH

Necmettin Erbakan Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Gamze UCOK
2025, 66 Sayfa

Jiiri
Dr. Ogr. Uyesi Gamze UCOK
Prof. Dr. Ahmet UNVER
Dr. Ogr. Uyesi Hilal ARSLAN BAYRAKCI

Giliniimiizde, probiyotik mikroorganizmalarin kurutma ve depolama siiregleri boyunca
canliliklarini koruyabilmeleri, fonksiyonel gida ve farmasétik uygulamalar agisindan 6nemli bir zorluk
olusturmaktadir. Bu calismada, klinoptilolit (zeolit), yagsiz siit tozu ve bunlarin kombinasyonunun,
Bifidobacterium bifidum kiiltiirlerinin canlilig1 tizerindeki koruyucu etkileri; dondurarak kurutma ve vakum
kurutma yontemleri kullanilarak arastirilmistir. Deneysel gruplarda; %20 siit tozu (a/h), %20 (a/h) zeolit ve
%10 (a/h) siit tozu + %10 (a/h) zeolit kombinasyonu kullanilmistir. Orneklerin baslangictaki mikroyapisal
ozellikleri alan emisyonlu taramali elektron mikroskobu (FE-SEM) ile karakterize edilmis, ardindan 4 °C'de
90 giin boyunca depolanarak mikrobiyal canlilik, nem igerigi, su absorbsiyonu, pH ve toplam titredilebilir
asitlik (TTA) parametreleri periyodik olarak izlenmistir. Elde edilen bulgular, hem kurutma yonteminin
hem de tasiyict bilesiminin probiyotik stabilitesi lizerinde Onemli etkileri oldugunu gdstermistir.
Dondurarak kurutulmus siit tozu igeren 6rneklerde (LS), canlilik en yiiksek seviyede korunumus (0,03 log
kob/g kayip), buna karsilik, yalnizca zeolit iceren vakum kurutulmus 6rneklerde (VZ) en fazla canlilik
kayb1 goriilmiis ve probiyotik etki i¢in kabul edilen minimum diizeyin (10° kob/g) altna inmistir. Siit tozu-
zeolitin kombinasyonundan olusan matris (LK) ise sinerjik bir koruyucu etki gostererek 0,47 log kob/g
canlilik kaybi ile yiiksek koruma saglamig, pH stabilitesini korumus ve depolama siiresince nem
absorbsiyonuna karsi direngli bir yapi sergilemistir. FE-SEM goriintiileri, bu bilesik matrisin hiicre
biitiinliigii ve fiziksel yapisi tizerindeki koruyucu etkisini dogrulamistir. Calisma, zeolitin nem diizenleyici
ve pH tamponlama 6zellikleri ile siit tozunun biyokimyasal koruyucu sinerjistik birlesiminin, B. bifidum'un
canliligmi etkili sekilde korudugunu ortaya koymustur. Bu bulgular, protein-seker bazli ve mineral bazli
koruyucularin entegrasyonunun, ticari olarak kullanilabilecek stabil probiyotik tozlarmin gelistirilmesine
katki saglayabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Bifidobacterium bifidum, dondurarak kurutma, klinoptilolit, kriyoprotektan,
vakum kurutma, zeolit
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Today, maintaining the viability of probiotic microorganisms throughout drying and storage
remains a major challenge for both functional food and pharmaceutical applications. This study explored
the protective effects of clinoptilolite (zeolite), skim milk powder, and their combination on the viability of
Bifidobacterium bifidum cultures, using freeze-drying and vacuum-drying methods. The experimental
groups included 20% (w/v) milk powder, 20% (w/v) zeolite, and a combination of 10% milk powder + 10%
zeolite. The initial microstructural properties of the samples were characterized by field emission scanning
electron microscopy (FE-SEM), after which they were stored at 4 °C for 90 days with periodic monitoring
of microbial viability, moisture content, water absorption, pH, and total titratable acidity (TTA). The results
showed that both the drying method and the choice of carrier significantly influenced probiotic stability.
Among the samples, those containing freeze-dried milk powder (LS) retained the highest viability, with a
minimal loss of just 0.03 log cfu/g. In contrast, the vacuum-dried samples containing only zeolite (VZ)
experienced the greatest loss in viability, dropping below the minimum required viability threshold for
probiotics (10°¢ cfu/g). Interestingly, the combination matrix of milk powder and zeolite (LK) demonstrated
a synergistic protective effect, showing only 0,47 log cfu/g loss. This blend not only helped maintain pH
stability but also provided resistance to moisture absorption during storage. FE-SEM images supported
these findings by confirming the protective impact of the composite matrix on cell integrity and physical
structure. Overall, the study demonstrated that the synergistic combination of zeolite's moisture-regulating
and pH-buffering properties with milk powder's biochemical protective effects effectively preserved the
viability of B. bifidum. These findings suggest that integrating mineral-based and protein-sugar-based
protectants could be a promising approach for developing stable, commercially viable probiotic powders.

Keywords: Bifidobacterium bifidum, clinoptilolite, cryoprotectant, freeze-drying, vacuum drying,
zeolite.
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1. GIRIS

Son yillarda probiyotikler, 6zellikle insan sagligindaki 6nemli rolleri nedeniyle
giderek daha fazla ilgi gormektedir. En bilinen probiyotik bakterilerden biri olan
Bifidobacterium bifidum, gram pozitif ve anaerob bir mikroorganizma olup, bagirsak
saghgl ve genel iyilik hali {izerinde temel bir rol oynamaktadir (Sibanda vd., 2024).
Ozellikle bebeklik déneminde insan gastrointestinal sisteminin ilk kolonizatdrlerinden
biri olarak, laktik ve asetik asit liretimi yoluyla bagirsak dengesini saglamaya katkida
bulunmaktadir. S6z konus bu organik asitler, bagirsak pH’in1 diisiirerek zararl
patojenlerin ¢ogalmasini engellemektedir (O’Callaghan ve van Sinderen, 2016; Turroni
vd., 2008). Ayrica B. bifidum, karmasik karbonhidratlari pargalayarak sindirimi
desteklemekte ve B vitaminleri ve folat gibi temel besin maddelerinin emilimini
artirmaktadir. Kisa zincirli yag asitleri (SCFA'lar) iiretimi sayesinde kolon sagligini
desteklerken, antiinflamatuar etkiler de gostermektedir (Fukuda vd., 2011; Riviére vd.,
2016). Bununla birlikte, bagisiklik sisteminin diizenlenmesi, irritabl bagirsak sendromu
(IBS) ve inflamatuar bagirsak hastaliklar1 (IBD) gibi gastrointestinal rahatsizliklarin
hafifletilmesive bagirsak-beyin ekseni yoluyla ruh sagligina katkida bulunma potansiyeli
nedeniyle de kapsamli sekilde arastirilmistir (Gavzy vd., 2023; Lim ve Shin, 2020).

B. bifidum, saglik iizerindeki etkilerinin 6tesinde, gida endiistrisinde de yaygin
olarak kullamlmaktadir. Ozellikle siit ve siit dis1 iiriinlerin fermantasyonunda tercih
edilmektedir. Sekerleri laktik aside fermente etme yetenegi, fermente tiriinlerin lezzetini,
dokusunu ve raf 6mriinii artirirken ayn1 zamanda probiyotik 6zellikler kazandirmaktadir
(He vd., 2023). Ancak, B. bifidum’un endiistriyel islemler ve depolama siiresince
canliligini korumak onemli bir teknolojik zorluk olarak degerlendirilmektedir..
Probiyotik kiiltiirlerin raf dmriinii ve stabilitesini artirmak amaciyla dondurarak kurutma
(liyofilizasyon) ve vakumla kurutma gibi yontemler yaygin olarak kullanilmaktadir.
Ancak bu iglemler, bakteri hiicrelerini 1siya, ozmotik degisimlere ve oksidatif strese
maruz birakarak canliliklarini azaltabilmektedir (Meng vd., 2008; Shokri vd., 2015).

Bu nedenle, kurutma islemi sirasinda meydana gelen zararlar1 azaltmak amaciyla
tasiyici veya katki maddesi olarak bilinen koruyucu maddeler siklikla eklenmektedir. En
yaygin kullanilan tastyicilardan biri yagsiz siit tozudur. Bu bilesen, bakterileri soguk ve
kuruma kaynakli stres kosullarina kars1 koruyarak, hiicrelerin yapisim1 muhafaza eden
nazik bir ortam saglamaktadir (Santivarangkna vd., 2008). Son yillarda ise dogal bir zeolit

minerali olan klinoptilolit, probiyotiklerin stabilizasyonunda potansiyel bir ajan olarak



dikkat cekmektedir. Benzersiz kristal yapisi ve yiiksek adsorpsiyon kapasitesi sayesinde
klinoptilolit, probiyotikleri oksidatif ve termal strese karsi koruyan stabil bir mikrogevre
olusturma potansiyeline sahiptir. Mikrobiyal stabilizasyonun yani sira, klinoptilolit,
enzimlerin korunmasi, tarim, gida muhafazasi ve g¢evresel uygulamalar gibi gesitli
alanlarda da kullanilmaktadir. Nem dengesini diizenleme, toksinleri nétralize etme ve
biyolojik ya da kimyasal sistemlerin dmriinii uzatma yetenegi, onu bircok sektérde ¢ok
yonlii bir malzeme haline getirmistir (Eroglu, 2014; Mastinu vd., 2019).

Bu calisma, klinoptilolit iceren ortamlarda farkli kurutma yontemlerine tabi
tutulan B. bifidum kiiltirlerinin canlilik ve stabilite ozelliklerini incelemeyi
amaclamaktadir. Yagsiz siit tozu, klinoptilolit veya her ikisini iceren Orneklerin
mikrobiyal canlilik diizeyleri ve fizikokimyasal 6zellikleri analiz edilerek, probiyotiklerin

korunmasina yonelik yeni yaklagimlarin anlasilmasi hedeflenmektedir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Bifidobacterium bifidum

Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium cinsi igerisinde en ¢ok arastirilan ve en
faydali olarak kabul edilen bakteri tiirlerinden biridir. Bifidobacterium cinsi ilk kez 1899
yilinda Fransiz pediatrist Henri Tissier tarafindan anne siitiiyle beslenen bebeklerin
diskisindan izole edilerek tanimlanmigtir. Tissier, bu organizmanin saglikli bebeklerde
yaygin oldugunu gozlemlemis ve ishalin 6nlenmesinde faydali bir rol oynayabilecegini
One siirmistiir. Baglangigta B. bifidum ve benzeri tiirler “Lactobacillus bifidus” olarak
adlandirilmis, ancak daha sonra farkli bir cins olarak smiflandirilmistir (Lee ve
O’Sullivan, 2010). 1924 yilinda Danimarkali mikrobiyolog Orla-Jensen, laktik asit
bakterileri i¢in bir siniflandirma sistemi 6nermis ve Bifidobacteria’y1 ayr1 bir grup olarak
tanimlamustir (Mattarelli ve Biavati, 2018).

B. bifidum, gram-pozitif, anaerob, hareketsiz ve mikroskop altinda hafif kivrimli
ya da dallanmis ¢omak seklinde gozlemlenen, "Y" harfine benzeyen bir bakteridir.
Zorunlu anaerop bir mikroorganizma olup yalnizca oksijensiz ortamlarda
biiyiiyebilmektedir. Optimal biiyiime sicakligi 37 °C olup, bu da insan bagirsak
sicakligryla uyumludur (Chen vd., 2021). Spor olusturmamasi nedeniyle c¢evresel
streslere karsi direngsiz olsa da metabolik aktiviteleri, bagirsak mikrosistemine son
derece iyi uyum saglamaktadir. Insanlar ve diger memelilerin gastrointestinal sisteminde
dogal olarak bulunmaktadir. Ozellikle anne siitiiyle beslenen bebeklerin bagirsaklarinda
bol miktarda bulunan B. bifidum, bagirsak sagliginin korunmasinda ve gesitli saglik

yararlartyla iligkili olarak énemli bir rol oynamaktadir (Stuivenberg vd., 2022).

2.1.1. Bifidobacterium bifidum’un saghk iizerindeki etkileri

B. bifidum, 6zellikle sindirim sagligi, bagisiklik sistemi fonksiyonlar1 ve patojen
inhibisyonu yoluyla genel saglik iizerinde ¢ok sayida olumlu etki sunmaktadir. Bu
bakteri, bagirsak duvar biitiinligiinii destekleyerek ve mukus iiretimini tesvik ederek
bagirsak sagliginin korunmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Kompleks karbonhidratlari
fermente etme yetenedi sayesinde mikrobiyota dengesini korumakta, bu 6zellik

probiyotik aktivitesinin temelini olusturmaktadir (Bocchio vd., 2024; Latif vd., 2023).



Bifidobacterium cinsine 6zgii olan "bifid shunt" adli metabolik yolak araciligiyla
bu bakteri, karbonhidratlari kisa zincirli yag asitlerine (SCFA) doniistiirerek asetik asit ve
laktik asit tiretmektedir. Bu asitler, bagirsak pH’im1 diisiirerek Escherichia coli ve
Clostridium difficile gibi zararli patojenlerin ¢ogalmasini engellemektedir (Lim ve Shin,
2020). Ayrica, B. bifidum fermantasyon sirasinda hidrojen peroksit ve bakteriyosin gibi
antimikrobiyal bilesikler de sentezlemektedir (Mahdi vd., 2018). Bu fermantasyon
tiriinleri kolon hiicreleri i¢in enerji kaynagi islevi goriirken bagisiklik sistemini de modiile
eder ve insan konakgiyla simbiyotik bir iligki kurmaktadir.

Sindirim sistemine olan katkilarinin yani sira B. bifidum, bagisiklik sisteminin
diizenlenmesine de onemli olglide katki saglamaktadir. Anti-inflamatuvar sitokinlerin
tiretimini artirirken pro-inflamatuvar yanitlar1 baskilamakta ve bu yolla inflamatuvar
bagirsak hastaliklar1 (IBD) ve otoimmiin bozukluklarin yonetiminde fayda saglamaktadir
(Raskov vd., 2016). Diizenleyici T hiicrelerini aktive ederek otoimmiin tepkileri
engellemekte ve alerjik durumlarin siddetini azaltabilmektedir (Gavzy vd., 2023).

Ozellikle anne siitiiyle beslenen bebeklerde, gastrointestinal enfeksiyonlarin ve
alerjilerin 6nlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir (Cukrowska vd., 2020). Ayrica, laktoz
intoleransi olan bireylerde laktozun sindirimine yardimci olan laktaz benzeri enzimler
tiretmekte; boylece siskinlik ve ishal gibi belirtilerin azaltilmasini saglamaktadir (Mysore
Saiprasad vd., 2023). Bagirsak-beyin ekseni {izerine yapilan giincel aragtirmalar, B.
bifidum’un mikrobiyota ve noroaktif bilesik iiretimi yoluyla ruh sagligi lizerinde de
olumlu etkiler olugturabilecegini, anksiyete ve depresyon semptomlarini azaltabilecegini

gostermektedir (Rajanala vd., 2021).

2.1.2. Bifidobacterium bifidum’un korunmasinda Kkarsilasilan zorluklar

Kritik bir probiyotik sus olan B. bifidum’un korunmasi, ¢evresel faktorlere karsi
yiksek duyarliligt ve canliligimi siirdiirme gereksinimi nedeniyle cesitli zorluklar
barindirmaktadir. Bu zorluklar, bakterinin terapdtik ve endiistriyel uygulamalardaki
etkinligini dogrudan etkilemektedir. B. bifidum zorunlu anaerop bir bakteri oldugundan
oksijenle temas, hiicre zarinin biitlinliiglinii bozarak canlilik oranini azaltabilmektedir. Bu
nedenle iretimden depolamaya kadar tamamen anaerop kosullarin saglanmasi

gerckmektedir ki bu da 6zel ekipman ve ambalajlama sistemlerini zorunlu kilmaktadir

(Ruiz vd., 2011).



Depolama ve tasima sirasinda meydana gelen sicaklik dalgalanmalari, bakterinin
canlilig1 tizerinde olumsuz etkiler yaratabilmektedir. Soguk zincir tavsiye edilse de,
tasimadaki ani sicaklik artiglar1 ya da yanlhs depolama kosullart kiiltiiriin canliligim
azaltabilmektedir. Optimal soguk depolamada dahi uzun siireli maruziyet, hiicresel
canliligin zamanla azalmasina yol agabilmektedir (Sibanda vd., 2024). Depolama
ortamindaki yiiksek nem, metabolik aktiviteyi tetikleyebilmekte veya mikrobiyal
kontaminasyona zemin hazirlayabilmektedir. Diisiik su aktivitesinin saglanmasi bu
acidan kritiktir, ancak bu islemin hiicre biitiinliigiinii bozmadan gergeklestirilmesi
gerekmektedir (Shokri vd., 2015; Sibanda vd., 2024).

B. bifidum, biiyiime ve hayatta kalma siiregleri igin oligosakkaritler gibi
prebiyotiklere ihtiyag duymaktadir. Bu besin 6gelerinin, koruma matrisine dahil edilmesi
gerekir, ancak bu durum, stabiliteyi olumsuz etkileyebilecek kimyasal etkilesimlere
neden olabilmektedir (Schlienger de Alba ve Espinosa Andrews, 2024). Ayrica, asidik
kosullara yiiksek hassasiyet gosterdiginden, hiicre i¢i pH dengesinin korunmasi biiyiik
onem tagimaktadir (Sibanda vd., 2024).

Bakteri kiiltiirlerinin safliginin korunmasi, 6zellikle tiretim, isleme ve depolama
sirasinda kontaminasyonun dnlenmesi agisindan hayati 6neme sahiptir (U.S. Food and
Drug Administration, 2021). Koruma siireci boyunca reaktif oksijen tiirleri (ROS)
birikerek DNA, protein ve lipitlere zarar verebilmektedir. Oksidatif strese karsi koruma
saglamak amaciyla antioksidanlarin veya koruyucu ajanlarin formiilasyona dahil edilmesi
gerekmektedir (Ruiz vd., 2011). Uzun raf omrii boyunca yiiksek canlilik oranlarinin
korunmast zordur; c¢iinkii metabolik aktiviteler enerji rezervlerinin tiikenmesine yol
acabilmektedir. Bu nedenle stabilizatorler ve yenilik¢i koruma teknolojileri biiylik Gnem
tasimaktadir (Sibanda vd., 2024).

2.2.  Probiyotikler icin Kurutma Teknikleri

Kurutma yontemi sec¢imi, B. Bifidum’un hayatta kalma oranini1 6nemli Glgiide
etkilemektedir. Diisiik sicakliklarda nemin uzaklastirilmasiyla uzun stireli koruma
saglayan dondurarak kurutma (liyofilizasyon), yaygin olarak kullanilan bir tekniktir
(Carvalho vd., 2004; Meng vd., 2008). Ancak, bu yontem yiiksek maliyetli ve enerji
acisindan yogun bir siire¢ olup, bu durum biiyiik 6l¢ekli iiretim i¢in uygulanabilirligini
kisitlayabilmektedir (Meng vd., 2008; Santivarangkna vd., 2007a). Vakumla kurutma ise

daha nazik bir alternatif sunmakta, ancak dondurarak kurutma ile ayn1 diizeyde stabilite



saglamayabilmektedir (Santivarangkna vd., 2007a). Her yontemin kendine 0zgi
sinirliliklart bulunmakta olup, etkinlik, maliyet ve Ol¢eklenebilirlik arasinda denge
saglamak i¢in optimizasyon stratejilerine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Hazirlik ve koruma siireglerindeki stres faktorleri, B. bifidum'un etkin bir sekilde
depolanmasimi1 daha da zorlagtirmaktadir. Formiilasyondaki ¢oziinmiis maddelerin
konsantrasyonlarindaki degisimlerden kaynaklanan ozmotik stres, hiicresel homeostazi
bozabilmekte; karistirma veya ekstriizyon sirasinda olusan mekanik kesme stresi ise
hiicre zarlarina zarar vererek hayatta kalma oranlarini azaltabilmektedir (Champagne vd.,
2011). Yagsiz siit tozu, gliserol veya trehaloz gibi kriyo-koruyucularin kullanimi, bu
stresleri hafifletmede kritik 6neme sahiptir (Meng vd., 2008). Ancak, koruyucu ajanlarin
formiilasyonu her bir susun 6zelliklerine gore 6zel olarak uyarlanmalidir; zira yanlis
kombinasyonlar yetersiz koruma saglayabilecegi gibi,  bakterilerin probiyotik
ozelliklerini degistirebilmektedir (Champagne vd., 2011).

Uzun vadeli stabilitenin korunmasi bir diger kritik zorluk olarak 6ne ¢ikmaktadir.
B. bifidum zamanla, 6zellikle 151k, oksijen ve degisken sicaklik ya da nem gibi olumsuz
depolama kosullar1 altinda canliligin1 kaybetmektedir (Saarela vd., 2006; Tripathi ve Giri,
2014). Polisakkaritler veya proteinler kullanilarak gerceklestirilen mikroenkapsiilasyon
gibi teknolojiler, bu tiir cevresel stres faktorlerine karsi ek bir bariyer saglayarak raf
omriinti uzatabilmektedir (Anal ve Singh, 2007). Ancak, bu teknikler tiretim maliyetlerini
artirmakta ve 6zel ekipman gerektirmektedir; bu durum da yaygin kullanim agisindan
erigilebilirligi sinirlayabilmektedir (Anal ve Singh, 2007).

Asit ve safra toleransi, B. bifidum gibi probiyotikler i¢in temel bir 6zellik olarak
one ¢ikmaktadir; zira bu mikroorganizmalarin saglik yararlar1 saglayabilmeleri i¢in
gastrointestinal sistemden gegerken hayatta kalmalar1 gerekmektedir (Tripathi ve Giri,
2014). Koruma siirecinde maruz kalmman g¢esitli stres faktorleri, bu toleransi
zayiflatabilmekte ve probiyotiklerin etkinligini azaltabilmektedir. Bu nedenle, koruma
yontemlerinin s6z konusu bu Ozellikleri koruyacak veya iyilestirecek sekilde
tasarlanmasi, sus se¢imi ve optimizasyonunun karmasik ancak zorunlu bir yoniinii
olusturmaktadir (Champagne vd., 2011).

Son olarak, suslar arasindaki farkliliklar koruma ¢alismalarin1 daha da karmagik
hale getirmektedir. Farkli B. bifidum suslari, ¢evresel ve isleme bagh stres faktorleine
kars1 degisen direng seviyeleri sergilemektedir; dolayisiyla bir sus i¢in etkili olan koruma

yontemi, baska bir sus i¢in yeterli olmayabilmektedir (Meng vd., 2008; Saarela vd.,



2006). Bu nedenle de, spesifik suslara yonelik koruma tekniklerinin ozellestirilmesi,

siirece ek bir karmasiklik katmaktadir.
2.3. Zeolit ve Genel Ozellikleri
Zeolitler, volkanik kayaclarin, kiil tabakalarinin ve alkali bir yeralti suyunun

reaksiyonuyla elde edilen mikroporéz (mikro gbzenekli) kristal aliiminosilikatlardir
(Sekil 2.1). Yaklagik 218 farkli zeolit yapis1 taninmaktadir (Eroglu vd., 2017).

Sekil 2.1. Zeolit taginin goriiniimii

Farkli arastirma gruplan tarafindan kirktan fazla zeolit tiirii rapor edilmistir.
Bunlar arasinda analsim (ya da analsit), klinoptilolit, erionit, sabazit, mordenit ve filipsit
daha ¢ok bilinmektedir. Ayrica 150°den fazla zeolit sentezlenmistir. Yaygin bazi sentetik
zeolitler A, X, Y ve ZMS5'tir (Tzia ve Zorpas, 2012). Zeolitler, kristalin yapilari ve
iyonlar1 emebilme, adsorbe edebilme ve degistirebilme yetenekleriyle bilinen gozenekli
bir mineral kompleksidir (Mastinu vd., 2019). *Sihirli kaya’ olarak da bilinen zeolitler,
tarim bilimi, hayvan beslenmesi, bitki koruma ve uzay gorevleri dahil olmak tizere ¢esitli
alanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Eroglu vd., 2017). Gozenekli, kristal yapida,
birbirine bagli kanallardan ve homojen boyutlardaki bosluklardan olusan bir aga
sahiptirler. Bu yapilar zeolitlere, muamele edildikleri diger molekiilleri boyutlarina ve
sekillerine gore secici olarak yakalama ve serbest birakma 6zelligi kazandirmaktadir. Bu
yetenekleri ile zeolitler, bir¢ok endiistri ve teknoloji alaninda genis bir kullanima sahip
olmakta ve bu alanlarda 6nemli bir pozisyona tasinmaktadir (Jarosz vd., 2022; Tzia ve
Zorpas, 2012).

Dogal zeolitler, FDA (Gida ve ilag idaresi) tarafindan insan tiiketimi icin uygun
bulunmustur ve Diinya Saglik Orgiitii Uluslararast Kanser Arastirma Ajansi (IARC)

tarafindan toksik olmadigi kabul edilmektedir. Ayrica, Codex Alimentarius Komisyonu,



gida liriinlerinde zeolit kullanimi ile hasere kontroliinii desteklemekte ve OrganikGida

Uretimi ve Bitki Koruma alaninda onaylanmis bir madde olarak listelemektedir (Eroglu,

2014).

2.3.1. Tiirkiye’de zeolit zenginligi

Tirkiye, zeolit rezervleri bakimindan diinya genelinde onemli bir konuma
sahiptir. Ozellikle klinoptilolit, sabazit, mordenit, erionit ve analsim gibi mineraller
tilkemizde yaygin olarak bulunan zeolit tiirlerindendir. Tiirkiye’deki en biiyiik zeolit
yataklar1 klinoptilolit igerikli olup, bu rezervlerin yaklasik 50 milyar ton civarinda oldugu
tahmin edilmektedir (inan ve Higsonmez, 2022; Oyku, 2017). Ege Bélgesi, diinya
capinda en biiyiik bes zeolit {ireticisinden biri olarak one ¢ikmakta, yiiksek safliktaki
klinoptilolit yataklarina sahip olmasiyla bilinir (Eroglu, 2014). Balikesir Bigadi¢ ve
Manisa-Gordes'te bulunan rezervler, Tiirkiye nin zeolit zenginligini destekleyen baglica
bolgeler arasinda yer almakta olup, Bigadig'teki klinoptilolit rezervinin yaklasik 500
milyon ton oldugu tahmin edilmektedir (Inan ve Higsénmez, 2022). Bu zenginlik,
Tiirkiye’yi zeolit aragtirmalarinda merkezi bir rol oynamaya iterken, zeolitlerin enerji,
cevre, ingaat, deterjan, kimya, ilag, madencilik, tarim ve hayvancilik gibi bir¢ok sektorde

yaygin kullanimina olanak saglamigtir (Oyku, 2017).

2.3.2. Zeolit tiirleri

Dogal zeolitler, Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan insan tiiketimi i¢in uygun
kabul edilmis ve Diinya Saglik Orgiitii'ne bagli Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi
(IARC) tarafindan “toksik olmayan” olarak smiflandirilmigtir. Ayrica Codex
Alimentarius Komisyonu, gida iiriinlerindeki zararli boceklerin kontroliinde zeolitlerin
kullanimini desteklemekte ve onlar1 Organik Gida Uretimi ve Bitki Koruma kapsaminda
onaylanmis bir madde olarak listelemektedir (Eroglu vd., 2017). Farkli zeolit tiirleri
arasinda yapi, bilesim ve kullanim agisindan énemli farklar bulunmakta olup, baz tiirler
yaygin olarak kullanilmaktadir (Mastinu vd., 2019). Asagidaki iki ¢izelge, zeolit tiirleri

arasindaki fiziksel ve biyolojik farkliliklar1 gostermektedir.



Cizelge 2.1. Onemli zeolitlerin baz1 fiziksel 6zellikleri (Cataldo vd., 2021)

" - fyon Degisim . . . Yigin
Zeolite GOZe[I:/e}dlllk Is1 Dayanim Kapasitesi Ozg[u/l %‘lrhk Yogunlugu
’ [meq/g] ge [g/cm’]
Analcim 18 Yiiksek 4,54 2,24-2,29 1,85
(Analcime)
Cabazit . .
(Chabazite) 47 Yiksek 3,84 2,05-2,10 1,45
Klinoptilolit 34 Yiiksek 2,16 2,15-2,25 1,15
(Clinoptilolite)
Erionit 35 Yiiksek 3,12 2,02-2,08 1,51
(Erionite)
Heulandit -
(Houlandite) 39 Diisiik 2,91 2,18-2,20 1,69
Mordenit N
(Mordenite) 28 Yiksek 4,29 2,12-2,15 1,70
Filipsit
(Phillipsite) 31 Orta 3,31 2,15-2,20 1,58

Cizelge 2.2. Baz1 zeolit tiirlerinin kimyasal formiilleri ve biyolojik etkileri (Mastinu vd., 2019)

Zeolit Formiil Etkileri
Analcim NaAlSi-0s'H20 Antioksidan
Filipsit (Ca,Naz,K2)sAlsSi100m° 12Hz0 mfkﬁgglkys;f;i Z;e‘ij‘fe‘rzzflh
Faujasit . ) - .
(Faujasite) (Naz,Ca,Mg)s.5[AL2Si1704s]-32(H20) Antimikrobiyal
Erionit (Naz,K2,Ca)2[ AlsS114036] - 15H20 Kanserojen

Cevresel aritim, bagirsak
Klinoptilolit (Na,K,Ca)2.3Al3(ALS1)2S11:036* 12H20 detoksifiye edici, antioksidan,
antiinflamatuar, antitimor

2.3.3. Klinoptilolit ve ozellikleri

Klinoptilolit, heulandit grubuna ait bir tortul zeolit tiiriidiir ve dogada bol miktarda
bulunmaktadir. Si/Al oran1 > 4°tiir. “Klinoptilolit” ismi, Yunanca “klino” (egik), “ptilon”
(tity) ve “lithos” (tas) kelimelerinden tiiretilmistir (Jarosz vd., 2022; Polat vd., 2004).
AlO4 ve SiOsq tetrahedra yapilarinin ortak bir oksijen atomu ile baglanmasiyla olusan {i¢

boyutlu bir yapiya sahiptir (Sekil 2.2) (Pabi§ Mazgaj vd., 2021).
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Sekil 2.2. Dogal klinoptilolit-zeolitin {i¢ boyutlu kristal yapis1 (Margeta vd., 2013)

Bu yapisal diizen, klinoptilolite, iyonlar1 ve molekiilleri segici olarak adsorplama
ozelligi kazandirmaktadir. Bu 6zelligi sayesinde, su aritimi, hava filtrasyonu ve kimyasal
islemlerde katalizor olarak bir¢ok alanda etkin bigimde degerlendirilmektedir (Margeta
vd., 2013).

Klinoptilolit genellikle ince taneli veya iri taneli kristaller ya da agregalar halinde
goriilmektedir. Icerdigi safsizliklar ve mineral bilesimine bagl olarak rengi degisiklik
gosterir; beyaz, gri, yesil, sar1 veya pembe tonlarinda olabilir (Martinez-Franco vd.,
2013). Kristaller genellikle camsi veya sedefimsi parlakliga sahiptir ve masif ya da lifli
formda bulunabilmektedir. Kirildiginda prizmatik ya da kare sekilli kristal yapilar
gosterebilir. Genel goriinlimil, olustugu jeolojik yapiya ve 6zgiil 6zelliklerine bagli olarak
degisiklik gostermektedir (Grzeszczak, vd., 2023).

Zeolitler, gaz emilimi konusunda oldukea etkilidir. Dogal zeolitler; CO, CO., SO,
H2S, NHs, N2 gibi ¢esitli gazlar1 emebilir ve bu nedenle gaz giderimi veya koku kontrolii
amactyla kullanilmaktadir. Ozellikle amonyak ve H.S gibi kétii kokulu gazlarin yogun
oldugu hayvancilik tesislerinde, bu gazlarin seviyelerini diisiirmede ©Onemli rol
oynamaktadirlar. Yiiksek amonyak tutma kapasitesi sayesinde, balik ciftliklerinde de
amonyak seviyelerinin dogal yollarla kontrolii amaciyla kullanilabilmektedirler.
Filtrasyon sistemlerine entegre edilerek ya da dogrudan su ylizeyine serpilerek
uygulanabilmekte ve sucul canlilar tizerinde olumsuz bir etkisi bulunmamaktadir
(Cataldo vd., 2021).

Kristal yapilarindaki yliksek gozeneklilik sayesinde, zeolitler kendi agirliklarinin

%60’ma kadar su emme kapasitesine sahiptir. Gozeneklerde tutulan su, yapisal bir
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degisiklik olmadan buharlastirilabilir veya tekrar emme yoluyla geri kazanilabilmektedir
(Takil ve Kayan, 2025). Bu 6zellikleriyle, kurak donemlerde su saglayarak veya sulama
sirasinda suyun dogrudan kok bdlgesine ulagmasini kolaylastirarak su verimliligini
artirmaktadirlar. Ayrica tarimsal ilaglarin tasinmasinda yiiksek emme kapasiteleri
sayesinde etkili tagiyict maddeler olarak kullanilmaktadirlar (Eroglu vd., 2017).
Zeolitlerin negatif yiiklii iskelet yapilari, onlar1 pozitif yiiklii katyonlar i¢in ideal
iyon degistiriciler haline getirmektedir. Sodyum, potasyum, baryum ve kalsiyum gibi
iyonlar basta olmak lizere, amonyak ve su gibi pozitif yiiklii gruplarla da etkilesime
girebilmektedirler. Karbonat ve nitrat iyonlar1 da negatif yiike sahip zeolit yapilarina
cekilebilmektedir. Emilmis katyonlar zayif ¢ekim kuvvetleriyle bagli olduklarindan,
standart iyon degisim teknikleriyle kolayca yer degistirebilmektedirler. Bu yoniiyle

zeolitler, son derece etkili iyon degistiriciler olarak 6ne ¢ikmaktadir (Michalev vd., 2016).

2.3.4. Klinoptilolit uygulamalari

Klinoptilolit, bir¢cok sektdrde genis uygulama alanina sahiptir. Gida endiistrisinde;
bozunma gazlarin1 adsorplama, nem kontrolii ve antimikrobiyal ajan salinimi yoluyla
korumay1 artirmakta, ambalaj performansini gelistirmekte ve raf dmriinii uzatirmaktadir
(Jarosz vd., 2022; Tzia ve Zorpas, 2012). Atik su aritiminda da etkilidir ve agir metalleri
%90’a kadar verimlilikle uzaklastirabilmektedir; mikrobiyal immobilizasyonu
destekleyerek cevresel ve biyoteknolojik uygulamalarda da kullanilmaktadir (Ersoy vd.,
2002; Oyku, 2017). Yiiksek su adsorpsiyon kapasitesi, gida kurutma verimliligini
artirmakta ve tohumlarin saklanmasindada fayda saglamaktadir (Eroglu vd., 2017).

Tarimda, klinoptilolit giibre verimliligini artirarak {iriin verimini yiikseltmekte ve
cevresel etkileri azaltmaktadir (Jarosz vd., 2022). Toprak yapisini gelistirerek
havalanmay1 ve nem tutmayi iyilestirmekte, tuzluluk ve agir metal biyoyararliligini
azaltarak toprak diizenleyici olarak da kullanilmaktadir (Tzia ve Zorpas, 2012). Ayrica,
hayvan yemi katki maddesi olarak, biiylimeyi desteklemekte, yem doéniisiim oranini
iyilestirmekte ve mikotoksin etkilerini azaltmaktadir (Cataldo vd., 2021).

Farmakolojik uygulamalarda, amonyagi uzaklastirarak detoksifikasyon siirecini
desteklemekte ve irritabl bagirsak sendromu (IBS) ile kolorektal kanser gibi durumlara
fayda saglamaktadir (Kraljevi¢ Paveli¢ vd., 2018). Ayn1 zamanda giivenli bir antiasit ajan
olarak gorev yapmakta ve kontrollii ila¢ salimina imkan taniyarak tedavi etkinligini

artirmaktadir. Ornegin doksorubicin yiiklii kompozitler araciligiyla akciger kanseri
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tedavisinde kullanilmaktadir (lane vd., 2023). Bununla birlikte, antimikrobiyal 6zellikleri
(6zellikle giimiis veya bakir ile iyon degisimi yapildiginda) enfeksiyon tedavisi ve yara

iyilesmesi gibi alanlarda da kullanim potansiyeli tasimaktadir (Hubner vd., 2020).

2.4. Yagsiz Siit Tozunun Kriyoprotektan Olarak Kullanim

Kriyoprezervasyon, B. bifidum da dahil olmak tizere probiyotik kiiltiirlerin
canliligin1 uzun siireli korumak amaciyla yaygin olarak kullanilan bir tekniktir. Ancak,
dondurma ve dondurarak kurutma islemleri sirasinda buz kristallerinin olusumu, ozmotik
stres ve oksidatif hasar gibi etkenler, bakteriyel hiicrelere 6nemli zararlar verebilmektedir.
Bu olumsuz etkileri azaltmak amaciyla, kriyoprotektan ajanlar, hiicresel biitiinligii ve
canlilig1 korumada 6nemli rol oynamaktadir. Cesitli kriyoprotektanlar arasinda one ¢ikan
yagsiz siit tozu (SMP), B. bifidum’un dondurma ve liyofilizasyon islemleri sirasinda
korunmasinda etkili ve ekonomik bir segenek olarak 6ne ¢ikmaktadir (Tanimomo vd.,
2016).

Yagsiz siit tozu, protein stabilizasyonu, ozmoproteksiyon, tamponlama ve besin
destegi gibi ¢esitli mekanizmalar yoluyla koruyucu etki géstermektedir. SMP igerigindeki
kazein ve peynir alt1 suyu proteinleri, bakteriyel hiicrelerin etrafinda koruyucu bir matris
olusturarak buz kristallerinin ve ozmotik sokun olumsuz etkilerini azaltmaktadir. Ayrica
SMP’de bulunan laktoz, ozmoprotektan olarak islev gorerek hiicre zarinin
dehidrasyonunu onler ve zar biitiinliigiinii korur (Santivarangkna vd., 2007a). SMP, pH
stabilitesinin korunmasina yardimci olarak bakteriyel canliligin diismesini engellerken,
ayn1 zamanda besin kaynagi gorevi gorerek dondurma veya kurutma sonrasi hiicrelerin
rejenerasyonunu desteklemektedir (Carvalho vd., 2004).

Yapilan bir¢ok calisma, SMP’nin kriyoprotektan formiilasyonlarina dahil
edilmesinin B. bifidum kiiltiirlerinin hayatta kalma oranlarin1 6nemli 6l¢iide artirdigini
ortaya koymaktadir. SMP’nin koruyucu etkinligi; kullanilan konsantrasyona, kurutma
yontemine ve bakteri susuna baglh olarak degiskenlik gosterebilmektedir. Genellikle %5
ile %15 arasindaki SMP konsantrasyonlari, optimum koruma saglamaktadir (Morgan vd.,
2006). Karsilagtirmali ¢aligmalar, SMP’nin gliserol ve trehaloz gibi sentetik
kriyoprotektanlarla esdeger hatta daha iyi performans gosterdigini ortaya koymustur
(Storey vd., 1998). SMP'nin sukroz veya maltodekstrin gibi diger koruyucularla birlikte
kullanilmasi ise ilave ozmotik koruma saglamakta ve oksidatif stresi onleyerek bakteriyel

canliligin daha da artmasina katki saglamaktadir (Fu ve Chen, 2011).
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Yagsiz siit tozunun kriyoprotektan olarak kullanilmasi, probiyotik {irlinlerin
tiretiminde 6nemli avantajlar sunmaktadir. SMP, yogurt, fermente siit iirlinleri ve gida
takviyeleri gibi iirlinlerde kullanilacak probiyotik kiiltiirlerin dondurarak kurutulmasinda
stit endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. SMP’nin maliyet agisindan avantajl
olusu, kolay temin edilebilirligi ve siit bazli probiyotik formiilasyonlarla dogal
uyumlulugu, onu sentetik alternatiflere kiyasla tercih edilen bir secenek haline
getirmektedir (Zayed ve Roos, 2004).

Sonug olarak, yagsiz siit tozu, B. bifidum’un dondurma ve dondurarak kurutma
islemleri sirasinda canlilik oranlarini artiran etkili ve dogal bir kriyoprotektandir. Uygun
maliyeti ve siit liriinleriyle olan yiiksek uyumlulugu sayesinde, hem arastirma hem de
endiistriyel uygulamalarda probiyotiklerin korunmasinda ideal bir tercih olarak G&ne

cikmaktadir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu calismada, probiyotik mikroorganizma olarak B. bifidum kullanilmistir.
Bakteri, rutin olarak —80 °C’de saklanan Necmettin Erbakan Universitesi Gida
Miihendisligi Boliimii Gida Mikrobiyolojisi Laboratuvar kiiltiir koleksiyonundan temin
edilmistir.

Bakteriyel kiiltivasyonun baslangi¢ aktivasyon asamasinda BSM (Bifidus
Selective Medium), depolama dénemi boyunca L-sistein (0,5 g/L; Sigma-Aldrich,
Almanya) takviyeli MRS (de Man, Rogosa ve Sharpe) agar kullanilmis ve fungal
kontaminasyonu engellemek amaciyla siklohekzimid (50 pg/L; Sigma-Aldrich,
Almanya) ilave edilmistir.

Ayrica, bakteriyel hiicrelerin kiiltivasyondan sonra yikanmasinda PBS
(phosphate-buffered saline) ve canlilik analizinde seyreltmeler igin steril fizyolojik tuzlu
su (%0,85 NaCl; FTS) kullanilmustir.

Koruyucu ajan olarak ise Enka Siit A.S.’den temin edilen yagsiz siit tozu ve
Aromel Kimya Medikal A.S. (Konya) tarafindan saglanan Klinoptilolit tozu

kullanilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Koruyucu ajanlarin bazi fiziko-kimyasal 6zellikleri

Temin edilen Klinoptilolit zeolit ve yagsiz siit tozunun bazi karakteristik
ozelliklerini saptamak ve son tirlindeki etkisini yorumlayabilmek i¢in; nem miktari, su
sorpsiyon yetenegi, pH, toplam titreedilebilir asitlik (TTA), partikiil boyutu ve morfolojik
ozelligi (FE-SEM analizi ile) belirlenmistir.

3.2.1.1. Nem miktari

Yagsiz siit tozunun nem igerigi, 102 °C'de sabit agirliga ulagincaya kadar etlivde
kurutma yontemi ile belirlenmistir (IDF, 2004). Klinoptilolitin nem igerigi ise AOAC
(2005) yontemine gore 135 °C'de 2 saat boyunca kurutularak gravimetrik olarak tayin

edilmistir.
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3.2.1.2. Su sorpsiyon yetenegi

Yagsiz siit tozu ve klinoptilolit tozu 6rnekleri (yaklasik 1 g), NaCl doymus
cozeltisi ile birlikte hava gecirmez bir desikatore yerlestirilmis ve 25 °C’de 7 giin siireyle
bekletilmistir. Siire sonunda numuneler tartilmis ve adsorbe edilen nem miktari, 100 g

kuru madde basina gram (g/100 g) cinsinden hesaplanmustir.

3.2.1.3. pH odl¢iimii

Hammaddelerin pH degerinin belirlenmesi amaciyla 2 g numune tartilmis, 20 mL
saf su ile yeniden hidratize edilerek iyice karistirilmistir. Ardindan, 6ncesinde kalibre

edilen pH metre ile ¢6zelti pH’lar1 dlgiilerek kaydedilmistir.

3.2.1.4. Toplam titreedilebilir asitlik (TTA)

Asitlik tayini i¢in 2 g numune 20 mL saf su ile seyreltildikten sonra birka¢ damla
fenolftalein indikatdrii eklenmistir. Ornek, 0,1 N sodyum hidroksit (NaOH) ¢ozeltisi ile
kalic1 pembe renk olusana dek titre edilmistir (yaklasik pH 8,2). Harcanan NaOH hacmi

kaydedilmis ve titrasyon asitligi asagidaki formiil ile laktik asit cinsinden hesaplanmastir:

V X N X laktik asit esdeger agirlig
TTA(%) = — SACEET ABUE 100 3.1)

Burada;

TA (%): Titrasyon asitligi yiizdesi

V: Kullanilan sodyum hidroksit (NaOH) hacmi (mL)
N: Sodyum hidroksit (NaOH) normalitesi (N)
Laktik asit esdeger agirligi (g/mol): 90,08

m: Kurutulmus kiiltiirtin kiitlesi (g)

olarak ifade edilmistir.



16

3.2.1.5. Partikiil boyut dagilhim analizi

Klinoptilolit ve siit tozu Orneklerinin ortalama pargacik boyutu dagilimi, laser
difraksiyon yontemiyle ¢alisan Cilas 1190 (Anton Paar, Les Ulis, Fransa) partikiil boyutu
dl¢iim cihazi kullanilarak gerceklestirilmistir. Olgiimler, kuru formdaki numunelerde
gerceklestirilmistir. Zeolitin kirilma indisi 1,47-1,50 araliginda, yagsiz siit tozunun

kirilma indisi ise 1,34 olarak alinmistir.

3.2.1.6. FE-SEM analizi

Mikroyapi incelemeleri, ZEISS Gemini FE-SEM 500 (Almanya) alan emisyonlu
taramali elektron mikroskobu (Field Emission Scanning Electron Microscope - FE-SEM)
ile yapilmistir. Toz halindeki parcaciklar, ¢ift tarafli yapiskan bantla FE-SEM numune
tablasina monte edilmis, ardindan altin ile kaplanarak cesitli biiyilitme oranlarinda

incelenmistir.

3.2.2. Koruyucu ortamlarin hazirlanmasi

Daha o6nce kuru maddesi belirlenen klinoptilolitin ve siit tozu kullanilarak
olusturulan tiim kiiltiir ortamlar1 %20 kuru madde igerigine sahip olacak sekilde
hazirlanmistir. Kontrol numunesi olmasi amaciyla yagsiz siit kullanilmistir. Ayrica hem
stitiin hem de klinoptilolitin sinerjistik veya antagonistik etkisini ortaya ¢ikarabilmek i¢in
%10 klinoptilolit + %10 yagsiz siit tozu igeren bir 6rnek daha hazirlanmistir. Hazirlanan
tim kiltir ortamlar (Cizelge 3.1) otoklavda 90 °C’de 10 dakika tutulmak suretiyle 1s1l

islem uygulanmistir. Her grup i¢in iki numune hazirlanmistir.

Cizelge 3.1. Tasiyici kiiltiir ortamlarinin hazirlanist

Klinoptilolit Yagsiz Siit Toplam Kuru

Ornek Ad1 (%) Tozu (%) Madde (%) Aciklama

Kontrol 0 20 20 Sadece yagsiz siit tozu
iceren kontrol 6rnegi

K!'In(').p't'llollt 20 0 20 Sadece kh{loptlloht iceren

Kiltiirt ornek

Karigim 10 10 20 Klinoptilolit ve yagsiz siit

Kiltiiri tozunun karigimi
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3.2.3. B. bifidum aktivasyonu ve biyokiitlenin toplanmasi

100 pL dondurulmus B. bifidum kiiltiirii, 10 mL BSM siv1 besiyerine eklenerek
statik sartlar altinda 18 saat siireyle 37 °C'de inkiibe edilmistir. Aktiflestirilen kiiltiirler
daha sonra 500 mL BSM s1v1 besiyerine alt kiiltiirlenerek, 18 saat boyunca ayni kosullar
altinda inkiibasyona birakilmustir. inkiibasyon sonunda, 4 °C’de 15 dakika siireyle 3000
g’de santrifiijlenen kiiltiirlerin siipernatant kismi atilmistir ve arta kalan hiicreler PBS
(phosphate buffer saline) ile ii¢ kez yikanmistir. Elde edilen B. bifidum biyokiitlesinin
agirligi belirlendikten sonra, dogrudan steril koruyucu medyumlarin igerisine eklenmistir
ve oda sicakliginda 15 dakika boyunca diisiik hizda karistirilarak kiiltiir ortamlar:
hazirlanmistir. Bu asamada yayma plak kiiltiirel ekim metoduyla bakteri yogunlugu tespit

edilmistir. Baslangic bakteri yogunlugunun 10® kob/mL’nin iizerinde olmas1 saglanmaistir.

3.2.4. Liyofilizasyon islemi

3.2.3’de anlatildig1 gibi hazirlanan B. bifidum kiiltiir ortamlari, daha 6nceden
sterilize edilmis liyofilizasyon tepsilerine dokiilerek -80 °C’de 24 saat dondurulmustur ve
ardindan 48-72 saat boyunca vakum altinda bir liyofilitazér yardimiyla (BFT, DK15,
Tiirkiye)  dondurarak kurutulmustur. Liyofilize edilen Kkiiltiirler, laboratuvar tipi
ogiitiiciide 1 dakika boyunca ogiitlilerek toz haline getirilmistir. Elde edilen tozlar, 151k

gegirmeyen vakumlu ambalajlar icinde +4 °C’de 12 hafta boyunca depolanmustir.

3.2.5. Vakum Kkurutma islemi

B. bifidum’un prezervasyonunda alternatif bir yontem olarak vakum kurutma
uygulanmistir. 3.2.3’de anlatildigi gibi hazirlanan B. bifidum kiiltiir ortamlari, steril
alliminyum tepsilere dokiilerek dnce 2 giin boyunca 10 °C’de inkiibatdrde 6n kurutmaya
alinmis, ardindan yaklasik 1 giin boyunca 30 °C’de ve 11 mbar basing altinda vakumlu
etiiv (CLS, CLVO-27T, Tirkiye) igerisinde kurutulmustur (Foerst ve Kulozik, 2012).
Kurutma isleminin tamamlanmasimin ardindan kiiltlirler toz haline getirilmis ve 11k
gecirmeyen vakumlu ambalajlarda +4 °C’de en az 12 hafta siireyle depolanmustir.

Kiiltiirlerde canlilik analizleri, kurutma islemlerinden hemen 6nce ve hemen
sonrasinda, ayrica 30, 60 ve 90 giinlik depolama siirelerinde gerceklestirilmistir.

Depolama siiresince kiiltiirlerin nem, su absorbsiyonu, pH, TTA ve FE-SEM analizleri
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ile baz1 fiziksel ve kimyasal 6zellikleri de belirlenmistir. Calisma 2 tekerriirlii olarak
yiiriitilmiistiir. Bu calismada hazirlanan 6rneklere ait kodlar ve igerikleri, Cizelge 3.2°de

verilmistir.

Cizelge 3.2. Ornek kodlar1 ve icerikleri

Ornek Kodu Aciklamalar

LS Liyofilize siit kiiltiirii

VS Vakumla kurutulmus siit kiiltiiri

LZ Liyofilize zeolit kiiltiirii

VZ Vakumla kurutulmus zeolit kiiltiirii

LK Liyofilize zeolit ve siit kiiltiirii

VK Vakumla kurutulmus zeolit ve siit kiiltiirii

3.3. Vakumla ve Dondurularak Kurutulmus Kiiltiirlerde Yapilan Analizler

3.3.1. Canl hiicre saymm

Kiiltiirlerdeki canli hiicre sayisi kiiltiirel sayim yontemi ile belirlenmistir. EKimler
icin Bifidus Selective Medium (BSM) agar, diliisyon sivis1 olarak ise fizyolojik tuzlu su
(90,85 NaCl) kullanildi. Depolanan kiiltiirler, adaptasyon i¢in oda sicakliginda 20 dakika
bekletildikten sonra diliisyon sivisi igerisine alinarak seyreltme islemleri yapilmistir.
Uygun kiiltiir diliisyonundan 100 pL alinarak BSM agar besiyerine yayma yontemi ile
ekilmis ve petriler 37 °C’de anaerobik kosullar altinda (anaerobik kavanoz kullanilarak)
3 giin siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda olusan B. bifidum kolonileri

sayilarak sonuclar kob/mL olarak ifade edilmistir.
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lg ImL ImL ImL I1mL Im
I

U U UL
o 107 [102 [103 [104 [0S
TozBai(teri
Kiiltiiri

9mL 9mL 9mL 9mL 9mL
0,ImlL, 4
0,1mL ,

Sekil 3.1. Diliisyon hazirlama ve ekim islemleri

-
= 3
=
e

Sekil 3.2. Anaerobik inkiibasyonda kullanilan kap sistemi

Liyofilizasyon ve vakumla kurutma islemlerinin hiicrelerin logaritmik olarak
canligia etkisi her numune i¢in 3.2°’deki denklemle, depolama siiresince bakterilerin

canli kalma oranlari ise 3.3’deki denklemle hesaplanmuistir:

KO hiicre sayis1 — KS hiicre sayisi

Canlilik kaybi1(%) = 100 3.2)

KO hiicre sayisi

Burada;
KO hiicre sayis1: kurutmadan dnce logaritmik canli hiicre sayisin1 (log kob/g),

KS hiicre sayisi: kurutmadandan sonra logaritmik canli hiicre sayisini (log kob/g)

ifade etmektedir.
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Depolama periyodundaki canli hiicre sayisi
Canli kalma oram1 (%) = - -~ x 100" 3.3)
Depolama baslangicindaki canli hiicre sayisi

“Hiicre sayis1 logio (kob/g) cinsindendir.

3.3.2. Nem icerigi

Kurutulmus siit tozu igeren kiiltiirlerin nem igerigi, 102 °C’de sabit agirliga
ulasilana kadar etiivde kurutularak (IDF, 2004), klinoptilolit iceren 6rneklerin nem igerigi
ise AOAC’ye gore 135 °C’de 2 saat kurutularak gravimetrik olarak belirlenmistir
(AOAC, 2005).

3.3.3. Su sorpsiyon ozelligi

Probiyotik toz numuneleri ve klinoptilolit tozu (yaklasik 1 g), NaCl doymus
coOzeltisi ile birlikte hava geg¢irmez bir desikatore yerlestirilerek 7 giin boyunca 25 °C’de
bekletilmistir. Siire sonunda numuneler tartilarak, 100 g kuru madde basina adsorbe

edilen nem, g/100g cinsinden ifade edilmistir.

3.34. pH

Kurutulmus kiiltiirlerin pH analizi, asidite ve kalite degerlendirmesi amaciyla
gerceklestirilmistir. 2 gram 6rnek, 20 mL saf su ile yeniden hidratize edilerek ¢ozelti elde
edilmis ve daha 6nceden kalibre edilen bir pH metre (WTW, Inolab pH7110, Almanya)

ile 6l¢iilmustiir.

3.3.5. Titre edilebilir asitlik (TTA)

Orneklerin asitligi, 2 g kurutulmus kiiltiir numunesi 20 mL saf su ile seyreltilip,
icine birkac damla fenolftalein indikatorii eklenerek ve 0,1 N NaOH ile kalici pembe renk
olusana kadar titre edilmis ve harcanan NaOH hacmi kaydedilmistir. Toplam asitlik,

laktik asit cinsinden 3.1°deki esitlik kullanilarak hesaplanmistir.
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3.3.6. Toz kiiltiirlerin alan emisyonlu taramal elektron mikroskopu (FE-SEM) ile

incelenmesi

Kurutulmusg B. bifidum kiltiirlerinin  morfolojik 6zelliklerini ve bakteri
konumlanmalarini incelemek {izere FE-SEM (ZEISS, Gemini 500, Almanya) analizi
gerceklestirilmistir. Toz halinde kiiltiirler, c¢ift tarafli yapiskan bantla aliminyum FE-
SEM tutucularina monte edilerek altinla kaplanmistir. Kiiltiirlerin ¢esitli biiylitme

oranlarindaki goriintiileri alinmistir.

3.4. Istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel analizler, Minitab 22.2.1 (Minitab Inc., State College, PA, ABD)
yazilimi kullanilarak gerceklestirilmistir. Gruplar arasi ortalamalar arasindaki istatistiksel
anlamlilik, %95 giiven diizeyinde (p < 0,05) Tukey'nin c¢oklu karsilagtirma testi ile

degerlendirilmistir. Elde edilen veriler, ortalama + standart sapma seklinde sunulmustur.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

Bu c¢alismada, Bifidobacterium bifidum kiiltiirlerinin  kurutulmasi sirasinda
koruyucu matris olarak klinoptilolit, yagsiz siit ve bu iki bilesenin kombinasyonu
kullanilmistir. Yagsiz siit %20 (a/h), klinoptilolit ise %20 (a/h) konsantrasyonunda
uygulanmis; kombinasyon formiilasyonunda ise %10 klinoptilolit ile %10 yagsiz siit
kanistirilarak olas1 sinerjik etkiler arastirilmistir. Dondurarak kurutma ve vakumla
kurutma iglemlerinin ardindan elde edilen tozlar aliiminyum folyo ile ambalajlanmis ve
mikrobiyal stabiliteyi korumak ve ¢evresel etkilere maruziyeti en aza indirmek amaciyla
4 °C’de depolanmistir. 90 giinliikk depolama siiresi boyunca, 0., 30., 60. ve 90. giinlerde
ornekler alinarak, canli hiicre sayisi, nem igerigi, su aktivitesi, pH ve su absorbsiyon
kapasitesi gibi ¢esitli analizler gergeklestirilmistir.

Yagsiz siitiin ilavesinin, membran biitiinliigiinii ve kiiltiir rehidratasyonunu
destekleyen protein ve seker agisindan zengin bir ortam saglayarak koruyucu bir etki
gosterdigi diisiiniilmektedir. Ote yandan, klinoptilolitin gdzenekli yapisi ve iyon degisim
ozellikleri sayesinde nem diizenleme ve asit tamponlama gibi katkilar sagladig
degerlendirilmistir. Kombinasyon matrisi, her iki bilesenin avantajlarini bir araya
getirerek, depolama siiresince kuruma kaynakli stresin ve pH dalgalanmalarinin
azaltilmasi yoluyla bakteriyel canlilik ve fiziksel stabilitenin artirilmasini amaclanmistr.
Bu tasiyicilarin karsilastirmali analizi, probiyotik fonksiyonelligin endiistriyel olarak
gecerli kosullarda korunmasinda en etkili formiilasyonun belirlenmesi agisindan énemli
bir katki sunmustur.

Sekil 4.1°deki gorseller, kurutulmus kiiltiir tozlarinin gériiniimiinii gostermekte
olup, vakumla kurutma ve dondurarak kurutma islemlerine tabi tutulan farkli matrislerin
fiziksel gortintimlerinin karsilastirilmasina olanak tamimaktadir. Uygulanan kurutma
yontemlerinin ve tasiyict maddelerin nihai iriiniin fiziksel goriinilisii tizerindeki etkili
oldugu goriilmektedir. Dondurarak kurutulmus 6rnekler arasinda, LS 6rneginin soluk sar1
renkte, kompakt yapida, diizgiin ve homojen bir forma sahip oldugu gézlemlenmistir. LZ
ornegi ise grimsi bir renkte, ince ve homojen dokulu bir toz yap sergilemistir. LK 6rnegi

daha diizensiz bir formda olup, nispeten daha heterojen bir yapi sunmustur.
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Sekil 4.1. Farkli koruyucu ajanlar ve kurutma yontemleriyle elde edilen B. bifidum toz kiiltiirlerine ait gorseller
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Buna karsilik, goriinlis bakimindan vakumla kurutulmus o6rneklerin liyofilize
orneklere nazaran daha farkli oldugu gortilmiistiir. VS 6rneginin soluk sar1 renkte, hafif
diizensiz bir dokuya ve belirgin renk farkliliklarina sahip oldugu; VZ 6rneginin, grimsi
renkli, nispeten diizgiin ve ince dokulu oldugu; VK numunesinin ise daha diizensiz bir
pargacik dagilimina ve yer yer piiriizlii bir dokuya sahip oldugu goriilmiistiir. Bu farkl
yapisal olusumlar, hem kurutma yonteminin hem de matris bilesiminin kurutulmus

probiyotik tozlarin fiziksel 6zellikleri tizerindeki etkisini ortaya koymaktadir.

4.1. Koruyucu Materyallerin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

B. bifidum kiiltiirlerinin kurutulmasinda koruyucu ajan olarak kullanilan zeolit ve
yagsiz siit tozu hammaddelerinin nem igerigi, su absorpsiyon kapasitesi, pH ve toplam
titre edilebilir asitlik (TTA, % laktik asit cinsinden) gibi baz1 fizikokimyasal 6zellikleri

Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Hammadde 6rneklerinin fizikokimyasal 6zellikleri®

Ornek Nem (%) Su Absorpsiyonu (%) pH TTA (% LA)
Zeolite 2,90+0,06° 0,71+0,07° 8,68+0,12° 0,05+0,00°
Yagsiz siit tozu 3,42+0,07* 12,39+0,31* 6,48+0,08° 1,68+0,10°

*Veriler ortalama =+ standart sapma seklindedir. Farkli harflerle (a, b) gosterilen degerler ayn1 parametre
icinde istatistiksel olarak anlamli farki gostermektedir (p < 0,05). LA: laktik asit cinsinden

Buna gore, yagsiz siit tozunun nem igerigi (%3,42), zeolite kiyasla (%2,90)
istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksek bulunmustur. Bu durum, yagsiz siit
tozunun daha higroskopik (su tutucu) bir yapiya sahip oldugunu gostermektedir. Bu
yiikksek nem tutma kapasitesi, proteinden ve karbonhidrattan zengin yapisiyla, suyu
kolayca ¢ekip tutabilmesinden kaynaklanmaktadir (Meena vd., 2024). Benzer sekilde,
Shrestha vd. (2007) de yagsiz siit tozunda %3,1-3,8 arasinda degisen nem seviyeleri
bildirmis ve bu durumu, laktoz ile siit proteinlerinin higroskopik dogasina atfetmistir.
Buna karsilik, zeolitin daha diisiik nem igerigi, onun daha stabil ve inorganik kristal
yapisinin, organik materyaller gibi su tutma kapasitesinin daha az olmasindan
kaynaklanmaktadir (Mumpton, 1999).

Su absorpsiyon kapasitesine iliskin sonuglarda da benzer bir egilim

gozlemlenmistir. Yagsiz siit tozu, %12,39 oraninda yiiksek bir su absorpsiyon
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kapasitesine olup, bu 6zellik, ¢evresindeki nemi kolayca ¢ekebilen higroskopik yapisiyla
iligkilidir. Bu bulgu, Jouppila ve Roos (1994) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada da
desteklenmektedir; so6z konusu c¢alismada, siit tozlarmmin %10—15 oraninda su
absorpsiyonu gerceklestirdigi rapor edilmistir. Ote yandan, zeolitin su absorpsiyon
kapasitesi yalnizca %0,71 olarak 6l¢iilmiis; bu diisiik deger, mineralin organik yapili
koruyuculara kiyasla sinirli higroskopik 6zelliklere sahip oldugunu gostermektedir. Bu
fark, yagsiz siit tozunun organik yapisina baglanabilir. igerdigi proteinler ve laktoz, su
baglama kapasitesine sahip olup, kurutulmus probiyotik hiicrelerin yeniden hidratasyon
stireglerinde dnemli rol oynamaktadir (Letona vd., 2023). Zeolit ise gozenekli yapisina
ragmen, inorganik mineral kompozisyonu nedeniyle su baglama kapasitesi bakimindan
sinirhdir (Mumpton, 1999). Wang ve Peng (2010) de bu durumu dogrulamis ve dogal
zeolitlerin %1 in altinda su absorpladigini rapor etmistir.

pH degerleri incelendiginde, zeolitin 8,68 pH degeriyle belirgin sekilde bazik bir
karakter sergiledigi, yagsiz siit tozunun ise 6,48 pH degeriyle hafif asidik bir yapiya sahip
oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde, Patil vd. (2016) yaptiklari bir ¢alismada, yagsiz siit
tozunun pH degerinin yaklasik 6,5 oldugunu rapor etmislerdir. Zeolitin yliksek pH
degeri, bazik ylizey gruplarinin yani sira kalsiyum ve sodyum gibi degistirilebilir
katyonlarin varhigina baglanmis (Wang ve Peng, 2010); bu durumun tamponlama
kapasitesine katki sagladigi diisiiniilmektedir. Yagsiz siit tozunun hafif asidik yapisinin
ise, laktik asit ve protein igerigi ile iligkili oldugu tahmin edilmektedir. Ayn1 dogrultuda,
Misaelides (2011), dogal klinoptilolitin su ile temas ettiginde pH’y1 hafif alkali araliga
yonlendirdigini ve bu davramisin iyon degisim kapasitesinden kaynaklandigini
belirtmistir. Ayrica Inglezakis ve Grigoropoulou (2004), zeolitlerin yapisindaki
degistirilebilir katyonlarin ¢ozeltideki H" iyonlari ile yer degistirerek ortam pH'inda artisa
neden olabilecegini gostermistir. Yagsiz siit tozunun hafif asidik yapisinin ise, laktik asit
ve protein icerigi ile iliskili oldugu degerlendirilmektedir.

Bu farklilik, TTA (toplam titre edilebilir asitlik) degerleriyle de desteklenmistir.
Yagsiz siit tozunun, zeolite (%0,05) kiyasla %1,68 (laktik asit cinsinden) gibi anlamli
diizeyde yliksek bir asitlige sahip oldugu belirlenmistir. Bu yiiksek asitligin, igcerdigi
laktik asit ve proteinler nedeniyle, daha giiglii bir tamponlama kapasitesi sagladigi ve
yapinin hafif asidik 6zellik kazandig1 soylenebilir. Patil vd. (2016) de yagsiz siit tozunda
1,52 % oraninda laktik asit tespit etmistir. Ote yandan, zeolitin inorganik ve diisiik
reaktif yapisi nedeniyle ¢ok diisiik bir titre edilebilir asitlige sahip oldugu sdylenebilir
(Wang ve Peng, 2010). Benzer bir ¢aligmada, Mumpton (1999), dogal zeolitlerin
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(klinoptilolit) laktik asit cinsinden TTA degerinin %0,02—0,07 arasinda oldugunu rapor
etmistir.

Hammadde oOrneklerinin partikiil boyut dagilim sonuglart Cizelge 4.2°de
sunulmustur. Yagsiz siit tozunun partikiil boyutlarinin, Dso = 56,84 um ve Do = 80,83
um degerleriyle, zeolite kiyasla belirgin sekilde daha biiyiikk oldugu belirlenmistir.
Zeolitin medyan partikiil ¢ap1 ise 5,18 pum ile oldukga diisiik oldugu goriilmiistiir.
Ortalama partikiil ¢api siit tozunda 47,96 um, zeolitte ise yalnizca 4,58 pum olarak
6lciilmiis ve zeolitin beklendigi iizere yiiksek oranda mikronize oldugu ortaya konmustur.
Bu durumun, zeolitin daha yiiksek 6zgiil yiizey alanina sahip olmasi nedeniyle potansiyel
koruyucu etkisini artirabilecegi yoniinde bir gosterge sundugu degerlendirilmektedir.

Siit tozunun, genis partikiil dagilimi (Dio—Dso farki) sergiledigi, buna karsilik
zeolitin daha dar ve homojen bir dagilim gosterdigi tespit edilmistir. Bu bulgu, zeolitin

tiretim siirecinde daha kontrollii bir 6giitme ve siniflandirma islemine tabi tutuldugunu

ortaya koymaktadir.
Cizelge 4.2. Orneklerin pargacik boyut dagilimi
2 Ortalama Cap  Obscuration
Ornek D1o (um) Dso (um) Doo (um) (um) (%)
Zeolit 0,31 5,18 7,14 4,58 0,31
Yagsiz siit tozu 5,39 56,84 80,83 47,96 0,23

Her iki 6rnekte de obskiirasyon (obscuration) %0,2—0,3 araliginda 6l¢iilmiis olup,
bu degerlerin lazer difraksiyon analizleri i¢in ideal 6l¢iim sinirlar igerisinde yer aldig1 ve
elde edilen sonuglarin giivenilirligini destekledigi belirlenmistir. “Obskiirasyon”, lazer
1sininin ne kadarinin partikiiller tarafindan engellendigini gdsteren bir parametredir; bu
oranin ¢ok yiiksek veya cok diisik olmast Ol¢iim dogrulugunu olumsuz ydnde

etkileyebilmektedir (Virden, 2010).
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Sekil 4.2. Koruyucu ajanlara ait FE-SEM goriintiileri

Numunelerin FE-SEM goriintiileri Sekil 4.2°de sunulmustur. Yagsiz siit tozuna ait

partikiillerin, genellikle heterojen bir boyut dagilimi sergiledigi ve c¢ogunlukla
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aglomerasyon egilimi gosterdigi gozlemlenmistir. Bu aglomere yapinin, siit tozunun
tiretimi sirasinda maruz kaldigi 1s11 ve mekanik stresler sonucu olusmus olabilecegi
diistiniilmektedir (Schuck, 2013). Partikiiller arasinda yiizeysel yapismalarin mevcut
oldugu ve yiizey detaylarinda yer yer mikro catlaklar ile yiizey piiriizliiliiklerinin
bulundugu tespit edilmistir. Bu yapisal 6zelliklerin, siit tozunun ¢6ziiniirliik, su baglama
kapasitesi ve reaktivite gibi fonksiyonel 6zelliklerini dogrudan etkileyebilecegi ifade
edilmektedir (Kelly vd., 2014).

Zeolit numunesine ait goriintiilerde ise kristalimsi ve geometrik partikiil
morfolojisinin belirgin oldugu goriilmiistiir. Partikiillerin daha keskin kenarlara sahip
oldugu ve olduk¢a pordz bir yiizey yapisi sergiledigi gézlemlenmistir. Bu gézenekli yapi,
zeolitin adsorpsiyon kapasitesi a¢isindan 6nemli bir avantaj saglamaktadir (Grzeszczak,
vd., 2023). Ayrica, partikiil boyutlarinin homojen olarak dagilmis olmasi, zeolitin
mikronize edildigini ve kontrollii bir 6giitme siireciyle hazirlandigin1 gostermektedir

(Mastinu vd., 2019).

4.2. Kurutulmus Kiiltiirlerde Canh Hiicre Sayim

Koruyucu ajanlarla muamele edilen B. bifidum kiiltiirlerinde, hem liyofilizasyon
hem de vakumla kurutma islemleri 6ncesi ve sonrasinda kiiltiirel sayimlar yapilarak canli
hiicre sayilar1 belirlenmistir. Kurutma oncesi ve sonrasi canlilik oranlar1 hesaplanarak,
uygulanan kurutma yontemlerinin neden oldugu canlilik kayiplar ile koruyucu ajanlarin
etkinlikleri degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular Cizelge 4.3’de verilmistir.

Cizelge 4.3’de sunulan veriler, kurutma yontemlerinin ve tasiyici maddelerin B.
bifidum kiiltiirlerinin canliligi {izerinde anlamli diizeyde etkili oldugunu ortaya
koymaktadir. LS 6rneginde hiicre canliligi, 8,86 log kob/g'dan 8,83 log kob/g'a yalnizca
cok kiigiik bir azalma gostererek, yalnizca 0,03 log kob/g birimlik bir canlilik kaybina
neden olmustur. Bu olduk¢a diisiik azalma, dondurarak kurutma sirasinda yagsiz siit
tozunun yiiksek koruyucu etkisini gostermektedir. Yagsiz siit tozunun bakteriyel hiicreleri
koruma yetenegi, cogunlukla icerigindeki laktoz ve proteinlerin dondurarak kurutma
kosullarinda hiicre zarlarini stabilize etme O6zelligine baglanmaktadir (Carvalho vd.,
2004). Buna karsin, VS 6rneginde canlilik 8,97 log kob/g’den 7,58 log kob/g’a belirgin
bir diisiis gostermis ve 1,39 log kob/g birimlik bir canlilik kayb1 meydana gelmistir. Bu
durum, yagsiz siit tozunun bir miktar koruma sagladigini, ancak vakumla kurutma

isleminin hiicreler iizerinde daha fazla stres olusturdugunu gostermektedir.
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Cizelge 4.3. B.bifidum’un kriyoprotektif ajanlar varliginda dondurarak kurutma islemi 6ncesi ve
sonrasindaki canhlik oranlari®

B.
Kurutma isleminden Kurutma Canhlik Canhlik bifiddum
Ornek once isleminden sonra kaybi kaybi biyokiitle
(log kob/g) (log kob/g) (log) (%, log) agirhg
(9)
LS 8,86+0,09 BC 8,83+0,08 A 0,03 0,33 7,865
VS 8,97+0,10 3BC 7,58+0,14 B 1,39 15,49 7,766
LZ 9,38+0,05 6,30+0,14 ¢ 3,08 32,84 7,902
VZ 8,75+0,08 € 3,36+0,17 °P 5,39 61,60 7,746
LK 9,06+0,02 %8 8,59+0,17 A 0,47 5,19 8,892
VK 9,06+0,0 %8 7,73+0,08 B 1,33 14,68 7,125

T Ortalama + standart sapma. Aym siitundaki farkli harfler veriler arasmda istatistiksel fark oldugunu
gostermektedir (p<0,05). L: Liyofilizasyon, V: Vakum kurutma, S: Siit tozu, Z: Zeolit, K: Siit-zeolit
karigimi

Yalnizca zeolit igeren drneklerde canli hiicre sayilarinin belirgin sekilde daha
diisikk oldugu gozlemlenmistir. LZ 6rneginde canlilik, 9,38 log kob/g’dan 6,30 log
kob/g’ye diiserek 3,08 log birimlik bir kayip meydana gelmistir. Daha dikkat ¢ekici sonug
ise VZ numunesinde gozlemlenmis, canlilik 8,75 log kob/g’dan 3,36 log kob/g’ye
gerileyerek 5,39 log birimlik bir azalma olusmustur. Ancak zeolit, siit tozu ile birlikte
kullanildiginda daha iyi sonuglar elde edilmistir. Dondurarak kurutulmus zeolit-siit tozu
karigsimin igeren olusan LK 6rnegi, nispeten diisiik bir canlilik kayb1 gostererek 9,06 log
kob/g’dan 8,59 log kob/g’ye diismiis ve bu durum 0,47 log kob/g birimlik bir azalmaya
karsilik gelmistir. Bu bulgu, siit tozu bileseninin bakteri hiicresi korumasinda baskin rol
oynadigini, zeolitin ise muhtemelen ortamm nem diizenlenmesine katki sagladigin
diisindiirmektedir. Benzer sekilde, vakumla kurutulmus siit-zeolit karisimi 6rnegi (VK)
daha daha sinirli bir azalma gostermis, canlilik 9,06 log kob/g’den 7,73 log kob/g’ye
diiserek 1,33 log kob/g birimlik bir kayip gostermistir.



30

10 70
 mr @ 7 60
7
7
8 7 - -
7 [ .
7 7 rr . 50
~ 7 rr .
Ry 7 rr .
Q 6 7 rr . . B
g A 7. A A 40 >
A, ) 4, A, <
S 5 i, nx i —~
on L, L e, A, ~
] ) e S, A, =
~ 4 e By e, e, 30 =
v 7 rr S, . %
- £ ] £ g @)
= 3 A, ) A, A -
% e B e, e, 20 =X
O A, % A, A,
7 [ S, bl
2 i ey i ? i
7 rr S, . 10
7 rr S, .
1 7 rr S, .
y rr S, .
g e S, S,
0 ‘ 0
LS VS LZ VK

EZ=A Kurutma isleminden 6nce Kurutma igleminden sonra === Canlilik kayb1

Sekil 4.3. Kurutma iglemi 6ncesi ve sonrasi B. Bifidum’ un canlilik degerleri (logo kob/g)

Sekil 4.3, farkli 6rnek formiilasyonlar1 ve kurutma yontemleri kullanilarak B.
bifidum hiicrelerinde meydana gelen canlilik kaybi yiizdelerini géstermektedir. Elde
edilen veriler, kurutma kosullar ile koruyucu matris bilesiminin bakteri canlilik diizeyi
tizerinde anlamli etkiler olusturdugunu ortaya koymustur.

Bu c¢alismada, en belirgin canlilik kaybi yaklasik %61,60 ile VZ 06rneginde
g6zlenmis olup, bu durum kurutma siirecinde hiicresel hasarin ciddi seviyede oldugunu
gostermektedir. Bu sonug, zeolitin fizikokimyasal 6zelliklerine dayandirilabilir. Zeolit
yizeyi ylksek iyon degisim kapasitesine sahip olup, cevresel kosullarda cesitli
katyonlarin (Na*, K*, Ca?" gibi) yer degistirmesine olanak tanimaktadir; bu durum lokal
iyon dengesini bozarak probiyotik hiicreler i¢in olumsuz bir mikro-¢cevre olusumuna
neden olabilmektedir (Miller vd., 1994).

Yagsiz siit tozunun aksine, zeolit, osmotik basinci dengeleyebilecek besin
bilesenlerini icermemesi nedeniyle hiicre i¢i ve dis1 su hareketlerini diizenlemek {izere
osmotik dengeye onemli bir katki saglayamamaktadir. Bu nedenle, osmotik stresin
hafifletilmesi ya da hiicre i¢i kosullarin stabilize edilmesi bakimindan yetersiz kalmakta;
sonu¢ olarak kurutma islemi sirasinda hiicresel dehidratasyonun artmasina ve canlilik
kaybinin yiikselmesine neden olmaktadir (Carvalho vd., 2004; Saarela vd., 2006). Ayrica,
klinoptilolitin sulu ortamda belirgin bir alkalilestirici etkisi bulunmakta olup, pH’y1

notrden hizla 9,0-9,2 civarina yiikseltmektedir (Ersoy vd., 2002). Buna karsilik, B.
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bifidum, hafif asidik ila n6tr kosullarda (pH 6,5-7,0) gelismekte olup, optimum aktivitesi
genellikle 6 ile 7,5 pH araliginda gozlemlenmektedir (Chen vd., 2021). Kurutma sirasinda
tamponlayict ajanlar yoksa alkali pH’ya maruz kalmak, enzim fonksiyonu ve zar
stabilitesini olumsuz etkileyerek yapisal strese ve canlilik kaybina agabilmektedir. Bu
baglamda, LZ 6rneginde %32,48 oraninda canlilik kayb1 gozlemlenmis olup, bu durum
klinoptilolitin tek basina yeterli bir kriyoprotektan olmadigini ortaya koymaktadir.

LS ornegi %]1’in altinda en diisiik canlilik kayb1 gostererek, siit bilesenlerinin
istlin koruyucu etkisini dogrulamistir. Yagsiz siitiin igerigindeki laktoz ve kazein,
dondurarak kurutma sirasinda cam benzeri bir matris olusturarak bakteriyel hiicreleri
etkili bigimde immobilize etmekte ve zar lipidleri ile proteinlerin stabilizasyonunu
saglamaktadir. Bu matris, zararli buz kristallerinin olusumunu sinirlandirmakta ve su
uzaklastirilirken osmotik dengeyi desteklemektedir (Carvalho vd., 2004). VS 6rnegi ise
yaklasik %15,5 oarninda orta diizeyde bir canlilik kaybi sergilemistir. Siit tozu 6nemli bir
koruma saglamakla birlikte, vakum kurutma islemi, 30°C gibi nispeten diisiik
sicakliklarda gergeklestirildiginde dahi, bakteriyel hiicreler iizerinde ¢esitli stres etkileri
olusturabilmektedir. Bu stresler, 6zellikle proteinlerde kismi denatiirasyona ve koruyucu
matrisin etkinliginde azalmaya neden olarak gdzlemlenen canlilik kaybini agiklamaktadir
(Santivarangkna vd., 2007a). Bu nedenle, koruyucu ajanlarin etkili olabilmesi yalnizca
bilesimlerine degil, ayn1 zamanda uygulandiklari kurutma kosullarinin uygunluguna da
baghdir.

Zeolitin tek bagina koruyucu ajan olarak yetersiz oldugu VZ ve LZ 6rneklerindeki
yiiksek canlilik kayiplariyla agik¢a ortaya konmustur. Ancak dikkat ¢ekici sekilde, LK
ornegi %35,19 gibi oldukea diisiik bir canlilik kayb1 gostermistir. Bu durumda, siit tozunun
membran ve protein stabilizasyonuna katkis1i ile zeolitin matris i¢indeki nemi
diizenleyerek su aktivitesini azaltmasi etkili olmustur. Bu ¢ift yonlii koruma, kurutma
homojenligini artirmis ve mikrogevresel stresi azaltmis olabilir. Benzer sekilde, VK
orneginde canlilik kaybi %14,68 oraninda daha yiiksek olmakla birlikte, koruyucu
sinerjinin vakum kosullarinda da belirli 6lgiide varligini siirdiirdiigii goriilmiistiir. Ancak
daha once de belirtildigi gibi, vakum kurutmaya 0zgii stres faktorlerinin, koruyucu
matrisin etkinligini sinirlamis olabilecegi diisliniilmektedir.

Bu sonuglar, zeolitin tek bagina bakteriyel hiicrelerin kurutma sirasinda yeterli
koruma saglayamadigin1 gostermektedir. Bu bulgu, mikroporoz yapisi ve yiiksek ylizey
alanina ragmen zeolitin, Paraburkholderia phytofirmans PSIJN susunun dehidrasyon

kaynakli hasarin1 6nlemede tek basina etkili olmadigini bildiren Berninger vd. (2017)
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tarafindan gerceklestirilen ¢alisma ile uyumludur. ilgili arastirma, kurutma ve depolama
sirasinda hiicre zarlarinin saglam kalabilmesi i¢in yagsiz siit veya jelatin gibi koruyucu
ajanlarin eklenmesinin onemini vurgulamaktadir. Bu ¢alismanin bulgular1 da, zeolitin
yapisal destek saglamakla birlikte, bakteriyel hiicrelerin etkin sekilde korunabilmesi i¢in
biyokimyasal koruyucularla birlikte kullanilmas1 gerektigini desteklemektedir.

Her iki kurutma yonteminin sonuglar1 karsilastirildiginda, kurutma yonteminin
probiyotik canliligi tizerinde 6nemli bir rol oynadigi gériilmektedir. Vakum kurutma,
hiicre zarlar1 ve duvarlarinda hasara yol agabilen dehidrasyon ve basing degisikliklerine
neden olabilmektedir. Santivarangkna vd. (2007), gelismis mikroskopi teknikleri
kullanarak Lactobacillus helveticus’ta bu tiir yapisal hasarlari gézlemlemistir. Bu
hasarlar, hiicrelerin yapisal biitlinliigiinii zayiflatarak hayatta kalma kapasitelerini
azaltmaktadir. Ayrica, hiicrelerin vakum kosullarina maruz kalma stiresi uzadikga, besin
ve enerji rezervlerinin tiikkenmesiyle birlikte metabolik stres ve hiicresel yaslanma
meydana gelebilmekte; bu da bakterilerin kurutma sonrasi toparlanmasin
zorlastirmaktadir (Santivarangkna vd., 2007a; Wang ve Zhong, 2024). Kurutma sirasinda
matrisin biiziilmesi ve yogunlagmasindan kaynaklanan mekanik stresler de hiicrelere
fiziksel zarar verebilmektedir. Vakum kurutma, her ne kadar ortamin oksijen seviyesini
azaltsa da, ortamda kalan diislik miktardaki oksijenin, hiicre zarlar1 ve protein yapilarinda
oksidatif hasara yol agarak canlilik oranini1 daha da diistirebilecegi bildirilmektedir (Wang
ve Zhong, 2024).

Buna karsilik, liyofilizasyon, suyu sifirin altindaki sicakliklarda siiblimasyon
yoluyla uzaklastiran ve sivi fazi atlayarak yiiksek vakum altinda gergeklesen daha nazik
bir islemdir. Bu yontem, sicakligi donma noktasinin oldukga altinda tutarak termal hasar1
en aza indirmekte ve zar lipidleri ile hiicre i¢i proteinlerin yapisal biitiinligiini
korumaktadir. Sonug olarak, dondurarak kurutma iglemi, B. bifidum gibi isiya duyarh
bakterilerin canliligin1 daha etkili bir sekilde muhafaza etmektedir. Ayrica, dondurarak
kurutulmus {irlinler depolama siiresince oksidatif ve hidrolitik bozulmaya kars1 daha
dayanikli olmakta; bu da iirliniin raf 6mriinii uzatmakta ve probiyotik fonksiyonelligin
korunmasina katk1 saglamaktadir (Savedboworn vd., 2018).

Ancak bu ¢alismada elde edilen sonuglar, VZ 6rnegi harig, diger tiim kurutulmus
orneklerin kurutma sonrasi canli hiicre sayilarin1 probiyotiklerin etkili olabilmesi i¢in
gereken minimum seviye olan 6 log kob/g’nin iizerinde tuttugunu goéstermistir (Dantas
vd., 2021). Bu durum, kullanilan kurutma yontemleri ve koruyucu bilesenlerin bakteri

canliligini ve potansiyel saglik faydalarini koruma agisindan basarili oldugunu isaret
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etmektedir. VZ O6rnegi ise bu 6nemli esik degerin altina diismiis ve zeolitin tek basina
vakumla kurutma isleminde bakteriyel canliligi korumada yetersiz kaldigin1 gostermistir.
Ote yandan, siit tozu iceren drnekler, ister tek basina ister zeolit ile kombinasyon halinde
olsun, 6nemli 6l¢iide daha yiiksek koruma saglamistir. Bu bulgular, probiyotiklerin
kurutulmus iriinlerde canli kalmasini saglamak amaciyla, dogru katki maddelerinin

secilmesinin kritik bir 6neme sahip oldugunu vurgulamaktadir.

Cizelge 4.4. Kurutulmus B.bifidum kiiltiirlerinin depolama siiresince canlilik degisimleri (logio kob/g)*

Depolama siiresi (giin)

0 30 60 90 Ortalama
LS 8,83+0,08 A 8,7540,06 20A 8,6140,01 PA 8,60+0,01 A 8,70+0,11
VS 7,58+0,14 28 6,62+0,27 8 6,60+0,08 ¢ 6,53+0,02 o€ 6,83+0,48
LZ 6,30+0,14 € 6,63+0,00 B 6,93+0,04 3BC 6,52+0,00 € 6,59+0,25
VZ 3,36+0,17%® 3,18+0,18% 3,78+0,16 2P GG 2,58+1,61
LK 8,59+0,17 %A 8,38+0,00A 8,58+0,023A 8,56+0,03 2A 8,53+0,11
VK 7,73+0,08 28 6,53+0,24 8 7,33+0,26 208 6,73:0,10 bcB 7,08+0,53

fOrtalama + standart sapma. Ayni satirdaki farkli kiiiik harfler (a—c) ve ayni siitundaki farkli bilyiik harfler
(A-F) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p < 0,05). L: Liyofilizasyon, V: Vakum kurutma, S:
Siit tozu , Z: Zeolit, K: Siit-zeolit karisimi, GG: Geligsme gdzlenmedi.

Bu ¢alismada, 90 giinliik depolama siiresi boyunca B. bifidum’un canlilik durumu
incelenmistir (Cizelge 4.4). Tablo, kiiltlirlerin farkli tasiyicilarla ve kurutma
yontemleriyle elde edilen kiiltiir formlarinin depolama siiresince gosterdigi logaritmik
canlilik degerlerini ortaya koymaktadir. LS ve VS ornekleri, uygulanan kurutma
yonteminin etkisini yansitan belirgin farkliliklar géstermistir.

LS 6rneginde baslangi¢ canlilik degeri 8,83 log kob/g olarak 6l¢iilmiis; bu deger
zamanla hafif bir azalma gostererek 90. giin sonunda 8,60 log kob/g seviyesine
diismiistiir.  Depolama boyunca gergeklestirilen tiim canlilik Olgtimleri dikkate
alindiginda ise, ortalama canlilik degeri 8,70 log kob/g olarak hesaplanmistir. VS 6rnegi
ise daha diisiik bir baslangi¢ canlilik degeri olan 7,58 log kob/g ile baslamis; depolama
stiresince bu deger kademeli olarak azalmis ve 90. giin sonunda 6,53 log kob/g’ye

gerilemistir. Bu sonuglar, yagsiz siitiin depolama siiresince bakteriyel canliligi yiiksek

oranda korudugunu gostermektedir. Bunun baglica nedeni, yagsiz siitte bulunan organik
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reaksiyonlar1 yavaglatma gibi canlilik kaybinin baslica nedenlerine kars1 koruyucu bir rol
oynamasidir (Letona vd., 2023). Buna ek olarak, ayni tasiyict kullanilsa dahi vakumla
kurutmanin, liyofilizasyona kiyasla daha fazla canlilik kaybina yol actig1 goriilmektedir.
Liyofilizasyon yontemi, vakumla kurutmaya gore, diisiik sicaklikta ve vakum altinda
gerceklesmesi nedeniyle, termal stresin en aza indirilmesini ve probiyotik canliligin daha
uzun siire korunmasini ve raf 6mriiniin uzamasini saglamaktadir.

Buna karsilik, VZ 6rnegi en diisiik baslangi¢ canlilik degeri olan 3,36 log kob/g
ile Ol¢lilmiis; 90. giin sonunda ise gelisme gozlenmemistir (GG). Bu bulgular,
(Santivarangkna vd., 2007b) tarafindan bildirilen sonuglarla uyumludur. S6z konusu
calismada, zeolitin mikroporoz yapisina ve nem tamponlama kapasitesine ragmen,
canliligin korunmasinda tek basina yetersiz oldugu belirtilmis; bu nedenle protein veya
seker bazli koruyucularla birlikte kullanilmasinin gerekli oldugu vurgulanmistir.

Calismamizda dikkate deger bir diger gozlem, LZ, VZ, LK ve VK o6rneklerinde
depolamanin ilk iki ayinda canli hiicre sayisinda hafif bir artis gézlemlenmis olmasidir.
Ozellikle LZ drneginde, baslangicta diisiik olan 6,30 log kob/g canlilik degeri, depolama
boyunca artis gostererek 6,52 log kob/g seviyesine ulagmistir.

9,0
— —4— — &
8,0
m>¢ e,
! ma)
g 00 —A—LS
= 50 ——VsS
—
S 40 -B-Lz
3 OF —|-VZ
LK
2,0
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1,0
0,0
0 30 60 90

Depolama siiresi (giin)

Sekil 4.4. Farkli tagiyicilarla kurutulmus B. bifidum kiiltiirlerinde depolama stiresince canlilik degisimi
(10g10 kob/g)

Bu durum, muhtemelen subletal diizeyde fizyolojik hasar almis hiicrelerin zaman

icinde toparlanmasina baglanabilir. Bu hiicreler, 6zellikle vakum kurutma iglemi
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sirasinda ya da gii¢lii koruyucu ajanlar icermeyen formiilasyonlarda, kurutma esnasinda
membran biitiinliigli, enzim fonksiyonu veya tasima sistemlerinde gecici bozulmalara
ugrayabilmektedir. Tam anlamiyla inaktive olmamalarina ragmen, bu hiicresel islevlerin
gecici olarak baskilanmasiyla, kiiltiir ortaminda koloni olusturma yetenekleri ilk asamada
sinirlamaktadir.

Benzer toparlanma egilimleri, onceki probiyotik canlilik ¢alismalarinda da rapor
edilmistir. Ornegin Celik ve O’Sullivan (2013), farkl1 Bifidobacterium suslari iizerinde
kurutma ve depolamanin etkisini arastirmis; B. animalis subsp. lactis ve B. longum subsp.
infantis’in trehaloz dahil g¢esitli koruyucu ajanlarla kurutuldugu 6rneklerde, kurutmadan
hemen sonra canlilikta azalma gozlenmis; ancak depolama sirasinda —dzellikle diisiik
nem ve oksijensiz kosullarda— subletal hasar gérmiis hiicrelerin kismi toparlanma
gosterdigini  bildirmistir. Benzer sekilde, Tanimomo vd. (2016), Bifidobacterium
crudilactis susunun sorbitol ile liyofilize edilmesi sonrasinda depolama sirasinda
canlilikta hafif bir artis oldugunu gozlemis ve bu artis1 membran stabilizasyonuna ve
matriks i¢indeki nem dagilimina baglamislardir. Tim bu bulgular, mikroorganizma
davranisinin sadece baslangi¢ ya da son Olclimleriyle degil, depolama siireci boyunca
stirekli olarak izlenmesinin 6nemini ortaya koymaktadir.

Bazi caligmalar, siit tozu matrislerinde hafif diizeyde canlilik toparlanmasi
bildirmistir; ancak bu etkilerin biiylik 6l¢iide sus tipi, kurutma yontemi ve depolama
kosullarina bagli oldugu belirtilmektedir (Santivarangkna vd., 2007a). Mevcut ¢alismada
ise bu toparlanma, 6zellikle zeolit igeren 6rneklerde gézlenmis, LS veya VS 6rneklerinde
benzer bir artig saptanmamistir. llinskaya vd. (2024), tim suslarin ayn1 kosullarda
depolanmasina ragmen, suslar arasinda farklilik gosterdigini bildirmistir. Ornegin
Lactobacillus plantarum ve L. delbrueckii suslarinin siit tozu igeren kontrollerinde hafif
bir canlilik artis1 gozlenirken, diger bazi suslarda yalnizca daha yavas bir canlilik
azalmasi kaydedilmistir. Bu degiskenlik, suslarin stres toleransi ve hiicresel onarim
mekanizmalarindaki farkliliklar yansitmakta olup, her bir susun kurutma ve depolamaya
verdigi tepkiyi belirgin sekilde etkilemektedir. Bu bulgular, ayni ¢evresel kosullar altinda
dahi, her susun kendi igsel fizyolojik 6zelliklerinin hayatta kalma ve toparlanma tizerinde
kritik rol oynadigini gostermektedir.

Canlilik toparlanmasinin sadece sus Ozelliklerine degil, kullanilan koruyucu
matrise de bagli oldugu unutulmamalidir. Bu baglamda, zeolitin hiicresel onarima
elverisli bir mikrogevre olusturma potansiyeli tasidigr diistiniilmektedir. Zeolitin Kkristal

ve gozenek yapisi, depolama siiresince nemi adsorbe edip yavasga salarak bir nem
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tamponu gorevi gormesine olanak tanmaktadir (Eroglu vd., 2017). Bu dinamik nem
diizenlemesinin, asir1  kurumanin Oniine  gecerek zarar gOérmiis hiicrelerin
rehidratasyonuna katki saglandigi ve membran stabilizasyonu agisindan uygun kosullar
olusturdugu séylenebilir. Ayrica zeolitler, iyon degisim kapasitesi ve mineral icerigi
sayesinde, bakteriyel metabolizma ve membran biitiinliigii agisindan kritik olan kalsiyum,
magnezyum ve potasyum gibi iz elementlerin saglanmasi yoluyla membran onarimina ve
enzim reaktivasyonuna katkida bulunabilmektedir (Mumpton, 1999; Szatmari vd., 2020).
Bu nedenle, LS ve VS oreklerinde, baslangic canliliklarin1 yiiksek seviyede
korumalarina ragmen, zeolitin sagladigi bu uyarlanabilir mikrogevresel destekten yoksun
kalmalar1 nedeniyle, subletal hasarin onarilmasimin giglestirdigi disiiniilmektedir.
Bulgular, zeolitin fizikokimyasal ozelliklerinin, 6zellikle kontrollii sicaklik ve pH
kosullarinda, kurutma islemi sirasinda zarar géren probiyotik hiicrelerin hayatta kalma
oranlarimi artirabilecegi goriisiinii desteklemektedir.

Benzer sonuglar Osborne vd. (2021) tarafindan da rapor edilmistir. S6z konusu
calismada, zeolitin E. coli kiiltiirlerinde duragan fazda hiicre canliligini artirdigi ve
mikrogevresel stabilizasyonu saglayarak membran biitiinliiglinii  koruyabildigi
gosterilmistir. Bu durum, bizim c¢alismamizda LK o6rneklerinin, VS 6rnegine kiyasla
depolama siiresi boyunca daha diigiik canlilik kayb1 gostermesiyle uyumludur.

Depolama siiresi boyunca canlilik trendi incelendiginde, hem LS hem de LK
orneklerinde yiiksek B. bifidum hayatta kalimi gbézlenmistir. Ancak, baslangi¢ ve son
degerlerin karsilastirilmasi, canlilik kaybinin derecesinde ince bir fark ortaya koymustur.
En yiiksek baslangi¢ canliligina sahip LS 6rnegi (8,83 log kob/g), zamanla kademeli bir
azalma gostererek 90. giinde 8,60 log kob/g’ye gerilemistir. Buna karsilik, LK 6rnegi
daha diisiik bir baslangi¢ canliligiyla baslamis (8,59 log kob/g), ancak zaman igindeki
azalma daha kiigiik olup (0,03 log kob/g), canliligin baslangi¢ seviyesine yakin sekilde
korunmasini saglamistir. Bu durum, LK formiilasyonunun daha stabil bir koruma profili
sundugunu gostermektedir.

Ilinskaya vd. (2024) tarafindan yiiriitiilen ve klinoptilolit bazli tasiyicilar {izerine
immobilize edilmis ¢esitli Lactobacillus suslarinin sekiz aylik depolama siiresince
canliliklarinin izlendigi ¢alisma, bu ¢alismanin bulgulari ile benzerlik gostermektedir.
S6z konusu c¢alismada ii¢ farkli formiilasyon test edilmistir: sadece zeolite
immobilizasyonu (Grup 1), zeolit ile koruyucu ajanlarin kombinasyonu (siit tozu, jelatin,
sukroz; Grup 2) ve sadece koruyucu ajan igeren immobilize edilmemis kontrol grubu

(Grup C). Kontrol grubu 6rneklerde (Grup C), suslarin biiylik ¢ogunlugu, sekiz aylik
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depolama sonunda canlilik oranini en yiiksek seviyed korumustur. Ornegin, Lactobacillus
plantarum i¢in canlilik oranlari sirastyla kontrol, Grup 2 ve Grup 1 formiilasyonlarinda
%70,8, %65,5 ve %64,9 olarak 6lclilmiistiir. L. acidophilus susunda ise bu oranlar %70,7,
%68,1 ve %64,9 seklindedir. Bu bulgular, klasik kriyoprotektanlarin uzun vadeli canlilik
koruma kapasitesini agikca ortaya koymaktadir. Bununla birlikte, immobilize
formiilasyonlar da anlaml diizeyde canlilik saglamis; 6zellikle koruyucu ajan ilavesi
(Grup 2), zeolitin tek basina uygulandig1 formiilasyona (Grup 1) kiyasla canlilik {izerinde
daha olumlu etkiler gostermistir.

Sonug olarak, elde edilen bulgular, protein agisindan zengin koruyucular (6rnegin
stit tozu) ile birlikte kullanildiginda zeolit bazli matrislerin probiyotiklerin depolama
stabilitesini artirabilecegi yoniindeki hipotezi desteklemektedir. Bu formiilasyonda, zeolit
adsorpsiyon ve desorpsiyon Ozellikleri sayesinde nem diizenlemesi saglarken, siit tozu
stabil bir camsi matriks olusturarak hiicresel yapilar1 koruyacak besinsel destek
saglamaktadir. Siit tozu, dogal nem tamponlama veya iyon degisim o6zelliklerine sahip
olmasa da, zeolit ile birlikte sinerjik bir islev gérerek hem kurutma hem de depolama
asamalarinda daha etkili bir koruma sistemi olusturmaktadir. Mevcut ¢alismada da
gortildiigii iizere, koruyucu ajanlar olarak zeolit ve siit tozunun kombinasyonu, sadece
zeolit kullanilan formiilasyonlara kiyasla canliligin korunmasinda daha yiiksek etkinlik
gostermistir. Bu sonuglar, mineraller ile protein bazli bilesenlerin birlikte kullaniminin

probiyotik stabilitesinin korunmasinda kritik bir rol oynadigini ortaya koymaktadir.

4.3. Kurutulmus Kiiltiirlerin FE-SEM ile Mikromorfolojik Analizi

Bu c¢alismada, kurutulmus probiyotik Orneklerin ylizey morfolojisi ve
mikroyapisal Ozelliklerini incelemek amaciyla Alan Emisyonlu Taramali Elektron
Mikroskobu (FE-SEM) kullanilmigtir. FE-SEM goriintiileri, partikiillerin sekli, dokusu
ve dagilimi hakkinda ayrintili bilgiler sunarak, farkli kurutma yontemleri ve tasiyic
bilesimlerinin, B. bifidum’un matris icerisindeki korunmasi ve entegrasyonu tizerindeki
etkilerinin gorsel olarak degerlendirilmesine olanak saglamaktadir (Ramirez-Olea vd.,
2024). Ugok ve Sert (2022) yaptiklar1 bir ¢alismada, kurutma islemi sirasinda kullanilan
koruyucu maddenin tiirline bagli olarak parcaciklarin  ylizey yapist ve
mikromorfolojisinin degistigini ortaya koymustur.

Bu calismada ise, dogru morfolojik analiz yapilabilmesi ve parg¢acik boyutu

homojenliginin saglanabilmesi amaciyla kurutulmus ornekler ogiitiilerek mikronize
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edilmistir. FE-SEM analizleri sonucu elde edilen goriintiilerde, farkl tagiyici bilesenlerle
hazirlanan B. bifidum Kkiiltiirlerinin mikroyap:t ve yilizey morfolojilerinde belirgin
farkliliklar oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.5 ve Sekil 4.6). %20 oraninda yagsiz siit tozu
(LS) igeren liyofilize 6rneklerde, homojen ve siingersi bir yap1 gézlemlenmis; kristal yap1
igermeyen amorf matris iginde belirgin sekilde ayirt edilebilen rod bi¢imli B. bifidum
hiicre kiimeleri tespit edilmistir (Trelles vd., 2013). Bu bulgu, hiicrelerin morfolojik
biitlinliiklerini korudugunu ve dondurarak kurutma isleminin canlilik ve hiicresel yapi
tizerinde minimal hasara yol actigin1 gostermektedir.

%20 oraninda klinoptilolit igceren liyofilize kiiltiir numuneleri (LZ) ise graniiler,
koseli ve kristal yapili bir yiizey morfolojisi sunmus; ancak B. bifidum hiicreleri
goriintiilerde dogrudan secilememistir. Bu durum, hiicrelerin zeolit yiizeylerine giiclii
sekilde adsorbe olmasi ya da matrisin yapisal diizensizlikleri i¢inde tutulmasiyla
aciklanabilir. Bununla birlikte, gézlemlenen goézenekli yapilar, potansiyel olarak,
bakteriyel canliligi siirdiirebilecek koruyucu bir mikrogevre sunabilecek nitelikte
degerlendirilmektedir. Bu go6zlemler, rapor edilen benzer SEM analizleriyle de
ortiismektedir. Senila vd., (2022) dogal zeolit tizerinde mikrobiyal biyofilm olusumunun
SEM ile inceledikleri ¢alismalarinda bireysel hiicrelerin zeolit matrisi i¢inde gomiilii
halde bulundugunu ve dolayisiyla net sekilde ayristirilamadigi sonucuna ulagmiglardir.

Siit-zeolit karisimi (LK) igeren liyofilize 6rneklerde, film benzeri amorf alanlarla
birlikte mineral parcaciklar gozlenmis; bu heterojen yapi igerisinde ¢ubuksu formunu
koruyan B. bifidum hiicreleri net bir sekilde ayirt edilebilmistir. Bu bulgu, siit
proteinlerinin film olusturma 6zelligi ile zeolitin yiiksek adsorpsiyon kapasitesi arasinda
sinerjik bir etki bulundugunu ve bunun hiicre stabilizasyonuna katki sagladigini

gostermektedir.
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Biiyiitme Orani

) 500X ) 20000X
Olgek ¢ubugu: 4 um Olgek ¢ubugu: 1 um

EHT = 2.00 kV Signal A = SE2 . EHT = 2.00 kV Signal A= SE2
WD = 5.3 mm Mag= 500KX WD = 5.4 mm Mag = 2000 KX ¥t
==
Signal A = SE2 EHT = 2.00kV Signal A = SE2
Mag 5.00 K X WD = 5.4 mm Mag = 20.00 KX

EHT = 2.00 kV Signal A= SE2
WD = 5.3 mm Mag 5.00 KX

Sekil 4.5. Liyofilize edilen B.bifidum kiiltiirlerinin FE-SEM go6riintiileri
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Biiyiitme Orani

) 500X
Olgek ¢ubugu: 4 um

) 20000X
Olgek cubugu: 1 um
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WD = 5.4 mm Mag= 5.00KX

td d
EHT = 2.00 kv Signal A= SE2

WD = 5.3 mm Mag= 500KX

EHT = 2.00 kV Signal A = SE2
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WD = 5.4 mm

Signal A = SE2
Mag = 20.00 KX

5

EHT = 2.00 kV Signal A = SE2
WD = 5.3 mm Mag = 20.00 KX
=

EHT = 2.00kV Signal A = SE2
WD = 5.4mm Mag= 20.00 KX

Sekil 4.6. Vakumla kurutulan B. bifidum kiiltiirlerinin FE-SEM goriintiileri
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Vakumlu etiivde kurutulmus %20 (a/h) oraninda yagsiz siit tozu igeren kiiltiir
orneginin (VS), FE-SEM goriintiisiinde, matrisin yogun, piiriizlii ve ¢okiintiilii bir yilizey
goriinimi sergiledigi gozlemlenmistir. Yapinin, diisiik gézeneklilige sahip amorf ve
stkismig bolgeler icerdigi tespit edilmistir. Dondurarak kurutulmus kiiltiirlerin aksine, bu
ornekte belirgin biizilme ve ylizeyde daralma izleri dikkat ¢ekmektedir. Matris
dokusunun daha yakindan incelendigi goriintiide ise, yiizeyin pul seklinde, yassi ve
par¢alanmis goriiniimlii bir morfolojiye sahip oldugu goriilmektedir. Bu yapilarin bazilar
cubuksu, egimli ve kivrilmig halde olup, bunlarin muhtemelen kurutulmus ve kismen
deforme olmug B. bifidum hiicreleri olabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak, yogun
aglomere olmus matris yapist nedeniyle, hiicre biitiinliikleri net bi¢imde ayirt
edilememektedir. Bu durum, yiizeyin kirik bir yap1 kazanmasi ya da hiicrelerin sikigsmis
matrisin daha derin katmanlarina gémiilmiis olmasiyla iliskilendirilmektedir.

%20 (a/h) oraninda klinoptilolit igerisinde hazirlanan ve vakumlu etiivde
kurutulmus B. bifidum kiltirinin (VZ) mikro yapisinin siki ve koseli pargacik
morfolojisi sergiledigi g6zlemlenmistir. Kristal sekillerin kismen korundugu ve
pargaciklarin birbirine yakin yerlestigi goriilmiistiir. Ayn1 formiilasyonun dondurarak
kurutulmus ornegine (LZ) gore ylizey daha az gdzenekli goriinmekte, bazi pargaciklarda
ise aglomerasyon yani birbirine yapigsma gozlemlenmistir. Yiizey, mikroskobik diizeyde
daha az keskin kenarli ve hafif piiriizlii bir yap1 gostermektedir. Bu durum, vakum altinda
nispeten daha yiiksek sicaklia uzun siire maruz kalmanin yiizey diizlesmesine veya
parcaciklarin birbirine kaynasmasina yol agtigini diisiindiirmektedir. Ayrica, bu drnekte
de bakteriyel hiicrelere rastlanmamistir; bu durum kuruma siirecinde meydana gelen
yapisal degisimlerin hiicre biitiinliiglini ve muhafazasini olumsuz etkiledigini
gostermektedir.

Son olarak, %10 (a/h) oraninda yagsiz siit tozu ve %10 (a/h) oraninda klinoptilolit
hazirlanmis vakumla kurutulmus B. bifidum kiiltiirii (VK) yogun, gdzenekli ve diizensiz
bir mikroyapi sergilemistir. FE-SEM goriintiisiinde, sikismig protein matrisi igerisinden
disa dogru ¢ikan zeolit pargaciklar1 ve diizensiz ylizeyler dikkat ¢cekmektedir. Bu durum,
vakumla kurutma sirasinda matrisin biiziilmesi ve suyun uzaklasmasiyla birlikte tasiyici
maddelerin tam olarak biitiinlesemedigini gostermektedir. Ayrica biiyiik zeolit
pargaciklarinin siit matrisi i¢ine kismen gomiildiigli gorilmiistiir. Organik (siit) ve
inorganik (zeolit) fazlar arasinda tam bir biitiinlesme saglanamamis ve zeolit yiizeylerinin
slit matrisinin kat1 fazlaryla diizensiz sekilde kaplandigi fark edilmistir. Bununla birlikte,

B. bifidum hiicreleri bu yapida gozlemlenebilmis; ancak sayilar1 daha az ve dagilimlari
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daha daginik olmustur. Hiicrelerin matris i¢inde diizensiz bigimde dagilmis olmasi ve bazi
hiicrelerin yiizeye yakin pozisyonda gézlemlenmesi, koruyucu ortamin homojenliginin

yetersiz kaldigini diisindiirmektedir.

4.4, Kurutma Yontemi ve Tastyicilarin Nem Icerigi Uzerindeki Etkisi

Nem igerigi, probiyotik iirlinlerin depolama stabilitesi i¢in kritik bir parametredir.
Yiiksek nem orani, probiyotiklerin raf 6mriinii veya etkinligini azaltabilecek oksidasyon,
istenmeyen kimyasal reaksiyonlar veya mikrobiyal bozulma riskini artirabilirken; diisiik
ve stabil nem igerigi raf omriinii ve lirlin giivenligini artirmaktadir (Savedboworn vd.,
2018). Bu galismada, farkli formiilasyonlarin nem igerigi, farkli kurutma yontemlerinin
etkinligini ve koruyucu maddelerin nem diizenlemedeki roliinii degerlendirmek amacryla,
kurutulmus B. bifidum kiiltiirlerinin nem igerigi 0, 30, 60 ve 90. giinlerde Slgiilmiistiir.
Cizelge 4.5°te sunulan verilere gore, nem igerigi, kullanilan kurutma yontemi ve

koruyucu maddeye bagl olarak degisiklik gostermistir (p < 0,05).

Cizelge 4.5. Kurutulmus B.bifidum Kiiltiirlerine ait nem degerleri (%)"

Depolama siiresi (giin)

0 30 60 90 Ortalama
LS 6,28+ 0,26 2© 5,43+ 0,238 5,10+ 0,26 P8 4,39+ 0,248 5,30:£0,74
VS 9,25+ 0,23%0A 9,40+ 0,293A 9,30+ 0,29 3A 8,66+ 0,224 9,15+0,37
LZ 2,07+ 0,11% 2,20+ 0,203 0,74+ 0,02 5F 0,81+ 0,08 °C 1,45+0,72
vz 7,89+ 0,46 28 2,79+ 0,30°° 2,47+ 0,36°P 0,59+ 0,11 3,43+2,84
LK 3,20+ 0,2823P 1,50+ 0,10 bE 1,73+ 0,15 0,92+ 0,03 ¢ 1,84+0,89
VK 3,67£0,21° 4,09+ 0,28 3C 4,17+ 0,112cC 4,37+ 0,182 4,07+0,32

fOrtalama + standart sapma. Ayni1 satirdaki farkli kiigiik harfler (a—c) ve ayni siitundaki farkli biiyiik harfler
(A-F) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p < 0,05). L: Liyofilizasyon, V: Vakum kurutma, S:
Siit tozu , Z: Zeolit, K: Siit-zeolit karigimi

LS 6rnegi, nispeten yiiksek olan %6,28 nem igerigi ile baglamis, zamanla bu deger
yavas fakat istikrarli bir azalma gostererek 90. giin sonunda %4,39’a diismiistiir. Elde
edilen bu degerler, daha once yapilan ¢aligmalarda dondurularak kurutulmus siit tozu
bazli probiyotik formiilasyonlarda %3 ile %6 arasinda kalan artik nem seviyeleriyle

uyumludur (Carvalho vd., 2004) ve kurutma islemi ile koruyucu matrisin etkinligini
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dogrulamaktadir. Buna karsilik, literatiirde protein bazli matrisler kullanilarak vakumla
kurutulan probiyotik tozlarinin genellikle %8 ile %12 arasinda nem igerdigi bildirmistir
(Corcoran vd., 2004; Santivarangkna vd., 2007a). VS 6rneginde de, depolama siiresi
boyunca gozlenen yaklasik %9,15 seviyesinde seyreden yiiksek nem igerigi, vakum
kurutmanin siit tozu matrisinden bagli suyu uzaklagtirmada sinirl etki gdsterdigini ortaya
koymaktadir. Bu durum, laktoz ve proteinler gibi higroskopik bilesenlerin kurutma islemi
sonrasinda bile su tutma egiliminde olmalariyla agiklanabilir. Bu bulgu, vakumla kurutma
yonteminin dondurarak kurutmaya kiyasla daha fazla nem tuttugunu ortaya koyan Picot
ve Lacroix (2004) ile Heidebach vd. (2012) tarafindan yiiriitilen g¢alismalarla da
ortiismektedir; her iki ¢alismada da vakum kurutulmus orneklerde nem orani %9-11

arasinda bildirilmistir
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Sekil 4.7. Depolama siiresince B. bifidum kiiltiirlerinin nem igerigi degisimleri

Yalnizca klinoptilolit i¢ceren drnekler (LZ ve VZ), genel olarak diisiik nem igerigi
sergilemistir. Bu durum, klinoptilolitin yiiksek su adsorpsiyon kapasitesi, mikropordz
yapist ve termal olarak stabil kristal yapisina baglanabilir. Protein veya seker bazli
koruyucular higroskopik dogalar1 nedeniyle bagli suyu tutma egilimi varken, klinoptilolit
kurutma sirasinda daha etkili nem uzaklastirilmasina katki saglamaktadir (Krél vd., 2024;
Margeta vd., 2013). LZ 06rnegi, tiim depolama siiresi boyunca oldukga diisiik nem
degerleri gostermistir; baslangicta %2,07, 60. ve 90. gilinlerde ise %0,74 ve %0,81
seviyelerine kadar diigmistiir. Ortalama nem igerigi %1,45 olup, bu deger llinskaya vd.

(2024) tarafindan klinoptilolit iceren tiiflerde bildirilen %0,40 seviyesinden bir miktar
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yiiksek olsa da, mineral safligi, kurutma parametreleri ve kullanilan probiyotik sus
farklar1 bu durumu agiklayabilir.

VZ 6rnegi ise daha degisken bir nem profili sergilemistir. Baglangigta %7,89 olan
nem igerigi, 30. ve 60. giinlerde sirasiyla %2,79 ve %2,47 olarak 6l¢lilmiis, 90. giinde ise
%0,59’a kadar diigmiistiir. Bu ani diisiis, vakum kurutma islemi sirasinda yiizeydeki bagli
suyun tam olarak uzaklastirilamamasindan kaynaklanabilir. Ayrica, vakum kurutmanin,
dondurarak kurutmaya kiyasla daha diisiik kurutma etkinligi, 6zellikle ilk asamada
bakteriler {izerinde daha yiiksek dilizeyde stres olusturarak yapisal hasara yol
acabilmektedir (Santivarangkna vd., 2007a). Genel olarak, LZ 6rneginde gdzlenen siirekli
diisitk nem orani ile VZ 6rneginde tespit edilen hizli diisiis egilimi, klinoptilolitin nem
azaltic1 etkisini ortaya koymakta ve 6zellikle liyofilizasyon yonteminde daha kararli bir
kuruma sagladigini ortaya koymaktadir.

Klinoptilolit ve siit tozu kombinasyonu i¢eren LK 6rnegi, ortalama %1,84 nem
icerigi gostermistir ve bu deger zamanla istikrarli bir azalma egilimi sergilemistir. Bu
durum, Klinoptilolitin kurutucu Ozellikleri ile siit tozunun stabilizator etkisi arasinda
sinerjik bir etkiye isaret etmektedir. 90. giin itibariyla, LK 6rneginin nem igerigi, yalnizca
stit tozu igeren LS drnegine (%5,30) kiyasla anlamli derecede diisiik bulunmus ve bu
sonug, dondurularak kurutulmus probiyotik tozlar i¢in bildirilen optimal nem aralig
(%3-6) iginde yer almaktadir (Carvalho vd., 2004). VK 6rnegi ise 90 giinliik depolama
stiresince, baslangigta %3,67 olan nem igerigini, hafif bir artisla %4,37 seviyesine
tagimistir. Bu kii¢iik artis, muhtemelen ambalaj malzemesinin yetersiz bariyer 6zellikleri
nedeniyle dis ortamdan gelen nemin difiizyonuyla iligkilidir. Buna ragmen, nem igerigi
genel olarak stabil kalmigtir. Onemli olarak, VK &rnegi, yalnizca siit tozu igeren vakumla
kurutulmus VS 6rnegine (%9,15) kiyasla anlamli derecede daha diisiikk nem seviyeleri
korumustur. Bu durum, klinoptilolitin nem uzaklastirma kapasitesini belirgin sekilde

artirarak, vakum kurutma sirasinda nem stabilitesine katki sagladigini gostermektedir.

4.5. Kurutulmus Kiiltiirlerde Su Absorpsiyon Davramsi

Depolama boyunca su absorbsiyon davraniginin izlenmesi, kurutulmus gida
tozlariin fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik stabilitesini tahmin etmek acisindan ¢ok
onemlidir. Nem alimi veya kaybi, tozlarda topaklanma, yapiskanlik, Maillard
reaksiyonlar1, dokusal bozulmalar ve mikrobiyal ¢ogalma gibi kaliteyi olumsuz etkileyen

degisikliklere neden olabilir (Foster vd., 2005). Ozellikle siit veya karbonhidrat bazli
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higroskopik tozlar, ¢evresel bagil nem degisimlerine karst duyarlidir; bu durum su
aktivitesinin (aw) degismesine ve dolayisiyla iiriin giivenliginin tehlikeye girmesine ve raf
Omriiniin kisalmasina neden olabilir. Asir1 nem alimi1 su aktivitesini artirarak oksidatif ve
hidrolitik bozulmay1 tesvik etmekte ve probiyotik canlilhigmi azaltabilmektedir. Ote
yandan, asir1 nem kaybr mekanik strese veya hiicre membraninda hasara yol acarak
rehidrasyon sonrasi hiicrelerin toparlanmasini engelleyebilmektedir. Bu nedenle,
absorbsiyon egilimlerinin degerlendirilmesi; uygun ambalaj malzemesi se¢imi, ¢evresel
nem kontrolii ve islem parametrelerinin optimizasyonu agisindan kritik 6neme sahip olup,
bu olumsuz etkilerin Onlenmesine olanak tanimaktadir (Carvalho vd., 2004;
Santivarangkna vd., 2007a)

Bu ¢alismada, kurutulmus B. bifidum toz kiiltiirlerinin su absorbsiyon davranisi,
yaklasik %75 bagil nem saglayan doygun NaCl ¢6zeltisi bulunan bir desikatorde yedi giin
stireyle bekletilerek degerlendirilmistir. Bu kosullar altinda, formiilasyonlarin ¢evresel
nemi alma kapasiteleri incelenmis ve nem igerigindeki degisim miktar1 absorpsiyon
egilimini yansitmistir. Cizelge 4.6’da farkli kurutma yontemi ve koruyucu bilesimlere

sahip kiiltiir 6rneklerinin nem absorpsiyon diizeylerini ortaya koymaktadir.

izelge 4.6. Kurutulmus B.bifidum kiiltiirlerine ait su absorbsiyonu degerleri (%)
Cizelg s B.bifi y g (%)

Depolama siiresi (giin)

0 30 60 90 Ortalama

LS 6.5740,18%% 643+ 007%%  503-0,08°%A  7.84£011%A  6,69+0,74
aB aBC

VS 3.424038%0  326£020%® 09013 8,33+ 0,32 3274027
Lz 26140340  184+021°C  228:036C  270+043%C 2361046
VZ 0,150,005  1,0740,15%®  125:016®  132+039®  0,95£0.53
LK 4584053% 35850208 3351 046%8 36240278  37840.59
VK 3.0440,18%8C 1324018  2.84+0,19%C 1732021 246108

fOrtalama + standart sapma. Ayn satirdaki farkli kiiciik harfler (a—c) ve ayni siitundaki farkli biiyiik harfler
(A-F) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p < 0,05). L: Liyofilizasyon, V: Vakum kurutma, S:
Siit tozu , Z: Zeolit, K: Siit-zeolit karigimi

Calismada, LS 6rneginin su absorpsiyon oraninda 60. giinde azalma, 90. glinde
ise anlaml bir artig géstermistir. Nemdeki bu gecici diisiis, ¢evresel nemin toz kiiltiiriin
su aktivitesinden diisiik olmas1 durumunda, 6rnegin baglangicta ¢cevreye su kaybetmesiyle

iligkili olabilir. Alternatif olarak, toz yapisinda meydana gelen gozenek ¢okmesi veya
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laktoz gibi bilesenlerin kristallesmesi gibi i¢ yapisal degisiklikler, erken depolama
doneminde su tutma kapasitesinin gecici olarak azalmasina yol agmis olabilir (Foster vd.,
2005; Jouppila ve Roos, 1994). 90. giin sonunda nem oraninin %7,84’e yiikselmesi, toz
yapisinin zamanla gevsemesi ve siit tozunun higroskopik bilesenlerinin ¢evresel nemi
daha kolay absorbe etmesiyle agiklanabilir. Ote yandan, VS &rnegi boyunca su
absorbsiyonu 9%3,09 ile %3,42 arasinda degismis ve genel olarak stabil bir seyir
izlemistir. Bu degerler, LS 6rnegine gore daha diisiik olmakla birlikte, vakum kurutma
uygulanmasina ragmen siit tozunun dogal nem c¢ekme egiliminin tamamen
engellenemedigini ortaya koymaktadir. Bu fark, dondurarak kurutulmus iiriinlerin daha
gozenekli yapiya sahip olmasi ve bu nedenle cevresel nemi daha kolay absorbe etme
egiliminde bulunmalartyla agiklanabilir. Bu durum, Heidebach vd. (2012) tarafindan
bildirilen bulgularla benzerlik gostermektedir.

VZ 6rnegi, su absorbsiyonu agisindan en diigiik degerleri gdstermistir; nem orani
%0,15’ten baglayarak 90. giin sonunda yalmizca %1,32’ye kadar yiikselmistir. Bu
sonuglar, 6zellikle klinoptilolit (zeolit) ile kombine edildiginde vakum kurutmanin, nem
alimina kars1 yiiksek direnc¢ saglayan toz yapilar1 olusturdugunu ortaya koymaktadir.
Zeolitin diigiik higroskopik 6zelligi ile vakum kurutma sirasinda gelisen kompakt yapi,
yiiksek bagil nem kosullarinda bile su buhar1 absorbsiyonunu minimumda tutmaktadir.
Bu 6zellik, depolama sirasinda topaklanma, esmerlesme veya mikrobiyal biiyiimeyi
Onleyerek tozun fiziksel stabilitesini artirmasi agisindan faydali olmakla birlikte, ¢cok
diisiik nem seviyeleri hiicresel stres ve dehidrasyona neden olarak probiyotik canliliginin
korunmasini zorlastirabilmektedir (Carvalho vd., 2004; Santivarangkna vd., 2007b).

LZ ornegi, diisiik ve hafif dalgalanan su absorbsiyonu gdstermistir; baslangigta
%2,61°den %1,84’e diismiis, 90. giinde tekrar %2,70’e ylikselmistir. Bu desen, ortam ile
orta diizeyde bir nem aligverisine isaret etmektedir. Klinoptilolit varligi su aliminm
sinirlarken, dondurarak kurutma isleminde olusan gozeneklilik zaman i¢inde kademeli
absorbsiyona izin vermistir. LZ, siit tozu orneklerine kiyasla daha yliksek nem direnci
gosterirken, ancak vakum kurutulmus zeolite Ornegine gore biraz daha yiiksek
absorbsiyon ile depolama siiresince dengeli bir stabilite sergilemistir. Tripathi ve Giri,
(2014) tarafindan yapilan c¢aligmada, polisakkarit veya zeolit bazli koruyucularla
kurutulan probiyotik {irlinlerin, protein igeren ortamlara gore daha diisiik su absorbsiyon
degerleri sergiledigi rapor edilmistir.

LK 6rnegi, 60. giine kadar %4,58’den %3,35’¢ hafif bir diisiis, ardindan 90. giinde

%?3,62’ye kiigiik bir artigla orta diizeyde ve nispeten stabil nem igerigi gostermistir. Bu
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durum, zeolitin koruyucu etkisi ile asir1 nem alimini sinirladigy, siit tozu bileseninin ise
cevresel nemle bir miktar etkilesime izin verdigi dengeli bir absorbsiyon davranigini
isaret etmektedir.

Buna karsilik VK 0Ornegi diizensiz su absorbsiyonu sergilemis; 30. gilinde
%3,94’ten %1,32’ye keskin bir diisiis, 60. giinde %2,84’e artis ve 90. gilinde tekrar
%1,73’e azalma gostermistir. Bu dalgalanmalar, vakum kurutma islemi sirasinda olusan
toz matrisindeki yapisal yeniden diizenlenmelere baglanabilir; bu da depolama siiresince

malzemenin nem ile etkilesimini etkileyebilir.

Su sorpsiyonu (%)

10

8

6

) ? 7

) %E Y e B
LS VS LZ VZ VK

o

230 060 m90

Sekil 4.8. Depolama siiresince B. bifidum kiiltiirlerinin su absorbsiyon degisimleri

4.6. Kurutulmus Kiiltiirlerde pH Degisimi

pH, probiyotik bakterilerin isleme ve depolama sirasinda hayatta kalmasi ve
fizyolojik stabilitelerinin korunmasinda etkili olan temel bir parametredir (Tripathi ve
Giri, 2014). Bu calismada, tiim formiilasyonlarda pH 6l¢iimleri 0., 30., 60. ve 90. giinlerde
gerceklestirilmis olup, sonuglar Cizelge 4.7’de sunulmustur. Siit tozu iceren drneklerde
pH dengesinin korunmasi biiyiik dnem tasimaktadir, ¢iinkli asint asidik kosullar, B.
bifidum’un canlilifina ve metabolik aktivitesi lizerinde olumsuz etkilere neden olabilir
(Saarela vd., 2000). Zeolit iceren Orneklerde ise klinoptilolit mineralinin, yiiksek
tamponlama kapasitesi sayesinde pH dalgalanmalarini dengeleyici etki gosterdigi
bildirilmektedir (Mastinu vd., 2019). Siit tozu ve klinoptilolitin birlikte kullanildig
kombinasyon formiilasyonlarinda ise, organik ve mineral bilesenlerin etkilesimiyle daha
karmasik bir ortam olusmaktadir. Bu kombinasyon, hem klinoptilolitin tamponlayici

etkisi hem de siit tozunun sagladigi besinsel 6geler sayesinde, probiyotikler i¢in daha
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stabil bir mikrogevre saglayabilmektedir (Mastinu vd., 2019; Santivarangkna vd., 2007a).
Bu nedenle, pH takibi yalnizca {iriiniin asit-baz dengesini degerlendirmekle kalmamakta;
ayni zamanda, tasiyici bilesenlerin bakterileri kurutma ve depolama siireglerinde ne
Olciide koruyabildigini degerlendirmek acisindan da 6nem arz etmektedir. Elde edilen
bulgular, probiyotik canliligini ve fonksiyonelligini depolama siiresince korumaya

yonelik formiilasyonlarin gelistirilmesi agisindan 6nemli bilgiler sunmaktadir.

Cizelge 4.7. Kurutulmus B.bifidum kiiltiirlerine ait pH degerleri

Depolama siiresi (giin)

0 30 60 90 Ortalama

LS 6.90£0,03% 65140185 69040207 6494003  6,70+0.24
aBC aB

VS 748+0,02°  700£0,09bc0  :45%0.05 Ul 7334022
LZ 85340038  856£032%A  8344005%  82940,05%A  8.430,19
VZ 8.77+0,14%A  8054005%  827+0,16"  809+0.10°A 830032
LK 7.03£0,03%  7.3340.14%C  7.6140.07%  7.13£0,09%  7.30£0.22
VK 72440,06%°  6,7740,06F  72340.10%C  7.42+0,36 % 717

fOrtalama + standart sapma. Ayn1 satirdaki farkli kiiiik harfler (a—c) ve ayni siitundaki farkli biiyiik harfler
(A-F) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p < 0,05). L: Liyofilizasyon, V: Vakum kurutma, S:
Siit tozu , Z: Zeolit, K: Siit-zeolit karigimi

LS o6rneklerinde, pH degeri 0. giinde 6,90 olarak ol¢tiilmiis, 30. giinde istatistiksel
olarak anlaml bir diisiisle 6,51’e gerilemistir (p < 0,05). 60. glinde 6,90’a yiikselen pH,
90. giinde yeniden azalarak 6,49’a diismiistiir. Bu tiir pH dalgalanmalari, kurutma
sonrasinda bile siit matrisi i¢inde diisiik diizeyli devam eden metabolik aktivite veya
protein hidrolizi gibi faktorlerle iliskili olabilir (Khem vd., 2016). VS 6rnekleri ise daha
yiiksek ve gorece stabil bir pH profili sergilemistir. Baglangi¢ pH’1 7,48 iken, 30. giinde
anlamli sekilde azalarak 7,00’a diismiis; ardindan 60. ve 90. giinlerde sirasiyla 7,45 ve
7,41 degerlerinde dl¢iilmiistiir. Vakum kurutma isleminin, siit bilesenlerinde pH diisiisiine
neden olabilecek rezidiiel enzimatik veya mikrobiyal siiregleri baskilamasi, bu
stabilitenin saglanmasina katki saglamis olabilir. Bununla birlikte, ilk 30 giindeki anlaml
diistis, muhtemelen kurutma sonrasi gerceklesen smirli diizeydeki biyokimyasal
degisimlerden kaynaklanmaktadir.

Dondurularak kurutulmus zeolit (LZ) 6rneginde, pH degerleri 8,34 ile 8,56

arasinda degisim gostermis; tim 6l¢iim noktalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
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fark tespit edilmemistir (p > 0,05). Bu sonug, zeolitin yiiksek tamponlama kapasitesine
ve iyon degisim 6zelliklerine bagli olarak, sistemin pH stabilitesini koruyabildigini ortaya
koymaktadir. Klinoptilolitin dogal yapisi, 6zellikle hafif alkali bir mikrogevre olusturarak
ortamin asidifikasyonunu siirlandirmis olabilir (Inglezakis vd., 2003; Polatoglu, 2005).

Buna karsilik vakumla kurutulmus zeolit (VZ) 6rneklerinde, pH 0. giinde 8,77
olarak Olcililmiis, 30. giinde 8,05’e¢ diiserek istatistiksel olarak anlamli bir azalma
gostermistir (p < 0,05). Ancak sonraki zaman noktalarinda bu deger sabit kalmistir. Bu
erken diisiis, zeolitin ylizeyinde iyon veya metabolit adsorpsiyonuna bagli bir denge fazini
yansitiyor olabilir. Sistemin zamanla yeniden stabilize olmasi, bu etkilesimlerin belirli bir

stirede tamamlandigini diisiindiirmektedir.
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Sekil 4.9. Depolama boyunca B. bifidum kiiltiirlerinde pH degisimi

Siit tozu ve zeolitin birlikte kullanildig1 kombinasyon matrislerinde pH davranigi
daha karmasik bir seyir izlemistir. Dondurularak kurutulmus karisim (LK) 6rneginde, pH
degeri baslangicta 7,13 iken, 60. glinde 7,61°e yiikselmis; 90. giinde ise tekrar 7,13’e
diiserek dalgali bir profil sergilemistir. Bu gecici artis, siit ve zeolit bilesenleri arasinda
gecici olarak tamponlama kapasitesini artiran veya asit olusumunu geciktiren sinerjik
etkilesimlerden kaynaklanabilir. Vakumla kurutulmus karisim (VK) 6rnegi ise daha
belirgin bir degiskenlik gostermistir. pH degeri 30. giinde 6,77’ ye diismiis, ardindan 90.
giinde 7,42’ye yiikselmistir. Vakumla kurutma isleminin, 6zellikle koruyucu olarak

karbonhidratlarin kullanildig: sistemlerde, hiicre zarlarinda hasara yol agan ve matris ici
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etkilesimleri artiran molekiiler diizeyde streslere neden olabilecegi bilinmektedir
(Kubbutat vd., 2021; Santivarangkna vd., 2007a). Ayrica, zeolitin iyon degisim
kapasitesine bagli olarak kontrollii iyon salimi yoluyla pH iizerinde etkili oldugu
literatiirde agikca ortaya konmustur (Berber-Mendoza vd., 2006; Polatoglu, 2005). Bu
mekanizmalar birlikte degerlendirildiginde, bu c¢alsmadaki, 90 giinliik depolama siiresi
boyunca gozlenen pH dalgalanmalar1 ve ortamin kimyasal dengesindeki siirekli degisim

agiklanabilir.

4.7. Kurutulmus Kiiltiirlerde Titre Edilebilir Asitlik (TTA) Degerleri

TTA (Toplam Titre edilebilir Asitlik), probiyotik formiilasyonlarda toplam asit
iceriginin degerlendirmek amaciyla kullanilan 6nemli bir parametredir. Bu 6l¢iim, isleme
ve depolama siiregleri boyunca probiyotik bakterilerin metabolik aktivitesine iligskin
dolayli ancak kritik bilgiler sunar. pH, yalnizca belirli bir anda ortamda bulunan serbest
hidrojen iyonu konsantrasyonunu yansitirken, TTA bakteriyel fermantasyonla iiretilen
tiim organik asit tiirlerini de kapsayan daha kapsamli bir 6l¢timdiir. Bu 6zelligi sayesinde
TTA, pH degisiminde hemen fark edilemeyen ancak zaman igerisinde iiriin kalitesi ve
mikrobiyal stabilite iizerinde etkili olabilecek asidik birikimlerin izlenmesine olanak
tanimaktadir (Champagne vd., 2011). Probiyotik tiriinlerde TTA’daki artis, genellikle
devam eden bakteriyel metabolizmanin bir gostergesidir; bu durum iriiniin lezzetini, raf
Omriinii ve probiyotik canlilik diizeyi iizerinde dogrudan etkili olabilmektedir. Bu
nedenle, TTA takibi, siit klinoptilolit veya bunlarin kombinasyonlarini igeren tasiyici
matrislerin tamponlama kapasitelerinin karsilastirilmasi agisindan da 6nem tagimaktadir.
Bu degerlendirme, formiilasyonun asidifikasyonu ne Olgiide sinirlandirabildigini
gostererek probiyotik fonksiyonelligin korunmasina katki saglar. Dolayisiyla, TTA
Olgtimleri, kurutma siire¢lerinin optimize edilmesinde ve probiyotik kiiltiirlerin
stabilitesinin saglanmasinda degerli bir arag oOlarak gériilmektedir. Kurutulmus B. bifidum
kiiltiirlerine ait TTA degerleri Cizelge 4.8’de gosterilmistir.

Dondurularak kurutulmus siit tozu (LS) drneklerinde, TTA baslangicta %1,77 ile
en yliksek degerlerden birini géstermistir. 30. giinde bu deger istatistiksel olarak anlaml
sekilde %1,46’ya diismiis ve 60. ile 90. gilinlerde benzer seviyelerde (%1,46 ve %1,38)
kalmistir (p < 0,05). Bu azalma, depolamanin erken doneminde siiregelen mikrobiyal
veya enzimatik faaliyetlerin zamanla azaldigini, boylece sistemin asit iiretimi bakimindan

daha stabil hale geldigini gostermektedir. Benzer egilimler, fermente siit iiriinlerinin
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dondurularak kurutulmasi sonrasi yapilan ¢alismalarda da bildirilmistir (Martinez-Franco

vd., 2013).

Cizelge 4.8. Kurutulmus B.bifidum Kkiiltiirlerine ait toplam titre edilebilir asitlik (TTA) degerleri (%)*

Depolama siiresi (giin)

0 30 60 90 Ortalama
LS 1,77+0,1134 1,46+0,07 A 1,46+0,07 PA 1,38+0,03 A 1,52+0,17
VS 0,95+0,09 2B 0,60+0,07 ¢ 0,60+0,07 P8 0,8140,16 28 0,74+0,17
LZ 0,15+0,03 2 0,07+0,02 PP 0,08+0,03 PP 0,05+0,0 °P° 0,08+0,05
vZ 0,18+0,05%® 0,05+0,00°P 0,06+0,03 PP 0,05+0,00°P 0,08+0,06
LK 1,02+0,07 %8 1,044+0,08 28 0,96:+0,07 28 0,81+0,08 P8 0,96+0,11
VK 0,60+0,09 b€ 1,3840,03 2A 0,51+0,03 B 0,42+0,05 € 0,73+0,40

fOrtalama + standart sapma. Ayni satirdaki farkli kiigiik harfler (a—c) ve ayni siitundaki farkli biiyiik harfler
(A-F) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p < 0,05). L: Liyofilizasyon, V: Vakum kurutma, S:
Siit tozu, Z: Zeolit, K: Siit-zeolit karisimi

Vakumla kurutulmus siit tozu (VS) 6rneklerinde ise TTA baglangi¢ta daha diisiik
iken (%0,95); bu deger 30. ve 60. giinlerde %0,60’a gerilemis, 90. giinde ise hafif bir
artisla %0,81’¢e yiikselmistir. Bu patern, vakum kurutma isleminin bakteriyel asit
{iretimini baskilayic1 bir etki olusturdugunu diisiindiirmektedir. Ozellikle bu ydntemde
ortamda kalan nem oranmin yiiksek olmasi (yaklasik %9,15), bakterilerin metabolik
olarak aktif kalma ihtimalini artirirken, diisiik oksijen varligi mikrobiyal fermentasyonu
siirlayabilmektedir. 90. giindeki asidite artis1 ise, orneklerin ambalaj gecirgenligine bagl
olarak ¢cevresel nem c¢ekmesi, kisitll sayida canli bakterinin yeniden metabolik olarak
aktive olmasi ya da matris igerisinde 6nceden tutulmus asitlerin zamanla serbest kalmasi
gibi olasiliklarla agiklanabilir. Depolama siiresince nemin belirli bir seviyede kalmasi,
biyolojik aktivitenin smirli da olsa devam etmesine izin verdigini gostermektedir
(Santivarangkna vd., 2007a).

Tim formiilasyonlar arasinda, zeolit bazli1 érnekler (LZ ve VZ) depolama siiresi
boyunca en diisiik TTA degerlerini gostermistir. LZ 6rneginde TTA, baslangigta 9%0,15
iken 90. giin sonunda %0,05’e kadar azalmistir. Benzer sekilde, VZ 6rneginde %0,18
olan baslangic degeri yine %0,05’e diismiis ve her iki O6rnekte de istatistiksel olarak
anlamli bir azalma gézlenmistir (p < 0,05). Ilinskaya vd. (2024), klinoptilolit {izerine

immobilize edilmis probiyotik bakterilerin depolama siiresince daha diisiik asit iiretimi
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gosterdigini ve siit tozu matrislerinde korunan kiiltiirlere gore daha disiik TTA
degerlerine sahip oldugunu bildirmistir. Benzer sekilde, Santos vd. (2019), zeolit gibi
inorganik tasiyicilarla formiile edilen probiyotik tozlarin depolama siiresince donemli
Olciide daha diigiik asit {iretim potansiyeline sahip oldugunu ve bunun baslica
nedenlerinin metabolik aktivitenin sinirlanmasi ile diisiik nem igerigi ile iliskili oldugunu
rapor etmistir. Ayrica, Santivarangkna vd. (2007a), yiiksek nem tutucu 6zellikteki organik
kurutma matrislerinin (6rnegin siit tozu) daha yiliksek asit {iretimini korudugunu,
inorganik matrislerin ise metabolik aktiviteyi sinirlandirarak TTA seviyelerini

diisiirdiigiinii belirtmistir.
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Sekil 4.10. Depolama boyunca B. bifidum kiiltiirlerinde TTA degisimi

Kompozit tasiyicilarda (siit tozu + klinoptilolit) TTA davranisi daha karmasik bir
profil sergilemistir. Dondurularak kurutulmus karisim (LK) 6rneginde, TTA degeri
%1,02 ile baglamis, 90. giin sonunda %0,81°¢ kademeli ve istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde diismiistiir (p < 0,05). Bu diizenli azalma, siit tozunun organik asit liretim
potansiyeli ile klinoptilolitin tamponlayici ve adsorptif 6zellikleri arasinda dengeli bir
etkilesim oldugunu diisiindiirmektedir. Vakumla kurutulmus karisim (VK) Ornegi ise
daha degisken bir TTA deseni ortaya koymustur. Baslangicta %0,60 olan asidite, 30.
giinde tlim gruplar arasinda en yiiksek deger olan %1,38’e ulagsmis, ardindan 90. giinde

%0,42’ye diiserek anlamli bir azalma gostermistir. Bu zirve, nem absorbsiyonu veya
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matris gevsemesi nedeniyle kalici veya gegici olarak yeniden aktive olan bazi metabolik
aktivitelerin varligina isaret ediyor olabilir. Bu tiir bir yeniden aktivasyon, hem dnceden
tutulmus hiicre i¢i organik asitlerin serbest kalmasina hem de hayatta kalan hiicrelerin
sinirli fermantasyonla yeni asit iretmesine yol agmis olabilir. Ancak, takip eden siiregte
gozlenen belirgin TTA azalmasi, klinoptilolitin tamponlama ve iyon degisim
kapasitesinin bu etkiyi sinirladigi, ayrica vakumla kurutma sirasinda olusan
mikrogevrenin stabilizasyonu destekledigi yoniinde degerlendirilebilir. Bu sonuglar,
kompozit tasiyict sistemlerin pH ve asitlik agisindan zamanla dengeleyici bir davranis
sergileyebilecegini gostermektedir.

Klinikoptilolit ve siit tozu kombinasyonu ile kurutulmus probiyotik kiiltiirlerde
dogrudan TTA Olgiimiinii raporlayan g¢alisma sayisi siirli olmakla birlikte, mevcut
literatiir gozlemlenen egilimleri desteklemektedir. Organik tastyicilar (6rnegin siit tozu)
genellikle orta diizeyde asit iiretimini siirdiiriirken, inorganik tastyicilar (6rnegin zeolit)
diistik nem igerigi ve metabolik kisitlama yoluyla asitlik artigini sinirlandirmaktadir

(llinskaya vd., 2024; Santivarangkna vd., 2007a; Santos vd., 2019).
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonuglar

Bu ¢aligmada, dondurarak kurutma ve vakum kurutma yontemleriyle kurutulan
Bifidobacterium bifidum kiiltiirlerinde, farkli tasiyict matrislerin (yagsiz siit tozu,
klinoptilolit-zeolit ve bunlarin kombinasyonlarinin) bakteri canliligi, fizikokimyasal
stabilitesi depolama siirecindeki davraniglar1 iizerindeki etkileri degerlendirilmistir.
Caligmanin temel amaci, uygun tasiyici ve kurutma yontemi kombinasyonlar1 araciligiyla
probiyotik canliligini maksimum diizeyde korumak ve elde edilen toz {iriinlerin depolama
stabilitesini artirmaktir. Elde edilen bulgular, incelenen tasiyict matrislerin kurutma ve
depolama siirecleri boyunca B. bifidum canliliginin korunmasindaki etkili rollerini ve
olas1 koruyucu mekanizmalarini ortaya koyarak literatiire 6zgiin katkilar saglamaktadir.

Sonuglar, B. bifidum canliliginin korunmasinda dondurarak kurutma yonteminin,
vakum kurutmaya gére daha etkili oldugunu ortaya koymustur. Ozellikle yalnizca siit
tozu igeren ve dondurarak kurutulan LS 6rnegi, %0,03 log kob/g gibi son derece diisiik
bir canlilik kaybi ile en basarili sonucu vermistir. Bu bulgu, laktoz ve protein igerigi
sayesinde dondurarak kurutma sirasinda cam benzeri stabil bir yap1 olusturan siit tozunun
tistiin kriyoprotektif 6zelliklerini dogrular niteliktedir. S6z konusu yapi, hiicre zarinin
biitiinltiglinii korumakta, osmotik stresin etkilerini azaltmakta ve oksidatif ya da hidrolitik
bozunmalar1 sinirlandirarak hiicreyi ¢evresel stres faktorlerine karsi korumaktadir. Buna
karsin, vakum kurutulmus siit tozu (VS) 6rneginde canlilik kaybi 1,39 log kob/g
seviyesine ulasarak belirgin bir diisiis gostermistir. Bu durum, vakum kurutma islemi
sirasinda maruz kaliman termal stresin, siit tozunun koruyucu kapasitesini kismen
azalttigim gostermektedir. Bununla birlikte, her iki yontemde de siit tozunun varligi,
probiyotik canlilik esigi olarak kabul edilen 6 log kob/g’nin {lizerinde canlilik seviyesinin
korunmasini saglamistir. Bu da siit tozunun, farkli kurutma kosullarinda dahi belirli bir
koruyucu etkinligi stirdiirebildigine isaret etmektedir.

Zeolitin tek basina kullanildig1 6rneklerde canlilik degerleri, anlamli 6l¢iide daha
diisitk bulunmustur. Sadece zeolit iceren LZ ve VZ oOrnekleri, en yiiksek canlilik
kayiplarim gostermistir. Ozellikle VZ 6rneginde canlilik, 8,75 log kob/g’dan 3,36 log
kob/g’a gerileyerek 5,39 log birimlik ciddi bir kayip yasamistir. Bu durum, zeolitin
inorganik, besin agisindan yetersiz yapisinin yani sira B. bifidum i¢in uygun olmayan

yiiksek alkali mikrogevre (pH ~9,0) yaratma egiliminin, tek basina koruyucu olarak
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kullaniminin sinirlamalar getirdigini ortaya koymaktadir. Zeolitin osmo-koruyucu
bilesikler igermemesi Ve Kurutma esnasinda su akisini diizenleyememesi, hiicre membran
saglanamamasina ve dehidrasyon kaynakli stresin dnlenememesine neden olmaktadir.
Yiiksek yiizey alani, gozeneklilik ve iyon degisim 6zelliklerine ragmen, fiziksel-kimyasal
avantajlar mikroorganizma canliliginin tek basina korunmasi i¢in yeterli olmamustir.

Ancak ¢alisma, zeolitin bu sinirlamalarinin siit tozu ile kombinasyon halinde
kullanimda 6nemli 6l¢iide asilabilecegini gostermistir. Hem LK hem de VK o6rnekleri,
yalnizca zeolit iceren formiilasyonlara kiyasla anlamli derecede daha yiiksek canlilik
degerleri sergilemistir. Ozellikle LK 6rnegi, 0,47 log kob/g gibi diisiik canlilik kayb1 ve
depolama stiresince gosterdigi stabil canlilik egilimi ile LS 6rneginden dahi daha iistiin
bir canlilik korumasi saglamistir. Bu bulgu, siit tozu ve zeolitin sinerjik bir koruyucu
etkiye sahip oldugunu gostermektedir: siit tozu biyokimyasal koruma ve membran
stabilizasyonu saglarken, zeolit iyon degisimi ve yapisal destek yoluyla nem diizenlemesi
ve cevresel stresin tamponlanmasina katkida bulunmaktadir. Bu sinerji, su aktivitesinin
dengelenmesini, matris heterojenitesinin azaltilmasin1  ve kurutma isleminin
homojenliginin artmasini miimkiin kilmaktadir.

Onemli bir diger gézlem ise, zeolit iceren bazi drneklerde subletal hasar gérmiis
hiicrelerin depolama siiresince kismen iyilesmesi olmustur. LZ ve VZ o6rneklerinde,
canlilik degerleri ilk iki ayda hafif artis gostermistir. Bu durum, zeolitin gbzenekli yapisi
ve nem tamponlama kapasitesi sayesinde, kurutma sonrasi hiicresel onarimi destekleyen
dinamik bir mikrogevre olusturdugunu diisiindiirmektedir. Onceki ¢alismalar da, kurutma
sirasinda zarar goren hiicrelerin yeterli nem ve membran stabilitesi saglandiginda
zamanla yeniden tireme yetenegini kazandigini veya kiiltiir ortaminda ¢ogalabilir hale
geldigini gostermektedir. Bu bulgu, canlilik takibinin yalnizca kurutma sonrasinda degil,
tiim depolama siirecini kapsamasi gerektigini vurgulamaktadir.

Fizikokimyasal analizler, mikrobiyolojik bulgularla tutarlilik gostermistir. Zeolit
iceren Ornekler, daha diigiilk nem icerigine sahip olup, LZ ve VZ o6rnekleri zeolitin giiclii
kurutucu oOzelliklerini dogrulamistir. Su absorbsiyon testleri, zeolitin, higroskopik
davranigi etkili bigimde sinirladigini ve dolayisiyla topaklanma ya da esmerlesme gibi
olumsuz fiziksel degisimleri onlemeye yardime1 olabilecegini gostermistir. Ote yandan,
siit tozu igeren Ornekler daha fazla nem tutmasina ragmen, bu nem seviyeleri probiyotik
tozlar i¢in giivenli sinirlar iginde kalmistir. LK 6rnegi, yavas ve kontrollii nem degisimleri

ile yiiksek stabilite gostererek olumlu bir nem profili sunarken; VK 6rnegi, vakum
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kurutma islemi sirasinda olusan yapisal yeniden diizenlemeler nedeniyle daha dengesiz
bir nem davranisi sergilemistir.

pH ve toplam titrasyon asitligi (TTA) analizleri, 6rneklerin mikro ortam
kosullarin1 daha detayli bicimde ortaya koymustur. Zeolit i¢eren 6rneklerde yiiksek ve
stabil pH seviyeleri Ol¢iilmiis olup, bu alkali ortam asidofilik B. bifidum gibi bakteriler
icin olumsuz bir etki yaratmigtir. Ancak siit tozu ile kombinasyon halinde kullanilan LK
orneginde pH degerleri daha dengeli kalmistir. TTA sonuglari, LS ve VK gibi daha nemli
orneklerde metabolik aktivitenin siirdiiglinii, zeolit igeren drneklerde ise diisiik asidite
nedeniyle bakteriyel aktivitenin baskilandigini gostermistir.

FE-SEM goriintiileri, ornekler arasindaki yapisal farkliliklari acikga ortaya
koymustur. Dondurarak kurutulmus siit tozu c¢eren orneklerde, gozenekli yapinin
korundugu ve hiicrelerin bu yap1 igerisinde iyi sekilde muhafaza edildigi gozlenmistir.
Buna karsilik, vakum kurutulmus orneklerde daha sikismis bir yapr ve azalmig
gozeneklilik dikkat ¢ekmistir. Zeolit iceren Ornekler ise, kristalize ve piirlizlii yiizey
ozellikleri sergilemis; bu yiizeylerde belirgin bakteriyel yapilar izlenememistir. Ote
yandan, siit tozu ve =zeolitin birlikte kullanildigt LK 0Ornegi, bakterilerin de
gozlemlenebildigi homojen ve kompozit bir yapit sunmus; bu durum, iki tasiyicinin
birlikte kullaniminin yapisal biitiinliik ve koruyuculuk agisindan daha etkili bir koruma
sagladigini distindiirmektedir.

Genel olarak, bu sonuclar klinoptilolitin siit tozu ile birlikte kullaniminin, tek
basina kullanimina veya yalnizca siit tozu igeren sistemlere kiyasla daha {istiin sonuclar
sagladigini gostermektedir. Dondurarak kurutma siirecinde siit tozu, hem besinsel destek
saglayarak hem de cam benzeri koruyucu bir yap1 olusturarak bakteriyel canliligin
korunmasina katkida bulunmustur. Zeolit ise, nem kontrolii, pH dengesinin saglanmasi
ve kurutma sonrasi stabil bir mikrogevrenin korunmasi agisindan énemli rol oynamaistir.
Bu kombinasyon, hiicre canliliginin korunmasina ek olarak, probiyotiklerin isleme ve
depolama siireci boyunca iglevselligini siirdiirebilmesi i¢in kritik 6neme sahip olan pH ve
nem gibi ¢evresel parametrelerin stabil kalmasina olanak tanimaktadir.

Sonug olarak, B. bifidum gibi probiyotiklerin etkin bigimde korunmasi, yalnizca
kurutma yontemine degil, ayn1 zamanda segilen tastyict materyallerin niteliklerine de
dogrudan baghdir. Dondurarak kurutma halen en etkili ve giivenilir teknik olarak one
ciksa da, farkli fizikokimyasal 6zellikler tagiyan siit tozu ve zeolit gibi koruyucularin
kombinasyonu, bu yontemin performansini énemli dlgiide artirabilmektedir. Protein ve

mineral bazli tasiyicilarin birlikte kullanimi, 6zellikle uzun raf 6mrii ve kalite tutarlilig
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gerektiren endiistriyel uygulamalar i¢in daha daynikli ve etkin probiyotik iiriinlerin
gelistirilmesine olanak taniyan umut vadeden bir yaklasimdir. Gelecekte, siit tozu ve
zeolitin farkli oranlarda kombinasyonlari, ¢esitli probiyotik suslarla birlikte
degerlendirilerek; ayn1 zamanda ger¢ek¢i ambalajlama ve tasima kosullarn altindaki
canlilik ve stabilite performanslar1 arastirtlmalidir. Bu tiir arastirmalar, probiyotik
tiriinlerin tiretimden tiikketime kadar saglik faydalarinin siirdiiriilebilir bicimde korunmasi

acisindan kritik 6neme sahiptir.

5.2. Oneriler

Bu ¢alismada, klinoptilolit ve siit tozu sabit oranlarda kullanilmis olmakla birlikte,
gelecekte farkli oran kombinasyonlarinin sistematik olarak incelenmesi, B. bifidum
canliligint en yiiksek diizeyde koruyabilecek optimum formiilasyonun belirlenmesine
katki saglayabilir. Ozellikle bu tastyicilarin oranlari arasindaki sinerjik etkilesimlerin
degerlendirilmesi, koruyucu etki mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasina olanak
tantyacaktir.

Bunun yani sira, elde edilen kurutulmus kiiltiirlerin simiile edilmis gastrointestinal
kosullarda (mide asidi ve safra tuzlarina maruz kalma gibi) dayanikliliklarinin test
edilmesi, probiyotiklerin sindirim sistemi boyunca hayatta kalma kapasiteleri ve
fonksiyonel etkinlikleri hakkinda daha gercek¢i ve uygulamaya yonelik veriler
saglayacaktir. Bu tiir calismalar, probiyotik iirlinlerin insan saglig1 iizerindeki etkilerini
daha dogru bigimde 6ngorebilmek agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir.

Ilerleyen aragtirmalarda, farkli tasiyict materyallerin (6rnegin polisakkarit bazli
biyopolimerler, protein tiirevleri veya dogal lifler) denenmesi ve bu materyallerin B.
bifidum tizerindeki koruyucu etkilerinin karsilastirilmasi, formiilasyon ¢esitliligini ve
uygulama esnekligini artirabilir. Ayrica, sprey kurutma, refraktif pencere kurutma veya
mikrodalga destekli kurutma gibi alternatif ve endiistriyel olarak daha hizli ve ekonomik
olabilecek kurutma tekniklerinin degerlendirilmesi, hem {iriin kalitesini hem de iiretim
verimliligini optimize etmeye yonelik yeni stratejilerin gelistirilmesini miimk{in kilabilir.

Sonug olarak, bu ¢aligmanin bulgulari iizerine insa edilecek daha kapsamli ve
disiplinler arasi1 c¢alismalar, probiyotik stabilitesini artiran, teknolojik agidan
uygulanabilir ve endiistriyel Olgekte siirdiiriilebilir ¢éziimlerin gelistirilmesine zemin

hazirlayacaktir.
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