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KÜLTÜRLERİNDE KLİNOPTİLOLİT KULLANIMININ ETKİSİ 
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Gıda Mühendisliği Anabilim Dalı 

Danışman: Dr. Öğr. Üyesi Gamze ÜÇOK 

2025, 66 Sayfa  

Jüri 

Dr. Öğr. Üyesi Gamze ÜÇOK 

Prof. Dr. Ahmet ÜNVER  

Dr. Öğr. Üyesi Hilal ARSLAN BAYRAKÇI 

Günümüzde, probiyotik mikroorganizmaların kurutma ve depolama süreçleri boyunca 

canlılıklarını koruyabilmeleri, fonksiyonel gıda ve farmasötik uygulamalar açısından önemli bir zorluk 

oluşturmaktadır. Bu çalışmada, klinoptilolit (zeolit), yağsız süt tozu ve bunların kombinasyonunun, 

Bifidobacterium bifidum kültürlerinin canlılığı üzerindeki koruyucu etkileri; dondurarak kurutma ve vakum 

kurutma yöntemleri kullanılarak araştırılmıştır. Deneysel gruplarda; %20 süt tozu (a/h), %20 (a/h) zeolit ve 

%10 (a/h) süt tozu + %10 (a/h) zeolit kombinasyonu kullanılmıştır. Örneklerin başlangıçtaki mikroyapısal 

özellikleri alan emisyonlu taramalı elektron mikroskobu (FE-SEM) ile karakterize edilmiş, ardından 4 °C'de 

90 gün boyunca depolanarak mikrobiyal canlılık, nem içeriği, su absorbsiyonu, pH ve toplam titredilebilir 

asitlik (TTA) parametreleri periyodik olarak izlenmiştir. Elde edilen bulgular, hem kurutma yönteminin 

hem de taşıyıcı bileşiminin probiyotik stabilitesi üzerinde önemli etkileri olduğunu göstermiştir. 

Dondurarak kurutulmuş süt tozu içeren örneklerde (LS), canlılık en yüksek seviyede korunumuş (0,03 log 

kob/g kayıp), buna karşılık, yalnızca zeolit içeren vakum kurutulmuş örneklerde (VZ) en fazla canlılık 

kaybı görülmüş ve probiyotik etki için kabul edilen minimum düzeyin (10⁶ kob/g) altına inmiştir. Süt tozu-

zeolitin kombinasyonundan oluşan matris (LK) ise sinerjik bir koruyucu etki göstererek 0,47 log kob/g 

canlılık kaybı ile yüksek koruma sağlamış, pH stabilitesini korumuş ve depolama süresince nem 

absorbsiyonuna karşı dirençli bir yapı sergilemiştir. FE-SEM görüntüleri, bu bileşik matrisin hücre 

bütünlüğü ve fiziksel yapısı üzerindeki koruyucu etkisini doğrulamıştır. Çalışma, zeolitin nem düzenleyici 

ve pH tamponlama özellikleri ile süt tozunun biyokimyasal koruyucu sinerjistik birleşiminin, B. bifidum'un 

canlılığını etkili şekilde koruduğunu ortaya koymuştur. Bu bulgular, protein-şeker bazlı ve mineral bazlı 

koruyucuların entegrasyonunun, ticari olarak kullanılabilecek stabil probiyotik tozlarının geliştirilmesine 

katkı sağlayabileceğini göstermektedir.  

Anahtar Kelimeler: Bifidobacterium bifidum, dondurarak kurutma, klinoptilolit, kriyoprotektan, 

vakum kurutma, zeolit 
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ABSTRACT 

MS THESIS 

THE EFFECT OF CLINOPTILOLITE USE ON Bifidobacterium bifidum 

CULTURES PRODUCED BY DIFFERENT DRYING METHODS 

 Ruqaia Jamal Abood JARARAH 

THE GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCE OF 

NECMETTİN ERBAKAN UNIVERSITY 

THE DEGREE OF MASTER OF PHILOSOPHY 

IN FOOD ENGINEERING 

Advisor: Asst. Dr. Gamze ÜÇOK 

2025, 66 Pages 

Jury 

Asst. Prof. Dr. Gamze ÜÇOK 

Prof. Dr. Ahmet ÜNVER 

Asst. Prof. Dr. Hilal ARSLAN BAYRAKÇI 

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 (10⁶ 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.  GİRİŞ 

  

Son yıllarda probiyotikler, özellikle insan sağlığındaki önemli rolleri nedeniyle 

giderek daha fazla ilgi görmektedir. En bilinen probiyotik bakterilerden biri olan 

Bifidobacterium bifidum, gram pozitif ve anaerob bir mikroorganizma olup, bağırsak 

sağlığı ve genel iyilik hâli üzerinde temel bir rol oynamaktadır (Sibanda vd., 2024). 

Özellikle bebeklik döneminde insan gastrointestinal sisteminin ilk kolonizatörlerinden 

biri olarak, laktik ve asetik asit üretimi yoluyla bağırsak dengesini sağlamaya katkıda 

bulunmaktadır. Söz konuş bu organik asitler, bağırsak pH’ını düşürerek zararlı 

patojenlerin çoğalmasını engellemektedir (O’Callaghan ve van Sinderen, 2016; Turroni 

vd., 2008). Ayrıca B. bifidum, karmaşık karbonhidratları parçalayarak sindirimi 

desteklemekte ve B vitaminleri ve folat gibi temel besin maddelerinin emilimini 

artırmaktadır. Kısa zincirli yağ asitleri (SCFA'lar) üretimi sayesinde kolon sağlığını 

desteklerken, antiinflamatuar etkiler de göstermektedir (Fukuda vd., 2011; Rivière vd., 

2016). Bununla birlikte, bağışıklık sisteminin düzenlenmesi, irritabl bağırsak sendromu 

(IBS) ve inflamatuar bağırsak hastalıkları (IBD) gibi gastrointestinal rahatsızlıkların 

hafifletilmesive bağırsak-beyin ekseni yoluyla ruh sağlığına katkıda bulunma potansiyeli 

nedeniyle de kapsamlı şekilde araştırılmıştır (Gavzy vd., 2023; Lim ve Shin, 2020). 

B. bifidum, sağlık üzerindeki etkilerinin ötesinde, gıda endüstrisinde de yaygın 

olarak kullanılmaktadır. Özellikle süt ve süt dışı ürünlerin fermantasyonunda tercih 

edilmektedir. Şekerleri laktik aside fermente etme yeteneği, fermente ürünlerin lezzetini, 

dokusunu ve raf ömrünü artırırken aynı zamanda probiyotik özellikler kazandırmaktadır 

(He vd., 2023). Ancak, B. bifidum’un endüstriyel işlemler ve depolama süresince 

canlılığını korumak önemli bir teknolojik zorluk olarak değerlendirilmektedir.. 

Probiyotik kültürlerin raf ömrünü ve stabilitesini artırmak amacıyla dondurarak kurutma 

(liyofilizasyon) ve vakumla kurutma gibi yöntemler yaygın olarak kullanılmaktadır. 

Ancak bu işlemler, bakteri hücrelerini ısıya, ozmotik değişimlere ve oksidatif strese 

maruz bırakarak canlılıklarını azaltabilmektedir (Meng vd., 2008; Shokri vd., 2015). 

Bu nedenle, kurutma işlemi sırasında meydana gelen zararları azaltmak amacıyla 

taşıyıcı veya katkı maddesi olarak bilinen koruyucu maddeler sıklıkla eklenmektedir. En 

yaygın kullanılan taşıyıcılardan biri yağsız süt tozudur. Bu bileşen, bakterileri soğuk ve 

kuruma kaynaklı stres koşullarına karşı koruyarak, hücrelerin yapısını muhafaza eden 

nazik bir ortam sağlamaktadır (Santivarangkna vd., 2008). Son yıllarda ise doğal bir zeolit 

minerali olan klinoptilolit, probiyotiklerin stabilizasyonunda potansiyel bir ajan olarak 
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dikkat çekmektedir. Benzersiz kristal yapısı ve yüksek adsorpsiyon kapasitesi sayesinde 

klinoptilolit, probiyotikleri oksidatif ve termal strese karşı koruyan stabil bir mikroçevre 

oluşturma potansiyeline sahiptir. Mikrobiyal stabilizasyonun yanı sıra, klinoptilolit, 

enzimlerin korunması, tarım, gıda muhafazası ve çevresel uygulamalar gibi çeşitli 

alanlarda da kullanılmaktadır. Nem dengesini düzenleme, toksinleri nötralize etme ve 

biyolojik ya da kimyasal sistemlerin ömrünü uzatma yeteneği, onu birçok sektörde çok 

yönlü bir malzeme hâline getirmiştir (Eroglu, 2014; Mastinu vd., 2019). 

Bu çalışma, klinoptilolit içeren ortamlarda farklı kurutma yöntemlerine tabi 

tutulan B. bifidum kültürlerinin canlılık ve stabilite özelliklerini incelemeyi 

amaçlamaktadır. Yağsız süt tozu, klinoptilolit veya her ikisini içeren örneklerin 

mikrobiyal canlılık düzeyleri ve fizikokimyasal özellikleri analiz edilerek, probiyotiklerin 

korunmasına yönelik yeni yaklaşımların anlaşılması hedeflenmektedir. 
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2. KAYNAK ARAŞTIRMASI 

 

2.1. Bifidobacterium bifidum 

 

Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium cinsi içerisinde en çok araştırılan ve en 

faydalı olarak kabul edilen bakteri türlerinden biridir. Bifidobacterium cinsi ilk kez 1899 

yılında Fransız pediatrist Henri Tissier tarafından anne sütüyle beslenen bebeklerin 

dışkısından izole edilerek tanımlanmıştır. Tissier, bu organizmanın sağlıklı bebeklerde 

yaygın olduğunu gözlemlemiş ve ishalin önlenmesinde faydalı bir rol oynayabileceğini 

öne sürmüştür. Başlangıçta B. bifidum ve benzeri türler “Lactobacillus bifidus” olarak 

adlandırılmış, ancak daha sonra farklı bir cins olarak sınıflandırılmıştır (Lee ve 

O’Sullivan, 2010). 1924 yılında Danimarkalı mikrobiyolog Orla-Jensen, laktik asit 

bakterileri için bir sınıflandırma sistemi önermiş ve Bifidobacteria’yı ayrı bir grup olarak 

tanımlamıştır (Mattarelli ve Biavati, 2018). 

B. bifidum, gram-pozitif, anaerob, hareketsiz ve mikroskop altında hafif kıvrımlı 

ya da dallanmış çomak şeklinde gözlemlenen, "Y" harfine benzeyen bir bakteridir. 

Zorunlu anaerop bir mikroorganizma olup yalnızca oksijensiz ortamlarda 

büyüyebilmektedir. Optimal büyüme sıcaklığı 37 °C olup, bu da insan bağırsak 

sıcaklığıyla uyumludur (Chen vd., 2021). Spor oluşturmaması nedeniyle çevresel 

streslere karşı dirençsiz olsa da metabolik aktiviteleri, bağırsak mikrosistemine son 

derece iyi uyum sağlamaktadır. İnsanlar ve diğer memelilerin gastrointestinal sisteminde 

doğal olarak bulunmaktadır. Özellikle anne sütüyle beslenen bebeklerin bağırsaklarında 

bol miktarda bulunan B. bifidum, bağırsak sağlığının korunmasında ve çeşitli sağlık 

yararlarıyla ilişkili olarak önemli bir rol oynamaktadır (Stuivenberg vd., 2022). 

 

2.1.1. Bifidobacterium bifidum’un sağlık üzerindeki etkileri 

 

B. bifidum, özellikle sindirim sağlığı, bağışıklık sistemi fonksiyonları ve patojen 

inhibisyonu yoluyla genel sağlık üzerinde çok sayıda olumlu etki sunmaktadır. Bu 

bakteri, bağırsak duvar bütünlüğünü destekleyerek ve mukus üretimini teşvik ederek 

bağırsak sağlığının korunmasında önemli rol oynamaktadır. Kompleks karbonhidratları 

fermente etme yeteneği sayesinde mikrobiyota dengesini korumakta, bu özellik 

probiyotik aktivitesinin temelini oluşturmaktadır (Bocchio vd., 2024; Latif vd., 2023). 
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Bifidobacterium cinsine özgü olan "bifid shunt" adlı metabolik yolak aracılığıyla 

bu bakteri, karbonhidratları kısa zincirli yağ asitlerine (SCFA) dönüştürerek asetik asit ve 

laktik asit üretmektedir. Bu asitler, bağırsak pH’ını düşürerek Escherichia coli ve 

Clostridium difficile gibi zararlı patojenlerin çoğalmasını engellemektedir (Lim ve Shin, 

2020). Ayrıca, B. bifidum fermantasyon sırasında hidrojen peroksit ve bakteriyosin gibi 

antimikrobiyal bileşikler de sentezlemektedir (Mahdi vd., 2018). Bu fermantasyon 

ürünleri kolon hücreleri için enerji kaynağı işlevi görürken bağışıklık sistemini de modüle 

eder ve insan konakçıyla simbiyotik bir ilişki kurmaktadır. 

Sindirim sistemine olan katkılarının yanı sıra B. bifidum, bağışıklık sisteminin 

düzenlenmesine de önemli ölçüde katkı sağlamaktadır.Anti-inflamatuvar sitokinlerin 

üretimini artırırken pro-inflamatuvar yanıtları baskılamakta ve bu yolla inflamatuvar 

bağırsak hastalıkları (IBD) ve otoimmün bozuklukların yönetiminde fayda sağlamaktadır 

(Raskov vd., 2016). Düzenleyici T hücrelerini aktive ederek otoimmün tepkileri 

engellemekte ve alerjik durumların şiddetini azaltabilmektedir (Gavzy vd., 2023). 

 Özellikle anne sütüyle beslenen bebeklerde, gastrointestinal enfeksiyonların ve 

alerjilerin önlenmesinde önemli rol oynamaktadır (Cukrowska vd., 2020). Ayrıca, laktoz 

intoleransı olan bireylerde laktozun sindirimine yardımcı olan laktaz benzeri enzimler 

üretmekte; böylece şişkinlik ve ishal gibi belirtilerin azaltılmasını sağlamaktadır (Mysore 

Saiprasad vd., 2023). Bağırsak-beyin ekseni üzerine yapılan güncel araştırmalar, B. 

bifidum’un mikrobiyota ve nöroaktif bileşik üretimi yoluyla ruh sağlığı üzerinde de 

olumlu etkiler oluşturabileceğini, anksiyete ve depresyon semptomlarını azaltabileceğini 

göstermektedir (Rajanala vd., 2021). 

 

2.1.2. Bifidobacterium bifidum’un korunmasında karşılaşılan zorluklar 

 

Kritik bir probiyotik suş olan B. bifidum’un korunması, çevresel faktörlere karşı 

yüksek duyarlılığı ve canlılığını sürdürme gereksinimi nedeniyle çeşitli zorluklar 

barındırmaktadır. Bu zorluklar, bakterinin terapötik ve endüstriyel uygulamalardaki 

etkinliğini doğrudan etkilemektedir. B. bifidum zorunlu anaerop bir bakteri olduğundan 

oksijenle temas, hücre zarının bütünlüğünü bozarak canlılık oranını azaltabilmektedir. Bu 

nedenle üretimden depolamaya kadar tamamen anaerop koşulların sağlanması 

gerekmektedir ki bu da özel ekipman ve ambalajlama sistemlerini zorunlu kılmaktadır 

(Ruiz vd., 2011).  
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Depolama ve taşıma sırasında meydana gelen sıcaklık dalgalanmaları, bakterinin 

canlılığı üzerinde olumsuz etkiler yaratabilmektedir. Soğuk zincir tavsiye edilse de, 

taşımadaki ani sıcaklık artışları ya da yanlış depolama koşulları kültürün canlılığını 

azaltabilmektedir. Optimal soğuk depolamada dahi uzun süreli maruziyet, hücresel 

canlılığın zamanla azalmasına yol açabilmektedir (Sibanda vd., 2024). Depolama 

ortamındaki yüksek nem, metabolik aktiviteyi tetikleyebilmekte veya mikrobiyal 

kontaminasyona zemin hazırlayabilmektedir. Düşük su aktivitesinin sağlanması bu 

açıdan kritiktir, ancak bu işlemin hücre bütünlüğünü bozmadan gerçekleştirilmesi 

gerekmektedir (Shokri vd., 2015; Sibanda vd., 2024).  

B. bifidum, büyüme ve hayatta kalma süreçleri için oligosakkaritler gibi 

prebiyotiklere ihtiyaç duymaktadır. Bu besin öğelerinin, koruma matrisine dahil edilmesi 

gerekir, ancak bu durum, stabiliteyi olumsuz etkileyebilecek kimyasal etkileşimlere 

neden olabilmektedir (Schlienger de Alba ve Espinosa Andrews, 2024). Ayrıca, asidik 

koşullara yüksek hassasiyet gösterdiğinden, hücre içi pH dengesinin korunması büyük 

önem taşımaktadır (Sibanda vd., 2024).  

Bakteri kültürlerinin saflığının korunması, özellikle üretim, işleme ve depolama 

sırasında kontaminasyonun önlenmesi açısından hayati öneme sahiptir (U.S. Food and 

Drug Administration, 2021). Koruma süreci boyunca reaktif oksijen türleri (ROS) 

birikerek DNA, protein ve lipitlere zarar verebilmektedir. Oksidatif strese karşı koruma 

sağlamak amacıyla antioksidanların veya koruyucu ajanların formülasyona dahil edilmesi 

gerekmektedir (Ruiz vd., 2011). Uzun raf ömrü boyunca yüksek canlılık oranlarının 

korunması zordur; çünkü metabolik aktiviteler enerji rezervlerinin tükenmesine yol 

açabilmektedir. Bu nedenle stabilizatörler ve yenilikçi koruma teknolojileri büyük önem 

taşımaktadır (Sibanda vd., 2024). 

 

2.2. Probiyotikler İçin Kurutma Teknikleri 

 

Kurutma yöntemi seçimi, B. Bifidum’un hayatta kalma oranını önemli ölçüde 

etkilemektedir. Düşük sıcaklıklarda nemin uzaklaştırılmasıyla uzun süreli koruma 

sağlayan dondurarak kurutma (liyofilizasyon), yaygın olarak kullanılan bir tekniktir 

(Carvalho vd., 2004; Meng vd., 2008). Ancak, bu yöntem yüksek maliyetli ve enerji 

açısından yoğun bir süreç olup, bu durum büyük ölçekli üretim için uygulanabilirliğini 

kısıtlayabilmektedir (Meng vd., 2008; Santivarangkna vd., 2007a). Vakumla kurutma ise 

daha nazik bir alternatif sunmakta, ancak dondurarak kurutma ile aynı düzeyde stabilite 
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sağlamayabilmektedir (Santivarangkna vd., 2007a). Her yöntemin kendine özgü 

sınırlılıkları bulunmakta olup, etkinlik, maliyet ve ölçeklenebilirlik arasında denge 

sağlamak için optimizasyon stratejilerine ihtiyaç duyulmaktadır. 

Hazırlık ve koruma süreçlerindeki stres faktörleri, B. bifidum'un etkin bir şekilde 

depolanmasını daha da zorlaştırmaktadır. Formülasyondaki çözünmüş maddelerin 

konsantrasyonlarındaki değişimlerden kaynaklanan ozmotik stres, hücresel homeostazı 

bozabilmekte; karıştırma veya ekstrüzyon sırasında oluşan mekanik kesme stresi ise 

hücre zarlarına zarar vererek hayatta kalma oranlarını azaltabilmektedir (Champagne vd., 

2011). Yağsız süt tozu, gliserol veya trehaloz gibi kriyo-koruyucuların kullanımı, bu 

stresleri hafifletmede kritik öneme sahiptir (Meng vd., 2008). Ancak, koruyucu ajanların 

formülasyonu her bir suşun özelliklerine göre özel olarak uyarlanmalıdır; zira yanlış 

kombinasyonlar yetersiz koruma sağlayabileceği gibi,  bakterilerin probiyotik 

özelliklerini değiştirebilmektedir (Champagne vd., 2011). 

Uzun vadeli stabilitenin korunması bir diğer kritik zorluk olarak öne çıkmaktadır. 

B. bifidum zamanla, özellikle ışık, oksijen ve değişken sıcaklık ya da nem gibi olumsuz 

depolama koşulları altında canlılığını kaybetmektedir (Saarela vd., 2006; Tripathi ve Giri, 

2014). Polisakkaritler veya proteinler kullanılarak gerçekleştirilen mikroenkapsülasyon 

gibi teknolojiler, bu tür çevresel stres faktörlerine karşı ek bir bariyer sağlayarak raf 

ömrünü uzatabilmektedir (Anal ve Singh, 2007). Ancak, bu teknikler üretim maliyetlerini 

artırmakta ve özel ekipman gerektirmektedir; bu durum da yaygın kullanım açısından 

erişilebilirliği sınırlayabilmektedir (Anal ve Singh, 2007). 

Asit ve safra toleransı, B. bifidum gibi probiyotikler için temel bir özellik olarak 

öne çıkmaktadır; zira bu mikroorganizmaların sağlık yararları sağlayabilmeleri için 

gastrointestinal sistemden geçerken hayatta kalmaları gerekmektedir (Tripathi ve Giri, 

2014). Koruma sürecinde maruz kalınan çeşitli stres faktörleri, bu toleransı 

zayıflatabilmekte ve probiyotiklerin etkinliğini azaltabilmektedir. Bu nedenle, koruma 

yöntemlerinin söz konusu bu özellikleri koruyacak veya iyileştirecek şekilde 

tasarlanması, suş seçimi ve optimizasyonunun karmaşık ancak zorunlu bir yönünü 

oluşturmaktadır (Champagne vd., 2011). 

Son olarak, suşlar arasındaki farklılıklar koruma çalışmalarını daha da karmaşık 

hale getirmektedir. Farklı B. bifidum suşları, çevresel ve işleme bağlı stres faktörleine 

karşı değişen direnç seviyeleri sergilemektedir; dolayısıyla bir suş için etkili olan koruma 

yöntemi, başka bir suş için yeterli olmayabilmektedir (Meng vd., 2008; Saarela vd., 
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2006). Bu nedenle de, spesifik suşlara yönelik koruma tekniklerinin özelleştirilmesi, 

sürece ek bir karmaşıklık katmaktadır. 

 

2.3. Zeolit ve Genel Özellikleri  

 

Zeolitler, volkanik kayaçların, kül tabakalarının ve alkali bir yeraltı suyunun 

reaksiyonuyla elde edilen mikroporöz (mikro gözenekli) kristal alüminosilikatlardır 

(Şekil 2.1). Yaklaşık 218 farklı zeolit yapısı tanınmaktadır (Eroglu vd., 2017). 

 

 
 

Şekil 2.1. Zeolit taşının görünümü 

 

Farklı araştırma grupları tarafından kırktan fazla zeolit türü rapor edilmiştir. 

Bunlar arasında analsim (ya da analsit), klinoptilolit, erionit, şabazit, mordenit ve filipsit 

daha çok bilinmektedir. Ayrıca 150’den fazla zeolit sentezlenmiştir. Yaygın bazı sentetik 

zeolitler A, X, Y ve ZMS5'tir (Tzia ve Zorpas, 2012). Zeolitler, kristalin yapıları ve 

iyonları emebilme, adsorbe edebilme ve değiştirebilme yetenekleriyle bilinen gözenekli 

bir mineral kompleksidir (Mastinu vd., 2019). ’Sihirli kaya’ olarak da bilinen zeolitler, 

tarım bilimi, hayvan beslenmesi, bitki koruma ve uzay görevleri dâhil olmak üzere çeşitli 

alanlarda yaygın olarak kullanılmaktadır (Eroglu vd., 2017). Gözenekli, kristal yapıda, 

birbirine bağlı kanallardan ve homojen boyutlardaki boşluklardan oluşan bir ağa 

sahiptirler. Bu yapıları zeolitlere, muamele edildikleri diğer molekülleri boyutlarına ve 

şekillerine göre seçici olarak yakalama ve serbest bırakma özelliği kazandırmaktadır. Bu 

yetenekleri ile zeolitler, birçok endüstri ve teknoloji alanında geniş bir kullanıma sahip 

olmakta ve bu alanlarda önemli bir pozisyona taşınmaktadır (Jarosz vd., 2022; Tzia ve 

Zorpas, 2012). 

Doğal zeolitler, FDA (Gıda ve İlaç İdaresi) tarafından insan tüketimi için uygun 

bulunmuştur ve Dünya Sağlık Örgütü Uluslararası Kanser Araştırma Ajansı (IARC) 

tarafından toksik olmadığı kabul edilmektedir. Ayrıca, Codex Alimentarius Komisyonu, 
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gıda ürünlerinde zeolit kullanımı ile haşere kontrolünü desteklemekte ve OrganikGıda 

Üretimi ve Bitki Koruma alanında onaylanmış bir madde olarak listelemektedir (Eroglu, 

2014). 

 

2.3.1. Türkiye’de zeolit zenginliği 

 

Türkiye, zeolit rezervleri bakımından dünya genelinde önemli bir konuma 

sahiptir. Özellikle klinoptilolit, şabazit, mordenit, erionit ve analsim gibi mineraller 

ülkemizde yaygın olarak bulunan zeolit türlerindendir. Türkiye’deki en büyük zeolit 

yatakları klinoptilolit içerikli olup, bu rezervlerin yaklaşık 50 milyar ton civarında olduğu 

tahmin edilmektedir (İnan ve Hiçsönmez, 2022; Oyku, 2017). Ege Bölgesi, dünya 

çapında en büyük beş zeolit üreticisinden biri olarak öne çıkmakta, yüksek saflıktaki 

klinoptilolit yataklarına sahip olmasıyla bilinir (Eroglu, 2014). Balıkesir Bigadiç ve 

Manisa-Gördes'te bulunan rezervler, Türkiye’nin zeolit zenginliğini destekleyen başlıca 

bölgeler arasında yer almakta olup, Bigadiç'teki klinoptilolit rezervinin yaklaşık 500 

milyon ton olduğu tahmin edilmektedir (İnan ve Hiçsönmez, 2022). Bu zenginlik, 

Türkiye’yi zeolit araştırmalarında merkezi bir rol oynamaya iterken, zeolitlerin enerji, 

çevre, inşaat, deterjan, kimya, ilaç, madencilik, tarım ve hayvancılık gibi birçok sektörde 

yaygın kullanımına olanak sağlamıştır (Oyku, 2017).  

 

2.3.2. Zeolit türleri 

 

Doğal zeolitler, Gıda ve İlaç Dairesi (FDA) tarafından insan tüketimi için uygun 

kabul edilmiş ve Dünya Sağlık Örgütü'ne bağlı Uluslararası Kanser Araştırma Ajansı 

(IARC) tarafından “toksik olmayan” olarak sınıflandırılmıştır. Ayrıca Codex 

Alimentarius Komisyonu, gıda ürünlerindeki zararlı böceklerin kontrolünde zeolitlerin 

kullanımını desteklemekte ve onları Organik Gıda Üretimi ve Bitki Koruma kapsamında 

onaylanmış bir madde olarak listelemektedir (Eroglu vd., 2017). Farklı zeolit türleri 

arasında yapı, bileşim ve kullanım açısından önemli farklar bulunmakta olup, bazı türler 

yaygın olarak kullanılmaktadır (Mastinu vd., 2019). Aşağıdaki iki çizelge, zeolit türleri 

arasındaki fiziksel ve biyolojik farklılıkları göstermektedir. 
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Çizelge 2.1. Önemli zeolitlerin bazı fiziksel özellikleri (Cataldo vd., 2021) 

Zeolite 
Gözeneklilik 

[%] 
Isı Dayanımı 

İyon Değişim 

Kapasitesi 

[meq/g] 

Özgül Ağırlık 

[g/cm³] 

Yığın 

Yoğunluğu 

[g/cm³] 

Analcim 
(Analcime) 

18 Yüksek 4,54 2,24–2,29 1,85 

Çabazit 
(Chabazite) 

47 Yüksek 3,84 2,05–2,10 1,45 

Klinoptilolit 
(Clinoptilolite) 

34 Yüksek 2,16 2,15–2,25 1,15 

Erionit 

(Erionite) 
35 Yüksek 3,12 2,02–2,08 1,51 

Heulandit 
(Heulandite) 

39 Düşük 2,91 2,18–2,20 1,69 

Mordenit 
(Mordenite) 

28 Yüksek 4,29 2,12–2,15 1,70 

Filipsit 

(Phillipsite) 
31 Orta 3,31 2,15–2,20 1,58 

 

Çizelge 2.2. Bazı zeolit türlerinin kimyasal formülleri ve biyolojik etkileri (Mastinu vd., 2019) 

Zeolit Formül Etkileri 

Analcim NaAlSi₂O₆·H₂O Antioksidan 

Filipsit (Ca,Na₂,K₂)₃Al₆Si₁₀O₃₂·12H₂O 
Antioksidan ve bağırsak 

mikrobiyotası üzerine etkili 

Faujasit 

(Faujasite) 
(Na₂,Ca,Mg)₅.5[Al₂Si₁₇O₄₈]·32(H₂O) Antimikrobiyal 

Erionit (Na₂,K₂,Ca)₂[Al₄Si₁₄O₃₆]·15H₂O Kanserojen 

Klinoptilolit (Na,K,Ca)₂.3Al₃(Al,Si)₂Si₁₃O₃₆·12H₂O 

Çevresel arıtım, bağırsak 

detoksifiye edici, antioksidan, 

antiinflamatuar, antitümör 

 

2.3.3. Klinoptilolit ve özellikleri 

 

Klinoptilolit, heulandit grubuna ait bir tortul zeolit türüdür ve doğada bol miktarda 

bulunmaktadır. Si/Al oranı ≥ 4’tür. “Klinoptilolit” ismi, Yunanca “klino” (eğik), “ptilon” 

(tüy) ve “lithos” (taş) kelimelerinden türetilmiştir (Jarosz vd., 2022; Polat vd., 2004). 

AlO₄ ve SiO₄ tetrahedra yapılarının ortak bir oksijen atomu ile bağlanmasıyla oluşan üç 

boyutlu bir yapıya sahiptir (Şekil 2.2) (Pabiś Mazgaj vd., 2021). 
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Şekil 2.2. Doğal klinoptilolit-zeolitin üç boyutlu kristal yapısı (Margeta vd., 2013) 

 

Bu yapısal düzen, klinoptilolite, iyonları ve molekülleri seçici olarak adsorplama 

özelliği kazandırmaktadır. Bu özelliği sayesinde, su arıtımı, hava filtrasyonu ve kimyasal 

işlemlerde katalizör olarak birçok alanda etkin biçimde değerlendirilmektedir (Margeta 

vd., 2013). 

Klinoptilolit genellikle ince taneli veya iri taneli kristaller ya da agregalar halinde 

görülmektedir. İçerdiği safsızlıklar ve mineral bileşimine bağlı olarak rengi değişiklik 

gösterir; beyaz, gri, yeşil, sarı veya pembe tonlarında olabilir (Martínez-Franco vd., 

2013). Kristaller genellikle camsı veya sedefimsi parlaklığa sahiptir ve masif ya da lifli 

formda bulunabilmektedir. Kırıldığında prizmatik ya da kare şekilli kristal yapılar 

gösterebilir. Genel görünümü, oluştuğu jeolojik yapıya ve özgül özelliklerine bağlı olarak 

değişiklik göstermektedir (Grzeszczak, vd., 2023). 

Zeolitler, gaz emilimi konusunda oldukça etkilidir. Doğal zeolitler; CO, CO₂, SO₂, 

H₂S, NH₃, N₂ gibi çeşitli gazları emebilir ve bu nedenle gaz giderimi veya koku kontrolü 

amacıyla kullanılmaktadır. Özellikle amonyak ve H₂S gibi kötü kokulu gazların yoğun 

olduğu hayvancılık tesislerinde, bu gazların seviyelerini düşürmede önemli rol 

oynamaktadırlar. Yüksek amonyak tutma kapasitesi sayesinde, balık çiftliklerinde de 

amonyak seviyelerinin doğal yollarla kontrolü amacıyla kullanılabilmektedirler. 

Filtrasyon sistemlerine entegre edilerek ya da doğrudan su yüzeyine serpilerek 

uygulanabilmekte ve sucul canlılar üzerinde olumsuz bir etkisi bulunmamaktadır 

(Cataldo vd., 2021). 

Kristal yapılarındaki yüksek gözeneklilik sayesinde, zeolitler kendi ağırlıklarının 

%60’ına kadar su emme kapasitesine sahiptir. Gözeneklerde tutulan su, yapısal bir 
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değişiklik olmadan buharlaştırılabilir veya tekrar emme yoluyla geri kazanılabilmektedir 

(Takil ve Kayan, 2025). Bu özellikleriyle, kurak dönemlerde su sağlayarak veya sulama 

sırasında suyun doğrudan kök bölgesine ulaşmasını kolaylaştırarak su verimliliğini 

artırmaktadırlar. Ayrıca tarımsal ilaçların taşınmasında yüksek emme kapasiteleri 

sayesinde etkili taşıyıcı maddeler olarak kullanılmaktadırlar (Eroglu vd., 2017). 

Zeolitlerin negatif yüklü iskelet yapıları, onları pozitif yüklü katyonlar için ideal 

iyon değiştiriciler hâline getirmektedir. Sodyum, potasyum, baryum ve kalsiyum gibi 

iyonlar başta olmak üzere, amonyak ve su gibi pozitif yüklü gruplarla da etkileşime 

girebilmektedirler. Karbonat ve nitrat iyonları da negatif yüke sahip zeolit yapılarına 

çekilebilmektedir. Emilmiş katyonlar zayıf çekim kuvvetleriyle bağlı olduklarından, 

standart iyon değişim teknikleriyle kolayca yer değiştirebilmektedirler. Bu yönüyle 

zeolitler, son derece etkili iyon değiştiriciler olarak öne çıkmaktadır (Michalev vd., 2016). 

 

2.3.4. Klinoptilolit uygulamaları 

 

Klinoptilolit, birçok sektörde geniş uygulama alanına sahiptir. Gıda endüstrisinde; 

bozunma gazlarını adsorplama, nem kontrolü ve antimikrobiyal ajan salınımı yoluyla 

korumayı artırmakta, ambalaj performansını geliştirmekte ve raf ömrünü uzatırmaktadır 

(Jarosz vd., 2022; Tzia ve Zorpas, 2012). Atık su arıtımında da etkilidir ve ağır metalleri 

%90’a kadar verimlilikle uzaklaştırabilmektedir; mikrobiyal immobilizasyonu 

destekleyerek çevresel ve biyoteknolojik uygulamalarda da kullanılmaktadır (Ersoy vd., 

2002; Oyku, 2017). Yüksek su adsorpsiyon kapasitesi, gıda kurutma verimliliğini 

artırmakta ve tohumların saklanmasındada fayda sağlamaktadır (Eroglu vd., 2017). 

Tarımda, klinoptilolit gübre verimliliğini artırarak ürün verimini yükseltmekte ve 

çevresel etkileri azaltmaktadır (Jarosz vd., 2022). Toprak yapısını geliştirerek 

havalanmayı ve nem tutmayı iyileştirmekte, tuzluluk ve ağır metal biyoyararlılığını 

azaltarak toprak düzenleyici olarak da kullanılmaktadır (Tzia ve Zorpas, 2012). Ayrıca, 

hayvan yemi katkı maddesi olarak, büyümeyi desteklemekte, yem dönüşüm oranını 

iyileştirmekte ve mikotoksin etkilerini azaltmaktadır (Cataldo vd., 2021).  

Farmakolojik uygulamalarda, amonyağı uzaklaştırarak detoksifikasyon sürecini 

desteklemekte ve irritabl bağırsak sendromu (IBS) ile kolorektal kanser gibi durumlara 

fayda sağlamaktadır (Kraljević Pavelić vd., 2018). Aynı zamanda güvenli bir antiasit ajan 

olarak görev yapmakta ve kontrollü ilaç salımına imkân tanıyarak tedavi etkinliğini 

artırmaktadır. Örneğin doksorubicin yüklü kompozitler aracılığıyla akciğer kanseri 



12 
 

 
 

tedavisinde kullanılmaktadır (Iane vd., 2023). Bununla birlikte, antimikrobiyal özellikleri 

(özellikle gümüş veya bakır ile iyon değişimi yapıldığında) enfeksiyon tedavisi ve yara 

iyileşmesi gibi alanlarda da kullanım potansiyeli taşımaktadır (Hubner vd., 2020). 

 

2.4. Yağsız Süt Tozunun Kriyoprotektan Olarak Kullanımı 

 

Kriyoprezervasyon, B. bifidum da dahil olmak üzere probiyotik kültürlerin 

canlılığını uzun süreli korumak amacıyla yaygın olarak kullanılan bir tekniktir. Ancak, 

dondurma ve dondurarak kurutma işlemleri sırasında buz kristallerinin oluşumu, ozmotik 

stres ve oksidatif hasar gibi etkenler, bakteriyel hücrelere önemli zararlar verebilmektedir. 

Bu olumsuz etkileri azaltmak amacıyla, kriyoprotektan ajanlar, hücresel bütünlüğü ve 

canlılığı korumada önemli rol oynamaktadır. Çeşitli kriyoprotektanlar arasında öne çıkan 

yağsız süt tozu (SMP), B. bifidum’un dondurma ve liyofilizasyon işlemleri sırasında 

korunmasında etkili ve ekonomik bir seçenek olarak öne çıkmaktadır (Tanimomo vd., 

2016). 

Yağsız süt tozu, protein stabilizasyonu, ozmoproteksiyon, tamponlama ve besin 

desteği gibi çeşitli mekanizmalar yoluyla koruyucu etki göstermektedir. SMP içeriğindeki 

kazein ve peynir altı suyu proteinleri, bakteriyel hücrelerin etrafında koruyucu bir matris 

oluşturarak buz kristallerinin ve ozmotik şokun olumsuz etkilerini azaltmaktadır. Ayrıca 

SMP’de bulunan laktoz, ozmoprotektan olarak işlev görerek hücre zarının 

dehidrasyonunu önler ve zar bütünlüğünü korur (Santivarangkna vd., 2007a). SMP, pH 

stabilitesinin korunmasına yardımcı olarak bakteriyel canlılığın düşmesini engellerken, 

aynı zamanda besin kaynağı görevi görerek dondurma veya kurutma sonrası hücrelerin 

rejenerasyonunu desteklemektedir (Carvalho vd., 2004). 

Yapılan birçok çalışma, SMP’nin kriyoprotektan formülasyonlarına dahil 

edilmesinin B. bifidum kültürlerinin hayatta kalma oranlarını önemli ölçüde artırdığını 

ortaya koymaktadır. SMP’nin koruyucu etkinliği; kullanılan konsantrasyona, kurutma 

yöntemine ve bakteri suşuna bağlı olarak değişkenlik gösterebilmektedir. Genellikle %5 

ile %15 arasındaki SMP konsantrasyonları, optimum koruma sağlamaktadır (Morgan vd., 

2006). Karşılaştırmalı çalışmalar, SMP’nin gliserol ve trehaloz gibi sentetik 

kriyoprotektanlarla eşdeğer hatta daha iyi performans gösterdiğini ortaya koymuştur 

(Storey vd., 1998). SMP'nin sukroz veya maltodekstrin gibi diğer koruyucularla birlikte 

kullanılması ise ilave ozmotik koruma sağlamakta ve oksidatif stresi önleyerek bakteriyel 

canlılığın daha da artmasına katkı sağlamaktadır (Fu ve Chen, 2011). 
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Yağsız süt tozunun kriyoprotektan olarak kullanılması, probiyotik ürünlerin 

üretiminde önemli avantajlar sunmaktadır. SMP, yoğurt, fermente süt ürünleri ve gıda 

takviyeleri gibi ürünlerde kullanılacak probiyotik kültürlerin dondurarak kurutulmasında 

süt endüstrisinde yaygın olarak kullanılmaktadır. SMP’nin maliyet açısından avantajlı 

oluşu, kolay temin edilebilirliği ve süt bazlı probiyotik formülasyonlarla doğal 

uyumluluğu, onu sentetik alternatiflere kıyasla tercih edilen bir seçenek haline 

getirmektedir (Zayed ve Roos, 2004). 

Sonuç olarak, yağsız süt tozu, B. bifidum’un dondurma ve dondurarak kurutma 

işlemleri sırasında canlılık oranlarını artıran etkili ve doğal bir kriyoprotektandır. Uygun 

maliyeti ve süt ürünleriyle olan yüksek uyumluluğu sayesinde, hem araştırma hem de 

endüstriyel uygulamalarda probiyotiklerin korunmasında ideal bir tercih olarak öne 

çıkmaktadır. 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

3.1. Materyal  

 

Bu çalışmada, probiyotik mikroorganizma olarak B. bifidum kullanılmıştır. 

Bakteri, rutin olarak –80 °C’de saklanan Necmettin Erbakan Üniversitesi Gıda 

Mühendisliği Bölümü Gıda Mikrobiyolojisi Laboratuvarı kültür koleksiyonundan temin 

edilmiştir. 

Bakteriyel kültivasyonun başlangıç aktivasyon aşamasında BSM (Bifidus 

Selective Medium), depolama dönemi boyunca L-sistein (0,5 g/L; Sigma-Aldrich, 

Almanya) takviyeli MRS (de Man, Rogosa ve Sharpe) agar kullanılmış ve fungal 

kontaminasyonu engellemek amacıyla siklohekzimid (50 µg/L; Sigma-Aldrich, 

Almanya) ilave edilmiştir.  

Ayrıca, bakteriyel hücrelerin kültivasyondan sonra yıkanmasında PBS 

(phosphate-buffered saline) ve canlılık analizinde seyreltmeler için steril fizyolojik tuzlu 

su (%0,85 NaCl; FTS) kullanılmıştır. 

Koruyucu ajan olarak ise Enka Süt A.Ş.’den temin edilen yağsız süt tozu ve 

Aromel Kimya Medikal A.Ş. (Konya) tarafından sağlanan klinoptilolit tozu 

kullanılmıştır. 

 

3.2. Yöntem 

 

3.2.1. Koruyucu ajanların bazı fiziko-kimyasal özellikleri 

  

Temin edilen klinoptilolit zeolit ve yağsız süt tozunun bazı karakteristik 

özelliklerini saptamak ve son üründeki etkisini yorumlayabilmek için; nem miktarı, su 

sorpsiyon yeteneği, pH, toplam titreedilebilir asitlik (TTA), partikül boyutu ve morfolojik 

özelliği (FE-SEM analizi ile) belirlenmiştir. 

 

3.2.1.1. Nem miktarı 

Yağsız süt tozunun nem içeriği, 102 °C'de sabit ağırlığa ulaşıncaya kadar etüvde 

kurutma yöntemi ile belirlenmiştir (IDF, 2004). Klinoptilolitin nem içeriği ise AOAC 

(2005) yöntemine göre 135 °C'de 2 saat boyunca kurutularak gravimetrik olarak tayin 

edilmiştir. 
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3.2.1.2. Su sorpsiyon yeteneği 

 

Yağsız süt tozu ve klinoptilolit tozu örnekleri (yaklaşık 1 g), NaCl doymuş 

çözeltisi ile birlikte hava geçirmez bir desikatöre yerleştirilmiş ve 25 °C’de 7 gün süreyle 

bekletilmiştir. Süre sonunda numuneler tartılmış ve adsorbe edilen nem miktarı, 100 g 

kuru madde başına gram (g/100 g) cinsinden hesaplanmıştır. 

 

3.2.1.3. pH ölçümü 

 

Hammaddelerin pH değerinin belirlenmesi amacıyla 2 g numune tartılmış, 20 mL 

saf su ile yeniden hidratize edilerek iyice karıştırılmıştır. Ardından, öncesinde kalibre 

edilen pH metre ile çözelti pH’ları ölçülerek kaydedilmiştir. 

 

3.2.1.4. Toplam titreedilebilir asitlik (TTA) 

 

Asitlik tayini için 2 g numune 20 mL saf su ile seyreltildikten sonra birkaç damla 

fenolftalein indikatörü eklenmiştir. Örnek, 0,1 N sodyum hidroksit (NaOH) çözeltisi ile 

kalıcı pembe renk oluşana dek titre edilmiştir (yaklaşık pH 8,2). Harcanan NaOH hacmi 

kaydedilmiş ve titrasyon asitliği aşağıdaki formül ile laktik asit cinsinden hesaplanmıştır: 

 

𝑇𝑇𝐴(%) =
𝑉 × 𝑁 × 𝑙𝑎𝑘𝑡𝑖𝑘 𝑎𝑠𝑖𝑡 𝑒ş𝑑𝑒ğ𝑒𝑟 𝑎ğ𝚤𝑟𝑙𝚤ğ 

𝑚
 × 100                             (3.1) 

 

Burada; 

TA (%): Titrasyon asitliği yüzdesi 

V: Kullanılan sodyum hidroksit (NaOH) hacmi (mL) 

N: Sodyum hidroksit (NaOH) normalitesi (N) 

Laktik asit eşdeğer ağırlığı (g/mol): 90,08 

m: Kurutulmuş kültürün kütlesi (g) 

olarak ifade edilmiştir. 
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3.2.1.5. Partikül boyut dağılımı analizi 

 

Klinoptilolit ve süt tozu örneklerinin ortalama parçacık boyutu dağılımı, laser 

difraksiyon yöntemiyle çalışan Cilas 1190 (Anton Paar, Les Ulis, Fransa) partikül boyutu 

ölçüm cihazı kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Ölçümler, kuru formdaki numunelerde 

gerçekleştirilmiştir. Zeolitin kırılma indisi 1,47–1,50 aralığında,  yağsız süt tozunun 

kırılma indisi ise 1,34 olarak alınmıştır.  

 

3.2.1.6. FE-SEM analizi 

 

Mikroyapı incelemeleri, ZEISS Gemini FE-SEM 500 (Almanya) alan emisyonlu 

taramalı elektron mikroskobu (Field Emission Scanning Electron Microscope - FE-SEM) 

ile yapılmıştır. Toz halindeki parçacıklar, çift taraflı yapışkan bantla FE-SEM numune 

tablasına monte edilmiş, ardından altın ile kaplanarak çeşitli büyütme oranlarında 

incelenmiştir. 

 

3.2.2. Koruyucu ortamların hazırlanması  

 

Daha önce kuru maddesi belirlenen klinoptilolitin ve süt tozu kullanılarak 

oluşturulan tüm kültür ortamları %20 kuru madde içeriğine sahip olacak şekilde 

hazırlanmıştır. Kontrol numunesi olması amacıyla yağsız süt kullanılmıştır. Ayrıca hem 

sütün hem de klinoptilolitin sinerjistik veya antagonistik etkisini ortaya çıkarabilmek için 

%10 klinoptilolit + %10 yağsız süt tozu içeren bir örnek daha hazırlanmıştır. Hazırlanan 

tüm kültür ortamları (Çizelge 3.1) otoklavda 90 °C’de 10 dakika tutulmak suretiyle ısıl 

işlem uygulanmıştır. Her grup için iki numune hazırlanmıştır. 

 

Çizelge 3.1. Taşıyıcı kültür ortamlarının hazırlanışı 

 

Örnek Adı 
Klinoptilolit 

(%) 

Yağsız Süt 

Tozu (%) 

Toplam Kuru 

Madde (%) 
Açıklama 

Kontrol 0 20 20 
Sadece yağsız süt tozu 

içeren kontrol örneği 

Klinoptilolit 

Kültürü 
20 0 20 

Sadece klinoptilolit içeren 

örnek 

Karışım 

Kültürü 
10 10 20 

Klinoptilolit ve yağsız süt 

tozunun karışımı 
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3.2.3. B. bifidum aktivasyonu ve biyokütlenin toplanması  

 

100 μL dondurulmuş B. bifidum kültürü, 10 mL BSM sıvı besiyerine eklenerek 

statik şartlar altında 18 saat süreyle 37 °C'de inkübe edilmiştir. Aktifleştirilen kültürler 

daha sonra 500 mL BSM sıvı besiyerine alt kültürlenerek, 18 saat boyunca aynı koşullar 

altında inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonunda, 4 °C’de 15 dakika süreyle 3000 

g’de santrifüjlenen kültürlerin süpernatant kısmı atılmıştır ve arta kalan hücreler PBS 

(phosphate buffer saline) ile üç kez yıkanmıştır. Elde edilen B. bifidum biyokütlesinin 

ağırlığı belirlendikten sonra, doğrudan steril koruyucu medyumların içerisine eklenmiştir 

ve oda sıcaklığında 15 dakika boyunca düşük hızda karıştırılarak kültür ortamları 

hazırlanmıştır. Bu aşamada yayma plak kültürel ekim metoduyla bakteri yoğunluğu tespit 

edilmiştir. Başlangıç bakteri yoğunluğunun 10⁸ kob/mL’nin üzerinde olması sağlanmıştır. 

 

3.2.4. Liyofilizasyon işlemi 

 

3.2.3’de anlatıldığı gibi hazırlanan B. bifidum kültür ortamları, daha önceden 

sterilize edilmiş liyofilizasyon tepsilerine dökülerek -80 °C’de 24 saat dondurulmuştur ve 

ardından 48-72 saat boyunca vakum altında bir liyofilitazör yardımıyla (BFT, DK15, 

Türkiye)  dondurarak kurutulmuştur. Liyofilize edilen kültürler, laboratuvar tipi 

öğütücüde 1 dakika boyunca öğütülerek toz haline getirilmiştir. Elde edilen tozlar, ışık 

geçirmeyen vakumlu ambalajlar içinde +4 °C’de 12 hafta boyunca depolanmıştır. 

 

3.2.5. Vakum kurutma işlemi 

 

B. bifidum’un prezervasyonunda alternatif bir yöntem olarak vakum kurutma 

uygulanmıştır. 3.2.3’de anlatıldığı gibi hazırlanan B. bifidum kültür ortamları, steril 

alüminyum tepsilere dökülerek önce 2 gün boyunca 10 °C’de inkübatörde ön kurutmaya 

alınmış, ardından yaklaşık 1 gün boyunca 30 °C’de ve 11 mbar basınç altında vakumlu 

etüv (CLS, CLVO-27T, Türkiye)  içerisinde kurutulmuştur (Foerst ve Kulozik, 2012). 

Kurutma işleminin tamamlanmasının ardından kültürler toz hâline getirilmiş ve ışık 

geçirmeyen vakumlu ambalajlarda +4 °C’de en az 12 hafta süreyle depolanmıştır.  

Kültürlerde canlılık analizleri, kurutma işlemlerinden hemen önce ve hemen 

sonrasında, ayrıca 30, 60 ve 90 günlük depolama sürelerinde gerçekleştirilmiştir. 

Depolama süresince kültürlerin nem, su absorbsiyonu, pH, TTA ve FE-SEM analizleri 
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ile bazı fiziksel ve kimyasal özellikleri de belirlenmiştir. Çalışma 2 tekerrürlü olarak 

yürütülmüştür. Bu çalışmada hazırlanan örneklere ait kodlar ve içerikleri, Çizelge 3.2’de 

verilmiştir. 

 

Çizelge 3.2. Örnek kodları ve içerikleri 

 

Örnek Kodu Açıklamalar 

LS Liyofilize süt kültürü 

VS Vakumla kurutulmuş süt kültürü 

LZ Liyofilize zeolit kültürü 

VZ Vakumla kurutulmuş zeolit kültürü 

LK Liyofilize zeolit ve süt kültürü 

VK Vakumla kurutulmuş zeolit ve süt kültürü 

 

3.3. Vakumla ve Dondurularak Kurutulmuş Kültürlerde Yapılan Analizler 

 

3.3.1. Canlı hücre sayımı 

 

Kültürlerdeki canlı hücre sayısı kültürel sayım yöntemi ile belirlenmiştir. Ekimler 

için Bifidus Selective Medium (BSM) agar, dilüsyon sıvısı olarak ise fizyolojik tuzlu su 

(%0,85 NaCl) kullanıldı. Depolanan kültürler, adaptasyon için oda sıcaklığında 20 dakika 

bekletildikten sonra dilüsyon sıvısı içerisine alınarak seyreltme işlemleri yapılmıştır. 

Uygun kültür dilüsyonundan 100 μL alınarak BSM agar besiyerine yayma yöntemi ile 

ekilmiş ve petriler 37 °C’de anaerobik koşullar altında (anaerobik kavanoz kullanılarak) 

3 gün süreyle inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonunda oluşan B. bifidum kolonileri 

sayılarak sonuçlar kob/mL olarak ifade edilmiştir. 
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Şekil 3.1. Dilüsyon hazırlama ve ekim işlemleri 

 

 

 
Şekil 3.2. Anaerobik inkübasyonda kullanılan kap sistemi 

 

Liyofilizasyon ve vakumla kurutma işlemlerinin hücrelerin logaritmik olarak 

canlığına etkisi her numune için 3.2’deki denklemle, depolama süresince bakterilerin 

canlı kalma oranları ise 3.3’deki denklemle hesaplanmıştır: 

                  

Canlılık kaybı(%) =
KÖ hücre sayısı − KS hücre sayısı

KÖ hücre sayısı
× 100                                 (3.2) 

 

Burada; 

KÖ hücre sayısı: kurutmadan önce logaritmik canlı hücre sayısını (log kob/g), 

KS hücre sayısı: kurutmadandan sonra logaritmik canlı hücre sayısını (log kob/g) 

ifade etmektedir. 
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Canlı kalma oranı (%) =
Depolama periyodundaki canlı hücre sayısı 

Depolama başlangıcındaki canlı hücre sayısı
× 100∗                 (3.3) 

 

*Hücre sayısı log10 (kob/g) cinsindendir. 

 

3.3.2. Nem içeriği  

 

Kurutulmuş süt tozu içeren kültürlerin nem içeriği, 102 °C’de sabit ağırlığa 

ulaşılana kadar etüvde kurutularak (IDF, 2004), klinoptilolit içeren örneklerin nem içeriği 

ise AOAC’ye göre 135 °C’de 2 saat kurutularak gravimetrik olarak belirlenmiştir 

(AOAC, 2005). 

 

3.3.3. Su sorpsiyon özelliği 

 

Probiyotik toz numuneleri ve klinoptilolit tozu (yaklaşık 1 g), NaCl doymuş 

çözeltisi ile birlikte hava geçirmez bir desikatöre yerleştirilerek 7 gün boyunca 25 °C’de 

bekletilmiştir. Süre sonunda numuneler tartılarak, 100 g kuru madde başına adsorbe 

edilen nem, g/100g cinsinden ifade edilmiştir. 

 

3.3.4. pH 

 

Kurutulmuş kültürlerin pH analizi, asidite ve kalite değerlendirmesi amacıyla 

gerçekleştirilmiştir. 2 gram örnek, 20 mL saf su ile yeniden hidratize edilerek çözelti elde 

edilmiş ve daha önceden kalibre edilen bir pH metre (WTW, Inolab pH7110, Almanya)  

ile ölçülmüştür. 

 

3.3.5. Titre edilebilir asitlik (TTA) 

 

Örneklerin asitliği, 2 g kurutulmuş kültür numunesi 20 mL saf su ile seyreltilip, 

içine birkaç damla fenolftalein indikatörü eklenerek ve 0,1 N NaOH ile kalıcı pembe renk 

oluşana kadar titre edilmiş ve harcanan NaOH hacmi kaydedilmiştir. Toplam asitlik, 

laktik asit cinsinden 3.1’deki eşitlik kullanılarak hesaplanmıştır. 
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3.3.6. Toz kültürlerin alan emisyonlu taramalı elektron mikroskopu (FE-SEM) ile 

incelenmesi 

 

Kurutulmuş B. bifidum kültürlerinin morfolojik özelliklerini ve bakteri 

konumlanmalarını incelemek üzere FE-SEM (ZEISS, Gemini 500, Almanya) analizi 

gerçekleştirilmiştir. Toz halinde kültürler, çift taraflı yapışkan bantla alüminyum FE-

SEM tutucularına monte edilerek altınla kaplanmıştır. Kültürlerin çeşitli büyütme 

oranlarındaki görüntüleri alınmıştır. 

 

3.4. İstatistiksel Değerlendirme 

 

İstatistiksel analizler, Minitab 22.2.1 (Minitab Inc., State College, PA, ABD) 

yazılımı kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Gruplar arası ortalamalar arasındaki istatistiksel 

anlamlılık, %95 güven düzeyinde (p < 0,05) Tukey'nin çoklu karşılaştırma testi ile 

değerlendirilmiştir. Elde edilen veriler, ortalama ± standart sapma şeklinde sunulmuştur. 
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4. ARAŞTIRMA SONUÇLARI VE TARTIŞMA 

 

Bu çalışmada, Bifidobacterium bifidum kültürlerinin kurutulması sırasında 

koruyucu matris olarak klinoptilolit, yağsız süt ve bu iki bileşenin kombinasyonu 

kullanılmıştır. Yağsız süt %20 (a/h), klinoptilolit ise %20 (a/h) konsantrasyonunda 

uygulanmış; kombinasyon formülasyonunda ise %10 klinoptilolit ile %10 yağsız süt 

karıştırılarak olası sinerjik etkiler araştırılmıştır. Dondurarak kurutma ve vakumla 

kurutma işlemlerinin ardından elde edilen tozlar alüminyum folyo ile ambalajlanmış ve 

mikrobiyal stabiliteyi korumak ve çevresel etkilere maruziyeti en aza indirmek amacıyla 

4 °C’de depolanmıştır. 90 günlük depolama süresi boyunca, 0., 30., 60. ve 90. günlerde 

örnekler alınarak, canlı hücre sayısı, nem içeriği, su aktivitesi, pH ve su absorbsiyon 

kapasitesi gibi çeşitli analizler gerçekleştirilmiştir. 

Yağsız sütün ilavesinin, membran bütünlüğünü ve kültür rehidratasyonunu 

destekleyen protein ve şeker açısından zengin bir ortam sağlayarak koruyucu bir etki 

gösterdiği düşünülmektedir. Öte yandan, klinoptilolitin gözenekli yapısı ve iyon değişim 

özellikleri sayesinde nem düzenleme ve asit tamponlama gibi katkılar sağladığı 

değerlendirilmiştir. Kombinasyon matrisi, her iki bileşenin avantajlarını bir araya 

getirerek, depolama süresince kuruma kaynaklı stresin ve pH dalgalanmalarının 

azaltılması yoluyla bakteriyel canlılık ve fiziksel stabilitenin artırılmasını amaçlanmıştr. 

Bu taşıyıcıların karşılaştırmalı analizi, probiyotik fonksiyonelliğin endüstriyel olarak 

geçerli koşullarda korunmasında en etkili formülasyonun belirlenmesi açısından önemli 

bir katkı sunmuştur. 

Şekil 4.1’deki görseller, kurutulmuş kültür tozlarının görünümünü göstermekte 

olup, vakumla kurutma ve dondurarak kurutma işlemlerine tabi tutulan farklı matrislerin 

fiziksel görünümlerinin karşılaştırılmasına olanak tanımaktadır. Uygulanan kurutma 

yöntemlerinin ve taşıyıcı maddelerin nihai ürünün fiziksel görünüşü üzerindeki etkili 

olduğu görülmektedir. Dondurarak kurutulmuş örnekler arasında, LS örneğinin soluk sarı 

renkte, kompakt yapıda, düzgün ve homojen bir forma sahip olduğu gözlemlenmiştir. LZ 

örneği ise grimsi bir renkte, ince ve homojen dokulu bir toz yapı sergilemiştir. LK örneği 

daha düzensiz bir formda olup, nispeten daha heterojen bir yapı sunmuştur.  



 

 

 
Şekil 4.1. Farklı koruyucu ajanlar ve kurutma yöntemleriyle elde edilen B. bifidum toz kültürlerine ait görseller
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Buna karşılık, görünüş bakımından vakumla kurutulmuş örneklerin liyofilize 

örneklere nazaran daha farklı olduğu görülmüştür. VS örneğinin soluk sarı renkte, hafif 

düzensiz bir dokuya ve belirgin renk farklılıklarına sahip olduğu; VZ örneğinin, grimsi 

renkli, nispeten düzgün ve ince dokulu olduğu; VK numunesinin ise daha düzensiz bir 

parçacık dağılımına ve yer yer pürüzlü bir dokuya sahip olduğu görülmüştür. Bu farklı 

yapısal oluşumlar, hem kurutma yönteminin hem de matris bileşiminin kurutulmuş 

probiyotik tozların fiziksel özellikleri üzerindeki etkisini ortaya koymaktadır. 

 

4.1. Koruyucu Materyallerin Fiziksel ve Kimyasal Özellikleri 

 

B. bifidum kültürlerinin kurutulmasında koruyucu ajan olarak kullanılan zeolit ve 

yağsız süt tozu hammaddelerinin nem içeriği, su absorpsiyon kapasitesi, pH ve toplam 

titre edilebilir asitlik (TTA, % laktik asit cinsinden) gibi bazı fizikokimyasal özellikleri 

Çizelge 4.1’de verilmiştir.  

 

Çizelge 4.1. Hammadde örneklerinin fizikokimyasal özellikleri* 

 

Örnek Nem (%) Su Absorpsiyonu (%) pH TTA (% LA) 

Zeolite 2,90±0,06b 0,71±0,07b 8,68±0,12a 0,05±0,00b 

Yağsız süt tozu 3,42±0,07a 12,39±0,31a 6,48±0,08b 1,68±0,10a 

*Veriler ortalama ± standart sapma şeklindedir. Farklı harflerle (a, b) gösterilen değerler aynı parametre 

içinde istatistiksel olarak anlamlı farkı göstermektedir (p < 0,05). LA: laktik asit cinsinden 

 

Buna göre, yağsız süt tozunun nem içeriği (%3,42), zeolite kıyasla (%2,90) 

istatistiksel olarak anlamlı düzeyde daha yüksek bulunmuştur. Bu durum, yağsız süt 

tozunun daha higroskopik (su tutucu) bir yapıya sahip olduğunu göstermektedir. Bu 

yüksek nem tutma kapasitesi, proteinden ve karbonhidrattan zengin yapısıyla, suyu 

kolayca çekip tutabilmesinden kaynaklanmaktadır (Meena vd., 2024). Benzer şekilde, 

Shrestha vd. (2007) de yağsız süt tozunda %3,1–3,8 arasında değişen nem seviyeleri 

bildirmiş ve bu durumu, laktoz ile süt proteinlerinin higroskopik doğasına atfetmiştir. 

Buna karşılık, zeolitin daha düşük nem içeriği, onun daha stabil ve inorganik kristal 

yapısının, organik materyaller gibi su tutma kapasitesinin daha az olmasından 

kaynaklanmaktadır (Mumpton, 1999). 

Su absorpsiyon kapasitesine ilişkin sonuçlarda da benzer bir eğilim 

gözlemlenmiştir. Yağsız süt tozu, %12,39 oranında yüksek bir su absorpsiyon 
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kapasitesine olup, bu özellik, çevresindeki nemi kolayca çekebilen higroskopik yapısıyla 

ilişkilidir. Bu bulgu, Jouppila ve Roos (1994) tarafından yürütülen bir çalışmada da 

desteklenmektedir; söz konusu çalışmada, süt tozlarının %10–15 oranında su 

absorpsiyonu gerçekleştirdiği rapor edilmiştir. Öte yandan, zeolitin su absorpsiyon 

kapasitesi yalnızca %0,71 olarak ölçülmüş; bu düşük değer, mineralin organik yapılı 

koruyuculara kıyasla sınırlı higroskopik özelliklere sahip olduğunu göstermektedir. Bu 

fark, yağsız süt tozunun organik yapısına bağlanabilir. İçerdiği proteinler ve laktoz, su 

bağlama kapasitesine sahip olup, kurutulmuş probiyotik hücrelerin yeniden hidratasyon 

süreçlerinde önemli rol oynamaktadır (Letona vd., 2023). Zeolit ise gözenekli yapısına 

rağmen, inorganik mineral kompozisyonu nedeniyle su bağlama kapasitesi bakımından 

sınırlıdır (Mumpton, 1999). Wang ve Peng (2010) de bu durumu doğrulamış ve doğal 

zeolitlerin %1’in altında su absorpladığını rapor etmiştir. 

pH değerleri incelendiğinde, zeolitin 8,68 pH değeriyle belirgin şekilde bazik bir 

karakter sergilediği, yağsız süt tozunun ise 6,48 pH değeriyle hafif asidik bir yapıya sahip 

olduğu belirlenmiştir. Benzer şekilde, Patil vd. (2016) yaptıkları bir çalışmada, yağsız süt 

tozunun pH değerinin yaklaşık 6,5 olduğunu rapor etmişlerdir.  Zeolitin yüksek pH 

değeri, bazik yüzey gruplarının yanı sıra kalsiyum ve sodyum gibi değiştirilebilir 

katyonların varlığına bağlanmış (Wang ve Peng, 2010); bu durumun tamponlama 

kapasitesine katkı sağladığı düşünülmektedir. Yağsız süt tozunun hafif asidik yapısının 

ise, laktik asit ve protein içeriği ile ilişkili olduğu tahmin edilmektedir. Aynı doğrultuda, 

Misaelides (2011), doğal klinoptilolitin su ile temas ettiğinde pH’yı hafif alkali aralığa 

yönlendirdiğini ve bu davranışın iyon değişim kapasitesinden kaynaklandığını 

belirtmiştir. Ayrıca Inglezakis ve Grigoropoulou (2004), zeolitlerin yapısındaki 

değiştirilebilir katyonların çözeltideki H⁺ iyonları ile yer değiştirerek ortam pH'ında artışa 

neden olabileceğini göstermiştir. Yağsız süt tozunun hafif asidik yapısının ise, laktik asit 

ve protein içeriği ile ilişkili olduğu değerlendirilmektedir. 

Bu farklılık, TTA (toplam titre edilebilir asitlik) değerleriyle de desteklenmiştir. 

Yağsız süt tozunun, zeolite (%0,05) kıyasla %1,68 (laktik asit cinsinden) gibi anlamlı 

düzeyde yüksek bir asitliğe sahip olduğu belirlenmiştir. Bu yüksek asitliğin, içerdiği 

laktik asit ve proteinler nedeniyle, daha güçlü bir tamponlama kapasitesi sağladığı ve 

yapının hafif asidik özellik kazandığı söylenebilir. Patil vd. (2016) de yağsız süt tozunda 

1,5–2 % oranında laktik asit tespit etmiştir. Öte yandan, zeolitin inorganik ve düşük 

reaktif yapısı nedeniyle çok düşük bir titre edilebilir asitliğe sahip olduğu söylenebilir 

(Wang ve Peng, 2010). Benzer bir çalışmada, Mumpton (1999), doğal zeolitlerin 
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(klinoptilolit) laktik asit cinsinden TTA değerinin %0,02–0,07 arasında olduğunu rapor 

etmiştir. 

Hammadde örneklerinin partikül boyut dağılım sonuçları Çizelge 4.2‘de 

sunulmuştur. Yağsız süt tozunun partikül boyutlarının, D₅₀ = 56,84 µm ve D₉₀ = 80,83 

µm değerleriyle, zeolite kıyasla belirgin şekilde daha büyük olduğu belirlenmiştir. 

Zeolitin medyan partikül çapı ise 5,18 µm ile oldukça düşük olduğu görülmüştür. 

Ortalama partikül çapı süt tozunda 47,96 µm, zeolitte ise yalnızca 4,58 µm olarak 

ölçülmüş ve zeolitin beklendiği üzere yüksek oranda mikronize olduğu ortaya konmuştur. 

Bu durumun, zeolitin daha yüksek özgül yüzey alanına sahip olması nedeniyle potansiyel 

koruyucu etkisini artırabileceği yönünde bir gösterge sunduğu değerlendirilmektedir.  

Süt tozunun, geniş partikül dağılımı (D₁₀–D₉₀ farkı) sergilediği, buna karşılık 

zeolitin daha dar ve homojen bir dağılım gösterdiği tespit edilmiştir. Bu bulgu, zeolitin 

üretim sürecinde daha kontrollü bir öğütme ve sınıflandırma işlemine tabi tutulduğunu 

ortaya koymaktadır.  

 

Çizelge 4.2. Örneklerin parçacık boyut dağılımı 

 

Örnek D₁₀ (µm) D₅₀ (µm) D₉₀ (µm) 
Ortalama Çap 

(µm) 

Obscuration 

(%) 

Zeolit 0,31 5,18 7,14 4,58 0,31 

Yağsız süt tozu 5,39 56,84 80,83 47,96 0,23 

 

Her iki örnekte de obskürasyon (obscuration) %0,2–0,3 aralığında ölçülmüş olup, 

bu değerlerin lazer difraksiyon analizleri için ideal ölçüm sınırları içerisinde yer aldığı ve 

elde edilen sonuçların güvenilirliğini desteklediği belirlenmiştir. “Obskürasyon”, lazer 

ışınının ne kadarının partiküller tarafından engellendiğini gösteren bir parametredir; bu 

oranın çok yüksek veya çok düşük olması ölçüm doğruluğunu olumsuz yönde 

etkileyebilmektedir (Virden, 2010). 
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Şekil 4.2. Koruyucu ajanlara ait FE-SEM görüntüleri 

 

Numunelerin FE-SEM görüntüleri Şekil 4.2’de sunulmuştur. Yağsız süt tozuna ait 

partiküllerin, genellikle heterojen bir boyut dağılımı sergilediği ve çoğunlukla 
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aglomerasyon eğilimi gösterdiği gözlemlenmiştir. Bu aglomere yapının, süt tozunun 

üretimi sırasında maruz kaldığı ısıl ve mekanik stresler sonucu oluşmuş olabileceği 

düşünülmektedir (Schuck, 2013). Partiküller arasında yüzeysel yapışmaların mevcut 

olduğu ve yüzey detaylarında yer yer mikro çatlaklar ile yüzey pürüzlülüklerinin 

bulunduğu tespit edilmiştir. Bu yapısal özelliklerin, süt tozunun çözünürlük, su bağlama 

kapasitesi ve reaktivite gibi fonksiyonel özelliklerini doğrudan etkileyebileceği ifade 

edilmektedir (Kelly vd., 2014). 

Zeolit numunesine ait görüntülerde ise kristalimsi ve geometrik partikül 

morfolojisinin belirgin olduğu görülmüştür. Partiküllerin daha keskin kenarlara sahip 

olduğu ve oldukça poröz bir yüzey yapısı sergilediği gözlemlenmiştir. Bu gözenekli yapı, 

zeolitin adsorpsiyon kapasitesi açısından önemli bir avantaj sağlamaktadır (Grzeszczak, 

vd., 2023). Ayrıca, partikül boyutlarının homojen olarak dağılmış olması, zeolitin 

mikronize edildiğini ve kontrollü bir öğütme süreciyle hazırlandığını göstermektedir 

(Mastinu vd., 2019). 

 

4.2. Kurutulmuş Kültürlerde Canlı Hücre Sayımı 

 

Koruyucu ajanlarla muamele edilen B. bifidum kültürlerinde, hem liyofilizasyon 

hem de vakumla kurutma işlemleri öncesi ve sonrasında kültürel sayımlar yapılarak canlı 

hücre sayıları belirlenmiştir. Kurutma öncesi ve sonrası canlılık oranları hesaplanarak, 

uygulanan kurutma yöntemlerinin neden olduğu canlılık kayıpları ile koruyucu ajanların 

etkinlikleri değerlendirilmiştir. Elde edilen bulgular Çizelge 4.3’de verilmiştir.  

Çizelge 4.3’de sunulan veriler, kurutma yöntemlerinin ve taşıyıcı maddelerin B. 

bifidum kültürlerinin canlılığı üzerinde anlamlı düzeyde etkili olduğunu ortaya 

koymaktadır. LS örneğinde hücre canlılığı, 8,86 log kob/g'dan 8,83 log kob/g'a yalnızca 

çok küçük bir azalma göstererek, yalnızca 0,03 log kob/g birimlik bir canlılık kaybına 

neden olmuştur. Bu oldukça düşük azalma, dondurarak kurutma sırasında yağsız süt 

tozunun yüksek koruyucu etkisini göstermektedir. Yağsız süt tozunun bakteriyel hücreleri 

koruma yeteneği, çoğunlukla içeriğindeki laktoz ve proteinlerin dondurarak kurutma 

koşullarında hücre zarlarını stabilize etme özelliğine bağlanmaktadır (Carvalho vd., 

2004). Buna karşın, VS örneğinde canlılık 8,97 log kob/g’den 7,58 log kob/g’a belirgin 

bir düşüş göstermiş ve 1,39 log kob/g birimlik bir canlılık kaybı meydana gelmiştir. Bu 

durum, yağsız süt tozunun bir miktar koruma sağladığını, ancak vakumla kurutma 

işleminin hücreler üzerinde daha fazla stres oluşturduğunu göstermektedir. 
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Çizelge 4.3. B.bifidum’un kriyoprotektif ajanlar varlığında dondurarak kurutma işlemi öncesi ve 

sonrasındaki canlılık oranları† 

 

Örnek 

Kurutma işleminden 

önce 

(log kob/g) 

Kurutma 

işleminden sonra 

(log kob/g) 

Canlılık 

kaybı 

(log) 

Canlılık 

kaybı 

(%, log) 

B. 

bifiddum 

biyokütle 

ağırlığı  

(g) 

LS 8,86±0,09 aBC 8,83±0,08 aA 0,03 0,33 7,865 

VS 8,97±0,10 aBC 7,58±0,14 bB 1,39 15,49 7,766 

LZ 9,38±0,05 aA 6,30±0,14 bC 3,08 32,84 7,902 

VZ 8,75±0,08 aC 3,36±0,17 bD 5,39 61,60 7,746 

LK 9,06±0,02 aB 8,59±0,17 aA 0,47 5,19 8,892 

VK 9,06±0,0 aB 7,73±0,08 bB 1,33 14,68 7,125 

† Ortalama ± standart sapma. Aynı sütundaki farklı harfler veriler arasında istatistiksel fark olduğunu 

göstermektedir (p<0,05). L: Liyofilizasyon, V: Vakum kurutma, S: Süt tozu, Z: Zeolit, K: Süt-zeolit 

karışımı  

 

 Yalnızca zeolit içeren örneklerde canlı hücre sayılarının belirgin şekilde daha 

düşük olduğu gözlemlenmiştir. LZ örneğinde canlılık, 9,38 log kob/g’dan 6,30 log 

kob/g’ye düşerek 3,08 log birimlik bir kayıp meydana gelmiştir. Daha dikkat çekici sonuç 

ise VZ numunesinde gözlemlenmiş, canlılık 8,75 log kob/g’dan 3,36 log kob/g’ye 

gerileyerek 5,39 log birimlik bir azalma oluşmuştur. Ancak zeolit, süt tozu ile birlikte 

kullanıldığında daha iyi sonuçlar elde edilmiştir. Dondurarak kurutulmuş zeolit-süt tozu 

karışımın içeren oluşan LK örneği, nispeten düşük bir canlılık kaybı göstererek 9,06 log 

kob/g’dan  8,59 log kob/g’ye düşmüş ve bu durum 0,47 log kob/g birimlik bir azalmaya 

karşılık gelmiştir. Bu bulgu, süt tozu bileşeninin bakteri hücresi korumasında baskın rol 

oynadığını, zeolitin ise muhtemelen ortamın nem düzenlenmesine katkı sağladığını 

düşündürmektedir. Benzer şekilde, vakumla kurutulmuş süt-zeolit karışımı örneği (VK) 

daha daha sınırlı bir azalma göstermiş, canlılık 9,06 log kob/g’den 7,73 log kob/g’ye 

düşerek 1,33 log kob/g birimlik bir kayıp göstermiştir. 
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Şekil 4.3, farklı örnek formülasyonları ve kurutma yöntemleri kullanılarak B. 

bifidum hücrelerinde meydana gelen canlılık kaybı yüzdelerini göstermektedir. Elde 

edilen veriler, kurutma koşulları ile koruyucu matris bileşiminin bakteri canlılık düzeyi 

üzerinde anlamlı etkiler oluşturduğunu ortaya koymuştur. 

Bu çalışmada, en belirgin canlılık kaybı yaklaşık %61,60 ile VZ örneğinde 

gözlenmiş olup, bu durum kurutma sürecinde hücresel hasarın ciddi seviyede olduğunu 

göstermektedir. Bu sonuç, zeolitin fizikokimyasal özelliklerine dayandırılabilir. Zeolit 

yüzeyi yüksek iyon değişim kapasitesine sahip olup, çevresel koşullarda çeşitli 

katyonların (Na⁺, K⁺, Ca²⁺ gibi) yer değiştirmesine olanak tanımaktadır; bu durum lokal 

iyon dengesini bozarak probiyotik hücreler için olumsuz bir mikro-çevre oluşumuna 

neden olabilmektedir (Miller vd., 1994). 

Yağsız süt tozunun aksine, zeolit, osmotik basıncı dengeleyebilecek besin 

bileşenlerini içermemesi nedeniyle hücre içi ve dışı su hareketlerini düzenlemek üzere 

osmotik dengeye önemli bir katkı sağlayamamaktadır. Bu nedenle, osmotik stresin 

hafifletilmesi ya da hücre içi koşulların stabilize edilmesi bakımından yetersiz kalmakta; 

sonuç olarak kurutma işlemi sırasında hücresel dehidratasyonun artmasına ve canlılık 

kaybının yükselmesine neden olmaktadır (Carvalho vd., 2004; Saarela vd., 2006). Ayrıca, 

klinoptilolitin sulu ortamda belirgin bir alkalileştirici etkisi bulunmakta olup, pH’yı 

nötrden hızla 9,0–9,2 civarına yükseltmektedir (Ersoy vd., 2002). Buna karşılık, B. 
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bifidum, hafif asidik ila nötr koşullarda (pH 6,5–7,0) gelişmekte olup, optimum aktivitesi 

genellikle 6 ile 7,5 pH aralığında gözlemlenmektedir (Chen vd., 2021). Kurutma sırasında 

tamponlayıcı ajanlar yoksa alkali pH’ya maruz kalmak, enzim fonksiyonu ve zar 

stabilitesini olumsuz etkileyerek yapısal strese ve canlılık kaybına açabilmektedir. Bu 

bağlamda, LZ örneğinde %32,48 oranında canlılık kaybı gözlemlenmiş olup, bu durum 

klinoptilolitin tek başına yeterli bir kriyoprotektan olmadığını ortaya koymaktadır. 

LS örneği %1’in altında en düşük canlılık kaybı göstererek, süt bileşenlerinin 

üstün koruyucu etkisini doğrulamıştır. Yağsız sütün içeriğindeki laktoz ve kazein, 

dondurarak kurutma sırasında cam benzeri bir matris oluşturarak bakteriyel hücreleri 

etkili biçimde immobilize etmekte ve zar lipidleri ile proteinlerin stabilizasyonunu 

sağlamaktadır. Bu matris, zararlı buz kristallerinin oluşumunu sınırlandırmakta ve su 

uzaklaştırılırken osmotik dengeyi desteklemektedir (Carvalho vd., 2004). VS örneği ise 

yaklaşık %15,5 oarnında orta düzeyde bir canlılık kaybı sergilemiştir. Süt tozu önemli bir 

koruma sağlamakla birlikte, vakum kurutma işlemi, 30 °C gibi nispeten düşük 

sıcaklıklarda gerçekleştirildiğinde dahi,  bakteriyel hücreler üzerinde çeşitli stres etkileri 

oluşturabilmektedir. Bu stresler, özellikle proteinlerde kısmi denatürasyona ve koruyucu 

matrisin etkinliğinde azalmaya neden olarak gözlemlenen canlılık kaybını açıklamaktadır 

(Santivarangkna vd., 2007a). Bu nedenle, koruyucu ajanların etkili olabilmesi yalnızca 

bileşimlerine değil, aynı zamanda uygulandıkları kurutma koşullarının uygunluğuna da 

bağlıdır. 

Zeolitin tek başına koruyucu ajan olarak yetersiz olduğu VZ ve LZ örneklerindeki 

yüksek canlılık kayıplarıyla açıkça ortaya konmuştur. Ancak dikkat çekici şekilde, LK 

örneği %5,19 gibi oldukça düşük bir canlılık kaybı göstermiştir. Bu durumda, süt tozunun 

membran ve protein stabilizasyonuna katkısı ile zeolitin matris içindeki nemi 

düzenleyerek su aktivitesini azaltması etkili olmuştur. Bu çift yönlü koruma, kurutma 

homojenliğini artırmış ve mikroçevresel stresi azaltmış olabilir. Benzer şekilde, VK 

örneğinde canlılık kaybı %14,68 oranında daha yüksek olmakla birlikte, koruyucu 

sinerjinin vakum koşullarında da belirli ölçüde varlığını sürdürdüğü görülmüştür. Ancak 

daha önce de belirtildiği gibi, vakum kurutmaya özgü stres faktörlerinin, koruyucu 

matrisin etkinliğini sınırlamış olabileceği düşünülmektedir. 

Bu sonuçlar, zeolitin tek başına bakteriyel hücrelerin kurutma sırasında yeterli 

koruma sağlayamadığını göstermektedir. Bu bulgu, mikroporoz yapısı ve yüksek yüzey 

alanına rağmen zeolitin, Paraburkholderia phytofirmans PsJN suşunun dehidrasyon 

kaynaklı hasarını önlemede tek başına etkili olmadığını bildiren Berninger vd. (2017) 
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tarafından gerçekleştirilen çalışma ile uyumludur. İlgili araştırma, kurutma ve depolama 

sırasında hücre zarlarının sağlam kalabilmesi için yağsız süt veya jelatin gibi koruyucu 

ajanların eklenmesinin önemini vurgulamaktadır. Bu çalışmanın bulguları da, zeolitin 

yapısal destek sağlamakla birlikte, bakteriyel hücrelerin etkin şekilde korunabilmesi için 

biyokimyasal koruyucularla birlikte kullanılması gerektiğini desteklemektedir. 

Her iki kurutma yönteminin sonuçları karşılaştırıldığında, kurutma yönteminin 

probiyotik canlılığı üzerinde önemli bir rol oynadığı görülmektedir. Vakum kurutma, 

hücre zarları ve duvarlarında hasara yol açabilen dehidrasyon ve basınç değişikliklerine 

neden olabilmektedir. Santivarangkna vd. (2007), gelişmiş mikroskopi teknikleri 

kullanarak Lactobacillus helveticus’ta bu tür yapısal hasarları gözlemlemiştir. Bu 

hasarlar, hücrelerin yapısal bütünlüğünü zayıflatarak hayatta kalma kapasitelerini 

azaltmaktadır. Ayrıca, hücrelerin vakum koşullarına maruz kalma süresi uzadıkça, besin 

ve enerji rezervlerinin tükenmesiyle birlikte metabolik stres ve hücresel yaşlanma 

meydana gelebilmekte; bu da bakterilerin kurutma sonrası toparlanmasını 

zorlaştırmaktadır (Santivarangkna vd., 2007a; Wang ve Zhong, 2024). Kurutma sırasında 

matrisin büzülmesi ve yoğunlaşmasından kaynaklanan mekanik stresler de hücrelere 

fiziksel zarar verebilmektedir. Vakum kurutma, her ne kadar ortamın oksijen seviyesini 

azaltsa da, ortamda kalan düşük miktardaki oksijenin, hücre zarları ve protein yapılarında 

oksidatif hasara yol açarak canlılık oranını daha da düşürebileceği bildirilmektedir (Wang 

ve Zhong, 2024). 

Buna karşılık, liyofilizasyon, suyu sıfırın altındaki sıcaklıklarda süblimasyon 

yoluyla uzaklaştıran ve sıvı fazı atlayarak yüksek vakum altında gerçekleşen daha nazik 

bir işlemdir. Bu yöntem, sıcaklığı donma noktasının oldukça altında tutarak termal hasarı 

en aza indirmekte ve zar lipidleri ile hücre içi proteinlerin yapısal bütünlüğünü 

korumaktadır. Sonuç olarak, dondurarak kurutma işlemi, B. bifidum gibi ısıya duyarlı 

bakterilerin canlılığını daha etkili bir şekilde muhafaza etmektedir. Ayrıca, dondurarak 

kurutulmuş ürünler depolama süresince oksidatif ve hidrolitik bozulmaya karşı daha 

dayanıklı olmakta; bu da ürünün raf ömrünü uzatmakta ve probiyotik fonksiyonelliğin 

korunmasına katkı sağlamaktadır (Savedboworn vd., 2018). 

Ancak bu çalışmada elde edilen sonuçlar, VZ örneği hariç, diğer tüm kurutulmuş 

örneklerin kurutma sonrası canlı hücre sayılarını probiyotiklerin etkili olabilmesi için 

gereken minimum seviye olan 6 log kob/g’nin üzerinde tuttuğunu göstermiştir (Dantas 

vd., 2021). Bu durum, kullanılan kurutma yöntemleri ve koruyucu bileşenlerin bakteri 

canlılığını ve potansiyel sağlık faydalarını koruma açısından başarılı olduğunu işaret 
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etmektedir. VZ örneği ise bu önemli eşik değerin altına düşmüş ve zeolitin tek başına 

vakumla kurutma işleminde bakteriyel canlılığı korumada yetersiz kaldığını göstermiştir. 

Öte yandan, süt tozu içeren örnekler, ister tek başına ister zeolit ile kombinasyon halinde 

olsun, önemli ölçüde daha yüksek koruma sağlamıştır. Bu bulgular, probiyotiklerin 

kurutulmuş ürünlerde canlı kalmasını sağlamak amacıyla, doğru katkı maddelerinin 

seçilmesinin kritik bir öneme sahip olduğunu vurgulamaktadır. 

 

Çizelge 4.4. Kurutulmuş B.bifidum kültürlerinin depolama süresince canlılık değişimleri (log10 kob/g)† 

 

 Depolama süresi (gün) 

 0 30 60 90 Ortalama 

LS 8,83±0,08 aA 8,75±0,06 abA 8,61±0,01 bA 8,60±0,01 bA 8,70±0,11 

VS 7,58±0,14 aB 6,62±0,27 bB 6,60±0,08 bC 6,53±0,02 bC 6,83±0,48 

LZ 6,30±0,14 cC 6,63±0,00 bB 6,93±0,04 aBC 6,52±0,00 bcC 6,59±0,25 

VZ 3,36±0,17 aD 3,18±0,18 aC 3,78±0,16 aD GG 2,58±1,61 

LK 8,59±0,17 aA 8,38±0,00 aA 8,58±0,02 aA 8,56±0,03 aA 8,53±0,11 

VK 7,73±0,08 aB 6,53±0,24 cB 7,33±0,26 abB 6,73±0,10 bcB 7,08±0,53 

†Ortalama ± standart sapma. Aynı satırdaki farklı küçük harfler (a–c) ve aynı sütundaki farklı büyük harfler 

(A–F) arasında istatistiksel olarak anlamlı fark vardır (p < 0,05). L: Liyofilizasyon, V: Vakum kurutma, S: 

Süt tozu , Z: Zeolit, K: Süt-zeolit karışımı, GG: Gelişme gözlenmedi. 

  

 Bu çalışmada, 90 günlük depolama süresi boyunca B. bifidum’un canlılık durumu 

incelenmiştir (Çizelge 4.4). Tablo, kültürlerin farklı taşıyıcılarla ve kurutma 

yöntemleriyle elde edilen kültür formlarının depolama süresince gösterdiği logaritmik 

canlılık değerlerini ortaya koymaktadır. LS ve VS örnekleri, uygulanan kurutma 

yönteminin etkisini yansıtan belirgin farklılıklar göstermiştir.  

LS örneğinde başlangıç canlılık değeri 8,83 log kob/g olarak ölçülmüş; bu değer 

zamanla hafif bir azalma göstererek 90. gün sonunda 8,60 log kob/g seviyesine 

düşmüştür.  Depolama boyunca gerçekleştirilen tüm canlılık ölçümleri dikkate 

alındığında ise, ortalama canlılık değeri 8,70 log kob/g olarak hesaplanmıştır. VS örneği 

ise daha düşük bir başlangıç canlılık değeri olan 7,58 log kob/g ile başlamış; depolama 

süresince bu değer kademeli olarak azalmış ve 90. gün sonunda 6,53 log kob/g’ye 

gerilemiştir. Bu sonuçlar, yağsız sütün depolama süresince bakteriyel canlılığı yüksek 

oranda koruduğunu göstermektedir. Bunun başlıca nedeni, yağsız sütte bulunan organik 

bileşiklerin metabolik aktiviteyi azaltma, hücre lizisini önleme, hidrolitik ve oksidatif 
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reaksiyonları yavaşlatma gibi canlılık kaybının başlıca nedenlerine karşı koruyucu bir rol 

oynamasıdır (Letona vd., 2023). Buna ek olarak, aynı taşıyıcı kullanılsa dahi vakumla 

kurutmanın, liyofilizasyona kıyasla daha fazla canlılık kaybına yol açtığı görülmektedir. 

Liyofilizasyon yöntemi, vakumla kurutmaya göre, düşük sıcaklıkta ve vakum altında 

gerçekleşmesi nedeniyle, termal stresin en aza indirilmesini ve probiyotik canlılığın daha 

uzun süre korunmasını ve raf ömrünün uzamasını sağlamaktadır. 

Buna karşılık, VZ örneği en düşük başlangıç canlılık değeri olan 3,36 log kob/g 

ile ölçülmüş; 90. gün sonunda ise gelişme gözlenmemiştir (GG). Bu bulgular, 

(Santivarangkna vd., 2007b) tarafından bildirilen sonuçlarla uyumludur. Söz konusu 

çalışmada, zeolitin mikroporoz yapısına ve nem tamponlama kapasitesine rağmen, 

canlılığın korunmasında tek başına yetersiz olduğu belirtilmiş; bu nedenle protein veya 

şeker bazlı koruyucularla birlikte kullanılmasının gerekli olduğu vurgulanmıştır.  

Çalışmamızda dikkate değer bir diğer gözlem, LZ, VZ, LK ve VK örneklerinde 

depolamanın ilk iki ayında canlı hücre sayısında hafif bir artış gözlemlenmiş olmasıdır. 

Özellikle LZ örneğinde, başlangıçta düşük olan 6,30 log kob/g canlılık değeri, depolama 

boyunca artış göstererek 6,52 log kob/g seviyesine ulaşmıştır. 
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Bu durum, muhtemelen subletal düzeyde fizyolojik hasar almış hücrelerin zaman 

içinde toparlanmasına bağlanabilir. Bu hücreler, özellikle vakum kurutma işlemi 
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sırasında ya da güçlü koruyucu ajanlar içermeyen formülasyonlarda, kurutma esnasında 

membran bütünlüğü, enzim fonksiyonu veya taşıma sistemlerinde geçici bozulmalara 

uğrayabilmektedir. Tam anlamıyla inaktive olmamalarına rağmen, bu hücresel işlevlerin 

geçici olarak baskılanmasıyla, kültür ortamında koloni oluşturma yetenekleri ilk aşamada 

sınırlamaktadır. 

Benzer toparlanma eğilimleri, önceki probiyotik canlılık çalışmalarında da rapor 

edilmiştir. Örneğin Celik ve O’Sullivan (2013), farklı Bifidobacterium suşları üzerinde 

kurutma ve depolamanın etkisini araştırmış; B. animalis subsp. lactis ve B. longum subsp. 

infantis’in trehaloz dahil çeşitli koruyucu ajanlarla kurutulduğu örneklerde, kurutmadan 

hemen sonra canlılıkta azalma gözlenmiş; ancak depolama sırasında ―özellikle düşük 

nem ve oksijensiz koşullarda― subletal hasar görmüş hücrelerin kısmi toparlanma 

gösterdiğini bildirmiştir. Benzer şekilde, Tanimomo vd. (2016), Bifidobacterium 

crudilactis suşunun sorbitol ile liyofilize edilmesi sonrasında depolama sırasında 

canlılıkta hafif bir artış olduğunu gözlemiş ve bu artışı membran stabilizasyonuna ve 

matriks içindeki nem dağılımına bağlamışlardır. Tüm bu bulgular, mikroorganizma 

davranışının sadece başlangıç ya da son ölçümleriyle değil, depolama süreci boyunca 

sürekli olarak izlenmesinin önemini ortaya koymaktadır.  

Bazı çalışmalar, süt tozu matrislerinde hafif düzeyde canlılık toparlanması 

bildirmiştir; ancak bu etkilerin büyük ölçüde suş tipi, kurutma yöntemi ve depolama 

koşullarına bağlı olduğu belirtilmektedir (Santivarangkna vd., 2007a). Mevcut çalışmada 

ise bu toparlanma, özellikle zeolit içeren örneklerde gözlenmiş, LS veya VS örneklerinde 

benzer bir artış saptanmamıştır. Ilinskaya vd. (2024), tüm suşların aynı koşullarda 

depolanmasına rağmen, suşlar arasında farklılık gösterdiğini bildirmiştir. Örneğin 

Lactobacillus plantarum ve L. delbrueckii suşlarının süt tozu içeren kontrollerinde hafif 

bir canlılık artışı gözlenirken, diğer bazı suşlarda yalnızca daha yavaş bir canlılık 

azalması kaydedilmiştir. Bu değişkenlik, suşların stres toleransı ve hücresel onarım 

mekanizmalarındaki farklılıkları yansıtmakta olup, her bir suşun kurutma ve depolamaya 

verdiği tepkiyi belirgin şekilde etkilemektedir. Bu bulgular, aynı çevresel koşullar altında 

dahi, her suşun kendi içsel fizyolojik özelliklerinin hayatta kalma ve toparlanma üzerinde 

kritik rol oynadığını göstermektedir. 

Canlılık toparlanmasının sadece suş özelliklerine değil, kullanılan koruyucu 

matrise de bağlı olduğu unutulmamalıdır. Bu bağlamda, zeolitin hücresel onarıma 

elverişli bir mikroçevre oluşturma potansiyeli taşıdığı düşünülmektedir. Zeolitin kristal 

ve gözenek yapısı, depolama süresince nemi adsorbe edip yavaşça salarak bir nem 
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tamponu görevi görmesine olanak tanmaktadır (Eroglu vd., 2017). Bu dinamik nem 

düzenlemesinin, aşırı kurumanın önüne geçerek zarar görmüş hücrelerin 

rehidratasyonuna katkı sağlandığı ve membran stabilizasyonu açısından uygun koşullar 

oluşturduğu söylenebilir. Ayrıca zeolitler, iyon değişim kapasitesi ve mineral içeriği 

sayesinde, bakteriyel metabolizma ve membran bütünlüğü açısından kritik olan kalsiyum, 

magnezyum ve potasyum gibi iz elementlerin sağlanması yoluyla membran onarımına ve 

enzim reaktivasyonuna katkıda bulunabilmektedir (Mumpton, 1999; Szatmári vd., 2020). 

Bu nedenle, LS ve VS örneklerinde, başlangıç canlılıklarını yüksek seviyede 

korumalarına rağmen, zeolitin sağladığı bu uyarlanabilir mikroçevresel destekten yoksun 

kalmaları nedeniyle, subletal hasarın onarılmasının güçleştirdiği düşünülmektedir. 

Bulgular, zeolitin fizikokimyasal özelliklerinin, özellikle kontrollü sıcaklık ve pH 

koşullarında, kurutma işlemi sırasında zarar gören probiyotik hücrelerin hayatta kalma 

oranlarını artırabileceği görüşünü desteklemektedir. 

Benzer sonuçlar Osborne vd. (2021) tarafından da rapor edilmiştir. Söz konusu 

çalışmada, zeolitin E. coli kültürlerinde durağan fazda hücre canlılığını artırdığı ve 

mikroçevresel stabilizasyonu sağlayarak membran bütünlüğünü koruyabildiği 

gösterilmiştir. Bu durum, bizim çalışmamızda LK örneklerinin, VS örneğine kıyasla 

depolama süresi boyunca daha düşük canlılık kaybı göstermesiyle uyumludur. 

Depolama süresi boyunca canlılık trendi incelendiğinde, hem LS hem de LK 

örneklerinde yüksek B. bifidum hayatta kalımı gözlenmiştir. Ancak, başlangıç ve son 

değerlerin karşılaştırılması, canlılık kaybının derecesinde ince bir fark ortaya koymuştur. 

En yüksek başlangıç canlılığına sahip LS örneği (8,83 log kob/g), zamanla kademeli bir 

azalma göstererek 90. günde 8,60 log kob/g’ye gerilemiştir. Buna karşılık, LK örneği 

daha düşük bir başlangıç canlılığıyla başlamış (8,59 log kob/g), ancak zaman içindeki 

azalma daha küçük olup (0,03 log kob/g), canlılığın başlangıç seviyesine yakın şekilde 

korunmasını sağlamıştır. Bu durum, LK formülasyonunun daha stabil bir koruma profili 

sunduğunu göstermektedir. 

Ilinskaya vd. (2024) tarafından yürütülen ve klinoptilolit bazlı taşıyıcılar üzerine 

immobilize edilmiş çeşitli Lactobacillus suşlarının sekiz aylık depolama süresince 

canlılıklarının izlendiği çalışma, bu çalışmanın bulguları ile benzerlik göstermektedir. 

Söz konusu çalışmada üç farklı formülasyon test edilmiştir: sadece zeolite 

immobilizasyonu (Grup 1), zeolit ile koruyucu ajanların kombinasyonu (süt tozu, jelatin, 

sukroz; Grup 2) ve sadece koruyucu ajan içeren immobilize edilmemiş kontrol grubu 

(Grup C). Kontrol grubu örneklerde (Grup C), suşların büyük çoğunluğu, sekiz aylık 
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depolama sonunda canlılık oranını en yüksek seviyed korumuştur. Örneğin, Lactobacillus 

plantarum için canlılık oranları sırasıyla kontrol, Grup 2 ve Grup 1 formülasyonlarında 

%70,8, %65,5 ve %64,9 olarak ölçülmüştür. L. acidophilus suşunda ise bu oranlar %70,7, 

%68,1 ve %64,9 şeklindedir. Bu bulgular, klasik kriyoprotektanların uzun vadeli canlılık 

koruma kapasitesini açıkça ortaya koymaktadır. Bununla birlikte, immobilize 

formülasyonlar da anlamlı düzeyde canlılık sağlamış; özellikle koruyucu ajan ilavesi 

(Grup 2), zeolitin tek başına uygulandığı formülasyona (Grup 1) kıyasla canlılık üzerinde 

daha olumlu etkiler göstermiştir. 

Sonuç olarak, elde edilen bulgular, protein açısından zengin koruyucular (örneğin 

süt tozu) ile birlikte kullanıldığında zeolit bazlı matrislerin probiyotiklerin depolama 

stabilitesini artırabileceği yönündeki hipotezi desteklemektedir. Bu formülasyonda, zeolit 

adsorpsiyon ve desorpsiyon özellikleri sayesinde nem düzenlemesi sağlarken, süt tozu 

stabil bir camsı matriks oluşturarak hücresel yapıları koruyacak besinsel destek 

sağlamaktadır. Süt tozu, doğal nem tamponlama veya iyon değişim özelliklerine sahip 

olmasa da, zeolit ile birlikte sinerjik bir işlev görerek hem kurutma hem de depolama 

aşamalarında daha etkili bir koruma sistemi oluşturmaktadır. Mevcut çalışmada da 

görüldüğü üzere, koruyucu ajanlar olarak zeolit ve süt tozunun kombinasyonu, sadece 

zeolit kullanılan formülasyonlara kıyasla canlılığın korunmasında daha yüksek etkinlik 

göstermiştir. Bu sonuçlar, mineraller ile protein bazlı bileşenlerin birlikte kullanımının 

probiyotik stabilitesinin korunmasında kritik bir rol oynadığını ortaya koymaktadır. 

 

4.3. Kurutulmuş Kültürlerin FE-SEM ile Mikromorfolojik Analizi 

 

Bu çalışmada, kurutulmuş probiyotik örneklerin yüzey morfolojisi ve 

mikroyapısal özelliklerini incelemek amacıyla Alan Emisyonlu Taramalı Elektron 

Mikroskobu (FE-SEM) kullanılmıştır. FE-SEM görüntüleri, partiküllerin şekli, dokusu 

ve dağılımı hakkında ayrıntılı bilgiler sunarak, farklı kurutma yöntemleri ve taşıyıcı 

bileşimlerinin, B. bifidum’un matris içerisindeki korunması ve entegrasyonu üzerindeki 

etkilerinin görsel olarak değerlendirilmesine olanak sağlamaktadır (Ramirez-Olea vd., 

2024). Üçok ve Sert (2022) yaptıkları bir çalışmada, kurutma işlemi sırasında kullanılan 

koruyucu maddenin türüne bağlı olarak parçacıkların yüzey yapısı ve 

mikromorfolojisinin değiştiğini ortaya koymuştur. 

Bu çalışmada ise, doğru morfolojik analiz yapılabilmesi ve parçacık boyutu 

homojenliğinin sağlanabilmesi amacıyla kurutulmuş örnekler öğütülerek mikronize 
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edilmiştir. FE-SEM analizleri sonucu elde edilen görüntülerde, farklı taşıyıcı bileşenlerle 

hazırlanan B. bifidum kültürlerinin mikroyapı ve yüzey morfolojilerinde belirgin 

farklılıklar olduğu görülmüştür (Şekil 4.5 ve Şekil 4.6). %20 oranında yağsız süt tozu 

(LS) içeren liyofilize örneklerde, homojen ve süngersi bir yapı gözlemlenmiş; kristal yapı 

içermeyen amorf matris içinde belirgin şekilde ayırt edilebilen rod biçimli B. bifidum 

hücre kümeleri tespit edilmiştir (Trelles vd., 2013). Bu bulgu, hücrelerin morfolojik 

bütünlüklerini koruduğunu ve dondurarak kurutma işleminin canlılık ve hücresel yapı 

üzerinde minimal hasara yol açtığını göstermektedir.  

%20 oranında klinoptilolit içeren liyofilize kültür numuneleri (LZ) ise granüler, 

köşeli ve kristal yapılı bir yüzey morfolojisi sunmuş; ancak B. bifidum hücreleri 

görüntülerde doğrudan seçilememiştir.  Bu durum, hücrelerin zeolit yüzeylerine güçlü 

şekilde adsorbe olması ya da matrisin yapısal düzensizlikleri içinde tutulmasıyla 

açıklanabilir. Bununla birlikte, gözlemlenen gözenekli yapılar, potansiyel olarak, 

bakteriyel canlılığı sürdürebilecek koruyucu bir mikroçevre sunabilecek nitelikte 

değerlendirilmektedir. Bu gözlemler, rapor edilen benzer SEM analizleriyle de 

örtüşmektedir. Senila vd., (2022) doğal zeolit üzerinde mikrobiyal biyofilm oluşumunun 

SEM ile inceledikleri çalışmalarında bireysel hücrelerin zeolit matrisi içinde gömülü 

halde bulunduğunu ve dolayısıyla net şekilde ayrıştırılamadığı sonucuna ulaşmışlardır. 

Süt-zeolit karışımı (LK) içeren liyofilize örneklerde, film benzeri amorf alanlarla 

birlikte mineral parçacıklar gözlenmiş; bu heterojen yapı içerisinde çubuksu formunu 

koruyan B. bifidum hücreleri net bir şekilde ayırt edilebilmiştir. Bu bulgu, süt 

proteinlerinin film oluşturma özelliği ile zeolitin yüksek adsorpsiyon kapasitesi arasında 

sinerjik bir etki bulunduğunu ve bunun hücre stabilizasyonuna katkı sağladığını 

göstermektedir. 
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Şekil 4.5. Liyofilize edilen B.bifidum kültürlerinin FE-SEM görüntüleri 
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Şekil 4.6. Vakumla kurutulan B. bifidum kültürlerinin FE-SEM görüntüleri 
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Vakumlu etüvde kurutulmuş %20 (a/h) oranında yağsız süt tozu içeren kültür 

örneğinin (VS), FE-SEM görüntüsünde, matrisin yoğun, pürüzlü ve çöküntülü bir yüzey 

görünümü sergilediği gözlemlenmiştir. Yapının, düşük gözenekliliğe sahip amorf ve 

sıkışmış bölgeler içerdiği tespit edilmiştir. Dondurarak kurutulmuş kültürlerin aksine, bu 

örnekte belirgin büzülme ve yüzeyde daralma izleri dikkat çekmektedir. Matris 

dokusunun daha yakından incelendiği görüntüde ise, yüzeyin pul şeklinde, yassı ve 

parçalanmış görünümlü bir morfolojiye sahip olduğu görülmektedir. Bu yapıların bazıları 

çubuksu, eğimli ve kıvrılmış halde olup, bunların muhtemelen kurutulmuş ve kısmen 

deforme olmuş B. bifidum hücreleri olabileceğini düşündürmektedir. Ancak, yoğun 

aglomere olmuş matris yapısı nedeniyle, hücre bütünlükleri net biçimde ayırt 

edilememektedir. Bu durum, yüzeyin kırık bir yapı kazanması ya da hücrelerin sıkışmış 

matrisin daha derin katmanlarına gömülmüş olmasıyla ilişkilendirilmektedir. 

%20 (a/h) oranında klinoptilolit içerisinde hazırlanan ve vakumlu etüvde 

kurutulmuş B. bifidum kültürünün (VZ) mikro yapısının sıkı ve köşeli parçacık 

morfolojisi sergilediği gözlemlenmiştir. Kristal şekillerin kısmen korunduğu ve 

parçacıkların birbirine yakın yerleştiği görülmüştür. Aynı formülasyonun dondurarak 

kurutulmuş örneğine (LZ) göre yüzey daha az gözenekli görünmekte, bazı parçacıklarda 

ise aglomerasyon yani birbirine yapışma gözlemlenmiştir. Yüzey, mikroskobik düzeyde 

daha az keskin kenarlı ve hafif pürüzlü bir yapı göstermektedir. Bu durum, vakum altında 

nispeten daha yüksek sıcaklığa uzun süre maruz kalmanın yüzey düzleşmesine veya 

parçacıkların birbirine kaynaşmasına yol açtığını düşündürmektedir. Ayrıca, bu örnekte 

de bakteriyel hücrelere rastlanmamıştır; bu durum kuruma sürecinde meydana gelen 

yapısal değişimlerin hücre bütünlüğünü ve muhafazasını olumsuz etkilediğini 

göstermektedir. 

Son olarak, %10 (a/h) oranında yağsız süt tozu ve %10 (a/h) oranında klinoptilolit 

hazırlanmış vakumla kurutulmuş B. bifidum kültürü (VK) yoğun, gözenekli ve düzensiz 

bir mikroyapı sergilemiştir. FE-SEM görüntüsünde, sıkışmış protein matrisi içerisinden 

dışa doğru çıkan zeolit parçacıkları ve düzensiz yüzeyler dikkat çekmektedir. Bu durum, 

vakumla kurutma sırasında matrisin büzülmesi ve suyun uzaklaşmasıyla birlikte taşıyıcı 

maddelerin tam olarak bütünleşemediğini göstermektedir. Ayrıca büyük zeolit 

parçacıklarının süt matrisi içine kısmen gömüldüğü görülmüştür. Organik (süt) ve 

inorganik (zeolit) fazlar arasında tam bir bütünleşme sağlanamamış ve zeolit yüzeylerinin 

süt matrisinin katı fazlarıyla düzensiz şekilde kaplandığı fark edilmiştir. Bununla birlikte, 

B. bifidum hücreleri bu yapıda gözlemlenebilmiş; ancak sayıları daha az ve dağılımları 
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daha dağınık olmuştur. Hücrelerin matris içinde düzensiz biçimde dağılmış olması ve bazı 

hücrelerin yüzeye yakın pozisyonda gözlemlenmesi, koruyucu ortamın homojenliğinin 

yetersiz kaldığını düşündürmektedir. 

 

4.4. Kurutma Yöntemi ve Taşıyıcıların Nem İçeriği Üzerindeki Etkisi 

 

Nem içeriği, probiyotik ürünlerin depolama stabilitesi için kritik bir parametredir. 

Yüksek nem oranı, probiyotiklerin raf ömrünü veya etkinliğini azaltabilecek oksidasyon, 

istenmeyen kimyasal reaksiyonlar veya mikrobiyal bozulma riskini artırabilirken; düşük 

ve stabil nem içeriği raf ömrünü ve ürün güvenliğini artırmaktadır (Savedboworn vd., 

2018). Bu çalışmada, farklı formülasyonların nem içeriği, farklı kurutma yöntemlerinin 

etkinliğini ve koruyucu maddelerin nem düzenlemedeki rolünü değerlendirmek amacıyla, 

kurutulmuş B. bifidum kültürlerinin nem içeriği 0, 30, 60 ve 90. günlerde ölçülmüştür. 

Çizelge 4.5’te sunulan verilere göre, nem içeriği, kullanılan kurutma yöntemi ve 

koruyucu maddeye bağlı olarak değişiklik göstermiştir (p < 0,05). 

 

Çizelge 4.5. Kurutulmuş B.bifidum kültürlerine ait nem değerleri (%)† 

 

 Depolama süresi (gün) 

 0 30 60 90 Ortalama 

LS 6,28± 0,26 aC 5,43± 0,23 bB 5,10± 0,26 bB 4,39± 0,24 cB 5,30±0,74 

VS 9,25± 0,23abA 9,40±  0,29 aA 9,30±  0,29 abA 8,66±  0,22 bA 9,15±0,37 

LZ 2,07±  0,11 aE 2,20±  0,20 aD 0,74± 0,02 bF 0,81± 0,08 bC 1,45±0,72 

VZ 7,89± 0,46 aB 2,79± 0,30 bD 2,47±  0,36 bD 0,59± 0,11 cC 3,43±2,84 

LK 3,20± 0,28 aD 1,50± 0,10 bE 1,73± 0,15 bE 0,92± 0,03 cC 1,84±0,89 

VK 3,67± 0,21 bD 4,09±  0,28 abC 4,17±  0,11 abC 4,37±  0,18 aB 4,07±0,32 

†Ortalama ± standart sapma. Aynı satırdaki farklı küçük harfler (a–c) ve aynı sütundaki farklı büyük harfler 

(A–F) arasında istatistiksel olarak anlamlı fark vardır (p < 0,05). L: Liyofilizasyon, V: Vakum kurutma, S: 

Süt tozu , Z: Zeolit, K: Süt-zeolit karışımı 

 

LS örneği, nispeten yüksek olan %6,28 nem içeriği ile başlamış, zamanla bu değer 

yavaş fakat istikrarlı bir azalma göstererek 90. gün sonunda %4,39’a düşmüştür. Elde 

edilen bu değerler, daha önce yapılan çalışmalarda dondurularak kurutulmuş süt tozu 

bazlı probiyotik formülasyonlarda %3 ile %6 arasında kalan artık nem seviyeleriyle 

uyumludur (Carvalho vd., 2004) ve kurutma işlemi ile koruyucu matrisin etkinliğini 
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doğrulamaktadır. Buna karşılık, literatürde protein bazlı matrisler kullanılarak vakumla 

kurutulan probiyotik tozlarının genellikle %8 ile %12 arasında nem içerdiği bildirmiştir 

(Corcoran vd., 2004; Santivarangkna vd., 2007a). VS örneğinde de, depolama süresi 

boyunca gözlenen yaklaşık %9,15 seviyesinde seyreden yüksek nem içeriği, vakum 

kurutmanın süt tozu matrisinden bağlı suyu uzaklaştırmada sınırlı etki gösterdiğini ortaya 

koymaktadır. Bu durum, laktoz ve proteinler gibi higroskopik bileşenlerin kurutma işlemi 

sonrasında bile su tutma eğiliminde olmalarıyla açıklanabilir. Bu bulgu, vakumla kurutma 

yönteminin dondurarak kurutmaya kıyasla daha fazla nem tuttuğunu ortaya koyan Picot 

ve Lacroix (2004) ile Heidebach vd. (2012) tarafından yürütülen çalışmalarla da 

örtüşmektedir; her iki çalışmada da vakum kurutulmuş örneklerde nem oranı %9–11 

arasında bildirilmiştir 

 

 
 

Şekil 4.7. Depolama süresince B. bifidum kültürlerinin nem içeriği değişimleri 

 

Yalnızca klinoptilolit içeren örnekler (LZ ve VZ), genel olarak düşük nem içeriği 

sergilemiştir. Bu durum, klinoptilolitin yüksek su adsorpsiyon kapasitesi, mikroporöz 

yapısı ve termal olarak stabil kristal yapısına bağlanabilir. Protein veya şeker bazlı 

koruyucular higroskopik doğaları nedeniyle bağlı suyu tutma eğilimi varken, klinoptilolit 

kurutma sırasında daha etkili nem uzaklaştırılmasına katkı sağlamaktadır (Król vd., 2024; 

Margeta vd., 2013). LZ örneği, tüm depolama süresi boyunca oldukça düşük nem 

değerleri göstermiştir; başlangıçta %2,07, 60. ve 90. günlerde ise %0,74 ve %0,81 

seviyelerine kadar düşmüştür. Ortalama nem içeriği %1,45 olup, bu değer Ilinskaya vd. 

(2024) tarafından klinoptilolit içeren tüflerde bildirilen %0,40 seviyesinden bir miktar 
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yüksek olsa da, mineral saflığı, kurutma parametreleri ve kullanılan probiyotik suş 

farkları bu durumu açıklayabilir. 

VZ örneği ise daha değişken bir nem profili sergilemiştir. Başlangıçta %7,89 olan 

nem içeriği, 30. ve 60. günlerde sırasıyla %2,79 ve %2,47 olarak ölçülmüş, 90. günde ise 

%0,59’a kadar düşmüştür. Bu ani düşüş, vakum kurutma işlemi sırasında yüzeydeki bağlı 

suyun tam olarak uzaklaştırılamamasından kaynaklanabilir. Ayrıca, vakum kurutmanın, 

dondurarak kurutmaya kıyasla daha düşük kurutma etkinliği, özellikle ilk aşamada 

bakteriler üzerinde daha yüksek düzeyde stres oluşturarak yapısal hasara yol 

açabilmektedir (Santivarangkna vd., 2007a). Genel olarak, LZ örneğinde gözlenen sürekli 

düşük nem oranı ile VZ örneğinde tespit edilen hızlı düşüş eğilimi, klinoptilolitin nem 

azaltıcı etkisini ortaya koymakta ve özellikle liyofilizasyon yönteminde daha kararlı bir 

kuruma sağladığını ortaya koymaktadır. 

Klinoptilolit ve süt tozu kombinasyonu içeren LK örneği, ortalama %1,84 nem 

içeriği göstermiştir ve bu değer zamanla istikrarlı bir azalma eğilimi sergilemiştir. Bu 

durum, klinoptilolitin kurutucu özellikleri ile süt tozunun stabilizatör etkisi arasında 

sinerjik bir etkiye işaret etmektedir. 90. gün itibarıyla, LK örneğinin nem içeriği, yalnızca 

süt tozu içeren LS örneğine (%5,30) kıyasla anlamlı derecede düşük bulunmuş ve bu 

sonuç, dondurularak kurutulmuş probiyotik tozlar için bildirilen optimal nem aralığı 

(%3–6) içinde yer almaktadır (Carvalho vd., 2004). VK örneği ise 90 günlük depolama 

süresince, başlangıçta %3,67 olan nem içeriğini, hafif bir artışla %4,37 seviyesine 

taşımıştır. Bu küçük artış, muhtemelen ambalaj malzemesinin yetersiz bariyer özellikleri 

nedeniyle dış ortamdan gelen nemin difüzyonuyla ilişkilidir. Buna rağmen, nem içeriği 

genel olarak stabil kalmıştır. Önemli olarak, VK örneği, yalnızca süt tozu içeren vakumla 

kurutulmuş VS örneğine (%9,15) kıyasla anlamlı derecede daha düşük nem seviyeleri 

korumuştur. Bu durum, klinoptilolitin nem uzaklaştırma kapasitesini belirgin şekilde 

artırarak, vakum kurutma sırasında nem stabilitesine katkı sağladığını göstermektedir. 

 

4.5. Kurutulmuş Kültürlerde Su Absorpsiyon Davranışı 

 

Depolama boyunca su absorbsiyon davranışının izlenmesi, kurutulmuş gıda 

tozlarının fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik stabilitesini tahmin etmek açısından çok 

önemlidir. Nem alımı veya kaybı, tozlarda topaklanma, yapışkanlık, Maillard 

reaksiyonları, dokusal bozulmalar ve mikrobiyal çoğalma gibi kaliteyi olumsuz etkileyen 

değişikliklere neden olabilir (Foster vd., 2005). Özellikle süt veya karbonhidrat bazlı 
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higroskopik tozlar, çevresel bağıl nem değişimlerine karşı duyarlıdır; bu durum su 

aktivitesinin (aw) değişmesine ve dolayısıyla ürün güvenliğinin tehlikeye girmesine ve raf 

ömrünün kısalmasına neden olabilir. Aşırı nem alımı su aktivitesini artırarak oksidatif ve 

hidrolitik bozulmayı teşvik etmekte ve probiyotik canlılığını azaltabilmektedir. Öte 

yandan, aşırı nem kaybı mekanik strese veya hücre membranında hasara yol açarak 

rehidrasyon sonrası hücrelerin toparlanmasını engelleyebilmektedir. Bu nedenle, 

absorbsiyon eğilimlerinin değerlendirilmesi; uygun ambalaj malzemesi seçimi, çevresel 

nem kontrolü ve işlem parametrelerinin optimizasyonu açısından kritik öneme sahip olup, 

bu olumsuz etkilerin önlenmesine olanak tanımaktadır (Carvalho vd., 2004; 

Santivarangkna vd., 2007a) 

Bu çalışmada, kurutulmuş B. bifidum toz kültürlerinin su absorbsiyon davranışı, 

yaklaşık %75 bağıl nem sağlayan doygun NaCl çözeltisi bulunan bir desikatörde yedi gün 

süreyle bekletilerek değerlendirilmiştir. Bu koşullar altında, formülasyonların çevresel 

nemi alma kapasiteleri incelenmiş ve nem içeriğindeki değişim miktarı absorpsiyon 

eğilimini yansıtmıştır. Çizelge 4.6’da farklı kurutma yöntemi ve koruyucu bileşimlere 

sahip kültür örneklerinin nem absorpsiyon düzeylerini ortaya koymaktadır. 

 

Çizelge 4.6. Kurutulmuş B.bifidum kültürlerine ait su absorbsiyonu değerleri (%)† 

 

 Depolama süresi (gün) 

 0 30 60 90 Ortalama 

LS 6,57±0,18 bA 6,43± 0,07 bA 5,93± 0,08 cA 7,84± 0,11 aA 6,69±0,74 

VS 3,42±0,38 aCD 3,26± 0,20 aB 
3,09± 0,13 aB 3,33± 0,32 aBC 

3,27±0,27 

LZ 2,61±0,34 aD 1,84± 0,21 aC 2,28± 0,36 aC 2,70± 0,43 aC 2,36±0,46 

VZ 0,15±0,00 bE 1,07± 0,15  aD 1,25± 0,16 aD 1,32± 0,39 aD 0,95±0,53 

LK 4,58±0,53 aB 3,58± 0,20 abB 3,35± 0,46 bB 3,62± 0,27 abB 3,78±0,59 

VK 3,94±0,18 aBC 1,32± 0,18 cD 2,84± 0,19 bBC 1,73± 0,21cD 2,46±1,08 

†Ortalama ± standart sapma. Aynı satırdaki farklı küçük harfler (a–c) ve aynı sütundaki farklı büyük harfler 

(A–F) arasında istatistiksel olarak anlamlı fark vardır (p < 0,05). L: Liyofilizasyon, V: Vakum kurutma, S: 

Süt tozu , Z: Zeolit, K: Süt-zeolit karışımı 

 

Çalışmada, LS örneğinin su absorpsiyon oranında 60. günde azalma, 90. günde 

ise anlamlı bir artış göstermiştir. Nemdeki bu geçici düşüş, çevresel nemin toz kültürün 

su aktivitesinden düşük olması durumunda, örneğin başlangıçta çevreye su kaybetmesiyle 

ilişkili olabilir. Alternatif olarak, toz yapısında meydana gelen gözenek çökmesi veya 
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laktoz gibi bileşenlerin kristalleşmesi gibi iç yapısal değişiklikler, erken depolama 

döneminde su tutma kapasitesinin geçici olarak azalmasına yol açmış olabilir (Foster vd., 

2005; Jouppila ve Roos, 1994). 90. gün sonunda nem oranının %7,84’e yükselmesi, toz 

yapısının zamanla gevşemesi ve süt tozunun higroskopik bileşenlerinin çevresel nemi 

daha kolay absorbe etmesiyle açıklanabilir. Öte yandan, VS örneği boyunca su 

absorbsiyonu %3,09 ile %3,42 arasında değişmiş ve genel olarak stabil bir seyir 

izlemiştir. Bu değerler, LS örneğine göre daha düşük olmakla birlikte, vakum kurutma 

uygulanmasına rağmen süt tozunun doğal nem çekme eğiliminin tamamen 

engellenemediğini ortaya koymaktadır. Bu fark, dondurarak kurutulmuş ürünlerin daha 

gözenekli yapıya sahip olması ve bu nedenle çevresel nemi daha kolay absorbe etme 

eğiliminde bulunmalarıyla açıklanabilir. Bu durum, Heidebach vd. (2012) tarafından 

bildirilen bulgularla benzerlik göstermektedir. 

VZ örneği, su absorbsiyonu açısından en düşük değerleri göstermiştir; nem oranı 

%0,15’ten başlayarak 90. gün sonunda yalnızca %1,32’ye kadar yükselmiştir. Bu 

sonuçlar, özellikle klinoptilolit (zeolit) ile kombine edildiğinde vakum kurutmanın, nem 

alımına karşı yüksek direnç sağlayan toz yapıları oluşturduğunu ortaya koymaktadır. 

Zeolitin düşük higroskopik özelliği ile vakum kurutma sırasında gelişen kompakt yapı, 

yüksek bağıl nem koşullarında bile su buharı absorbsiyonunu minimumda tutmaktadır. 

Bu özellik, depolama sırasında topaklanma, esmerleşme veya mikrobiyal büyümeyi 

önleyerek tozun fiziksel stabilitesini artırması açısından faydalı olmakla birlikte, çok 

düşük nem seviyeleri hücresel stres ve dehidrasyona neden olarak probiyotik canlılığının 

korunmasını zorlaştırabilmektedir (Carvalho vd., 2004; Santivarangkna vd., 2007b). 

LZ örneği, düşük ve hafif dalgalanan su absorbsiyonu göstermiştir; başlangıçta 

%2,61’den %1,84’e düşmüş, 90. günde tekrar %2,70’e yükselmiştir. Bu desen, ortam ile 

orta düzeyde bir nem alışverişine işaret etmektedir. Klinoptilolit varlığı su alımını 

sınırlarken, dondurarak kurutma işleminde oluşan gözeneklilik zaman içinde kademeli 

absorbsiyona izin vermiştir. LZ, süt tozu örneklerine kıyasla daha yüksek nem direnci 

gösterirken, ancak vakum kurutulmuş zeolite örneğine göre biraz daha yüksek 

absorbsiyon ile depolama süresince dengeli bir stabilite sergilemiştir. Tripathi ve Giri, 

(2014) tarafından yapılan çalışmada, polisakkarit veya zeolit bazlı koruyucularla 

kurutulan probiyotik ürünlerin, protein içeren ortamlara göre daha düşük su absorbsiyon 

değerleri sergilediği rapor edilmiştir.  

LK örneği, 60. güne kadar %4,58’den %3,35’e hafif bir düşüş, ardından 90. günde 

%3,62’ye küçük bir artışla orta düzeyde ve nispeten stabil nem içeriği göstermiştir. Bu 
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durum, zeolitin koruyucu etkisi ile aşırı nem alımını sınırladığı, süt tozu bileşeninin ise 

çevresel nemle bir miktar etkileşime izin verdiği dengeli bir absorbsiyon davranışını 

işaret etmektedir. 

Buna karşılık VK örneği düzensiz su absorbsiyonu sergilemiş; 30. günde 

%3,94’ten %1,32’ye keskin bir düşüş, 60. günde %2,84’e artış ve 90. günde tekrar 

%1,73’e azalma göstermiştir. Bu dalgalanmalar, vakum kurutma işlemi sırasında oluşan 

toz matrisindeki yapısal yeniden düzenlenmelere bağlanabilir; bu da depolama süresince 

malzemenin nem ile etkileşimini etkileyebilir. 

 

 
 

Şekil 4.8. Depolama süresince B. bifidum kültürlerinin su absorbsiyon değişimleri 

 

4.6. Kurutulmuş Kültürlerde pH Değişimi 

 

pH, probiyotik bakterilerin işleme ve depolama sırasında hayatta kalması ve 

fizyolojik stabilitelerinin korunmasında etkili olan temel bir parametredir (Tripathi ve 

Giri, 2014). Bu çalışmada, tüm formülasyonlarda pH ölçümleri 0., 30., 60. ve 90. günlerde 

gerçekleştirilmiş olup, sonuçlar Çizelge 4.7’de sunulmuştur. Süt tozu içeren örneklerde 

pH dengesinin korunması büyük önem taşımaktadır, çünkü aşırı asidik koşullar, B. 

bifidum’un canlılığına ve metabolik aktivitesi üzerinde olumsuz etkilere neden olabilir 

(Saarela vd., 2000). Zeolit içeren örneklerde ise klinoptilolit mineralinin, yüksek 

tamponlama kapasitesi sayesinde pH dalgalanmalarını dengeleyici etki gösterdiği 

bildirilmektedir (Mastinu vd., 2019). Süt tozu ve klinoptilolitin birlikte kullanıldığı 

kombinasyon formülasyonlarında ise, organik ve mineral bileşenlerin etkileşimiyle daha 

karmaşık bir ortam oluşmaktadır. Bu kombinasyon, hem klinoptilolitin tamponlayıcı 

etkisi hem de süt tozunun sağladığı besinsel öğeler sayesinde, probiyotikler için daha 
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stabil bir mikroçevre sağlayabilmektedir (Mastinu vd., 2019; Santivarangkna vd., 2007a). 

Bu nedenle, pH takibi yalnızca ürünün asit-baz dengesini değerlendirmekle kalmamakta; 

aynı zamanda, taşıyıcı bileşenlerin bakterileri kurutma ve depolama süreçlerinde ne 

ölçüde koruyabildiğini değerlendirmek açısından da önem arz etmektedir. Elde edilen 

bulgular, probiyotik canlılığını ve fonksiyonelliğini depolama süresince korumaya 

yönelik formülasyonların geliştirilmesi açısından önemli bilgiler sunmaktadır. 

 

Çizelge 4.7. Kurutulmuş B.bifidum kültürlerine ait pH değerleri† 

 

 Depolama süresi (gün) 

 0 30 60 90 Ortalama 

LS 6,90±0,03 aE 6,51±0,18 bE 6,90±0,20 aD 6,49±0,03 bC 6,70±0,24 

VS 7,48±0,02 aC 7,00±0,09 bCD 
7,45±0,05 aBC 7,41±0,14 aB 

7,33±0,22 

LZ 8,53±0,03 aB 8,56± 0,32 aA 8,34±0,05 aA 8,29±0,05 aA 8,43±0,19 

VZ 8,77±0,14 aA 8,05 ±0,05 bB 8,27±0,16 bA 8,09±0,10 bA 8,30±0,32 

LK 7,13±0,03 bD 7,33±0,14 bC 7,61±0,07 aB 7,13±0,09 bB 7,30±0,22 

VK 7,24±0,06 abD 6,77±0,06 bDE 7,23±0,10 abC 7,42±0,36 aB 7.17 

†Ortalama ± standart sapma. Aynı satırdaki farklı küçük harfler (a–c) ve aynı sütundaki farklı büyük harfler 

(A–F) arasında istatistiksel olarak anlamlı fark vardır (p < 0,05). L: Liyofilizasyon, V: Vakum kurutma, S: 

Süt tozu , Z: Zeolit, K: Süt-zeolit karışımı 

 

LS örneklerinde, pH değeri 0. günde 6,90 olarak ölçülmüş, 30. günde istatistiksel 

olarak anlamlı bir düşüşle 6,51’e gerilemiştir (p < 0,05). 60. günde 6,90’a yükselen pH, 

90. günde yeniden azalarak 6,49’a düşmüştür. Bu tür pH dalgalanmaları, kurutma 

sonrasında bile süt matrisi içinde düşük düzeyli devam eden metabolik aktivite veya 

protein hidrolizi gibi faktörlerle ilişkili olabilir (Khem vd., 2016). VS örnekleri ise daha 

yüksek ve görece stabil bir pH profili sergilemiştir. Başlangıç pH’ı 7,48 iken, 30. günde 

anlamlı şekilde azalarak 7,00’a düşmüş; ardından 60. ve 90. günlerde sırasıyla 7,45 ve 

7,41 değerlerinde ölçülmüştür. Vakum kurutma işleminin, süt bileşenlerinde pH düşüşüne 

neden olabilecek rezidüel enzimatik veya mikrobiyal süreçleri baskılaması, bu 

stabilitenin sağlanmasına katkı sağlamış olabilir. Bununla birlikte, ilk 30 gündeki anlamlı 

düşüş, muhtemelen kurutma sonrası gerçekleşen sınırlı düzeydeki biyokimyasal 

değişimlerden kaynaklanmaktadır. 

Dondurularak kurutulmuş zeolit (LZ) örneğinde, pH değerleri 8,34 ile 8,56 

arasında değişim göstermiş; tüm ölçüm noktaları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir 
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fark tespit edilmemiştir (p > 0,05). Bu sonuç, zeolitin yüksek tamponlama kapasitesine 

ve iyon değişim özelliklerine bağlı olarak, sistemin pH stabilitesini koruyabildiğini ortaya 

koymaktadır. Klinoptilolitin doğal yapısı, özellikle hafif alkali bir mikroçevre oluşturarak 

ortamın asidifikasyonunu sınırlandırmış olabilir (Inglezakis vd., 2003; Polatoğlu, 2005). 

Buna karşılık vakumla kurutulmuş zeolit (VZ) örneklerinde, pH 0. günde 8,77 

olarak ölçülmüş, 30. günde 8,05’e düşerek istatistiksel olarak anlamlı bir azalma 

göstermiştir (p < 0,05). Ancak sonraki zaman noktalarında bu değer sabit kalmıştır. Bu 

erken düşüş, zeolitin yüzeyinde iyon veya metabolit adsorpsiyonuna bağlı bir denge fazını 

yansıtıyor olabilir. Sistemin zamanla yeniden stabilize olması, bu etkileşimlerin belirli bir 

sürede tamamlandığını düşündürmektedir.  

 

 
 

Şekil 4.9. Depolama boyunca B. bifidum kültürlerinde pH değişimi 

 

Süt tozu ve zeolitin birlikte kullanıldığı kombinasyon matrislerinde pH davranışı 

daha karmaşık bir seyir izlemiştir. Dondurularak kurutulmuş karışım (LK) örneğinde, pH 

değeri başlangıçta 7,13 iken, 60. günde 7,61’e yükselmiş; 90. günde ise tekrar 7,13’e 

düşerek dalgalı bir profil sergilemiştir. Bu geçici artış, süt ve zeolit bileşenleri arasında 

geçici olarak tamponlama kapasitesini artıran veya asit oluşumunu geciktiren sinerjik 

etkileşimlerden kaynaklanabilir. Vakumla kurutulmuş karışım (VK) örneği ise daha 

belirgin bir değişkenlik göstermiştir. pH değeri 30. günde 6,77’ye düşmüş, ardından 90. 

günde 7,42’ye yükselmiştir. Vakumla kurutma işleminin, özellikle koruyucu olarak 

karbonhidratların kullanıldığı sistemlerde, hücre zarlarında hasara yol açan ve matris içi 
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etkileşimleri artıran moleküler düzeyde streslere neden olabileceği bilinmektedir 

(Kubbutat vd., 2021; Santivarangkna vd., 2007a). Ayrıca, zeolitin iyon değişim 

kapasitesine bağlı olarak kontrollü iyon salımı yoluyla pH üzerinde etkili olduğu 

literatürde açıkça ortaya konmuştur (Berber-Mendoza vd., 2006; Polatoğlu, 2005). Bu 

mekanizmalar birlikte değerlendirildiğinde, bu çalşmadakı, 90 günlük depolama süresi 

boyunca gözlenen pH dalgalanmaları ve ortamın kimyasal dengesindeki sürekli değişim 

açıklanabilir. 

 

4.7. Kurutulmuş Kültürlerde Titre Edilebilir Asitlik (TTA) Değerleri 

 

TTA (Toplam Titre edilebilir Asitlik), probiyotik formülasyonlarda toplam asit 

içeriğinin değerlendirmek amacıyla kullanılan önemli bir parametredir. Bu ölçüm, işleme 

ve depolama süreçleri boyunca probiyotik bakterilerin metabolik aktivitesine ilişkin 

dolaylı ancak kritik bilgiler sunar. pH, yalnızca belirli bir anda ortamda bulunan serbest 

hidrojen iyonu konsantrasyonunu yansıtırken, TTA bakteriyel fermantasyonla üretilen 

tüm organik asit türlerini de kapsayan daha kapsamlı bir ölçümdür. Bu özelliği sayesinde 

TTA, pH değişiminde hemen fark edilemeyen ancak zaman içerisinde ürün kalitesi ve 

mikrobiyal stabilite üzerinde etkili olabilecek asidik birikimlerin izlenmesine olanak 

tanımaktadır (Champagne vd., 2011). Probiyotik ürünlerde TTA’daki artış, genellikle 

devam eden bakteriyel metabolizmanın bir göstergesidir; bu durum ürünün lezzetini, raf 

ömrünü ve probiyotik canlılık düzeyi üzerinde doğrudan etkili olabilmektedir. Bu 

nedenle, TTA takibi, süt klinoptilolit veya bunların kombinasyonlarını içeren taşıyıcı 

matrislerin tamponlama kapasitelerinin karşılaştırılması açısından da önem taşımaktadır. 

Bu değerlendirme, formülasyonun asidifikasyonu ne ölçüde sınırlandırabildiğini 

göstererek probiyotik fonksiyonelliğin korunmasına katkı sağlar. Dolayısıyla, TTA 

ölçümleri, kurutma süreçlerinin optimize edilmesinde ve probiyotik kültürlerin 

stabilitesinin sağlanmasında değerli bir araç olarak görülmektedir. Kurutulmuş B. bifidum 

kültürlerine ait TTA değerleri Çizelge 4.8’de gösterilmiştir. 

Dondurularak kurutulmuş süt tozu (LS) örneklerinde, TTA başlangıçta %1,77 ile 

en yüksek değerlerden birini göstermiştir. 30. günde bu değer istatistiksel olarak anlamlı 

şekilde %1,46’ya düşmüş ve 60. ile 90. günlerde benzer seviyelerde (%1,46 ve %1,38) 

kalmıştır (p < 0,05). Bu azalma, depolamanın erken döneminde süregelen mikrobiyal 

veya enzimatik faaliyetlerin zamanla azaldığını, böylece sistemin asit üretimi bakımından 

daha stabil hâle geldiğini göstermektedir. Benzer eğilimler, fermente süt ürünlerinin 
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dondurularak kurutulması sonrası yapılan çalışmalarda da bildirilmiştir (Martínez-Franco 

vd., 2013). 

 

Çizelge 4.8. Kurutulmuş B.bifidum kültürlerine ait toplam titre edilebilir asitlik (TTA) değerleri (%)† 

 

†Ortalama ± standart sapma. Aynı satırdaki farklı küçük harfler (a–c) ve aynı sütundaki farklı büyük harfler 

(A–F) arasında istatistiksel olarak anlamlı fark vardır (p < 0,05). L: Liyofilizasyon, V: Vakum kurutma, S: 

Süt tozu, Z: Zeolit, K: Süt-zeolit karışımı 

 

Vakumla kurutulmuş süt tozu (VS) örneklerinde ise TTA başlangıçta daha düşük 

iken (%0,95); bu değer 30. ve 60. günlerde %0,60’a gerilemiş, 90. günde ise hafif bir 

artışla %0,81’e yükselmiştir. Bu patern, vakum kurutma işleminin bakteriyel asit 

üretimini baskılayıcı bir etki oluşturduğunu düşündürmektedir. Özellikle bu yöntemde 

ortamda kalan nem oranının yüksek olması (yaklaşık %9,15), bakterilerin metabolik 

olarak aktif kalma ihtimalini artırırken, düşük oksijen varlığı mikrobiyal fermentasyonu 

sınırlayabilmektedir. 90. gündeki asidite artışı ise, örneklerin ambalaj geçirgenliğine bağlı 

olarak çevresel nem çekmesi, kısıtlı sayıda canlı bakterinin yeniden metabolik olarak 

aktive olması ya da matris içerisinde önceden tutulmuş asitlerin zamanla serbest kalması 

gibi olasılıklarla açıklanabilir. Depolama süresince nemin belirli bir seviyede kalması, 

biyolojik aktivitenin sınırlı da olsa devam etmesine izin verdiğini göstermektedir 

(Santivarangkna vd., 2007a). 

Tüm formülasyonlar arasında, zeolit bazlı örnekler (LZ ve VZ) depolama süresi 

boyunca en düşük TTA değerlerini göstermiştir. LZ örneğinde TTA, başlangıçta %0,15 

iken 90. gün sonunda %0,05’e kadar azalmıştır. Benzer şekilde, VZ örneğinde %0,18 

olan başlangıç değeri yine %0,05’e düşmüş ve her iki örnekte de istatistiksel olarak 

anlamlı bir azalma gözlenmiştir (p < 0,05). Ilinskaya vd. (2024), klinoptilolit üzerine 

immobilize edilmiş probiyotik bakterilerin depolama süresince daha düşük asit üretimi 

 Depolama süresi (gün) 

 0 30 60 90 Ortalama 

LS 1,77±0,11aA 1,46±0,07 bA  1,46±0,07 bA 1,38±0,03 bA 1,52±0,17 

VS 0,95±0,09 aB 0,60±0,07 bC  0,60±0,07 bB 0,81±0,16 abB 0,74±0,17 

LZ 0,15±0,03 aD 0,07±0,02 bD  0,08±0,03 bD    0,05±0,0 bD 0,08±0,05 

VZ 0,18±0,05 aD 0,05±0,00 bD  0,06±0,03 bD 0,05±0,00 bD 0,08±0,06 

LK 1,02±0,07 aB 1,04±0,08 aB  0,96±0,07 abB 0,81±0,08 bB 0,96±0,11 

VK 0,60±0,09 bC 1,38±0,03 aA  0,51±0,03 bcB 0,42±0,05 cC 0,73±0,40 
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gösterdiğini ve süt tozu matrislerinde korunan kültürlere göre daha düşük TTA 

değerlerine sahip olduğunu bildirmiştir. Benzer şekilde, Santos vd. (2019), zeolit gibi 

inorganik taşıyıcılarla formüle edilen probiyotik tozların depolama süresince önemli 

ölçüde daha düşük asit üretim potansiyeline sahip olduğunu ve bunun başlıca 

nedenlerinin metabolik aktivitenin sınırlanması ile düşük nem içeriği ile ilişkili olduğunu 

rapor etmiştir. Ayrıca, Santivarangkna vd. (2007a), yüksek nem tutucu özellikteki organik 

kurutma matrislerinin (örneğin süt tozu) daha yüksek asit üretimini koruduğunu, 

inorganik matrislerin ise metabolik aktiviteyi sınırlandırarak TTA seviyelerini 

düşürdüğünü belirtmiştir. 

 

 
 

Şekil 4.10. Depolama boyunca B. bifidum kültürlerinde TTA değişimi 

 

Kompozit taşıyıcılarda (süt tozu + klinoptilolit) TTA davranışı daha karmaşık bir 

profil sergilemiştir. Dondurularak kurutulmuş karışım (LK) örneğinde, TTA değeri 

%1,02 ile başlamış, 90. gün sonunda %0,81’e kademeli ve istatistiksel olarak anlamlı bir 

şekilde düşmüştür (p < 0,05). Bu düzenli azalma, süt tozunun organik asit üretim 

potansiyeli ile klinoptilolitin tamponlayıcı ve adsorptif özellikleri arasında dengeli bir 

etkileşim olduğunu düşündürmektedir. Vakumla kurutulmuş karışım (VK) örneği ise 

daha değişken bir TTA deseni ortaya koymuştur. Başlangıçta %0,60 olan asidite, 30. 

günde tüm gruplar arasında en yüksek değer olan %1,38’e ulaşmış, ardından 90. günde 

%0,42’ye düşerek anlamlı bir azalma göstermiştir.  Bu zirve, nem absorbsiyonu veya 
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matris gevşemesi nedeniyle kalıcı veya geçici olarak yeniden aktive olan bazı metabolik 

aktivitelerin varlığına işaret ediyor olabilir. Bu tür bir yeniden aktivasyon, hem önceden 

tutulmuş hücre içi organik asitlerin serbest kalmasına hem de hayatta kalan hücrelerin 

sınırlı fermantasyonla yeni asit üretmesine yol açmış olabilir. Ancak, takip eden süreçte 

gözlenen belirgin TTA azalması, klinoptilolitin tamponlama ve iyon değişim 

kapasitesinin bu etkiyi sınırladığı, ayrıca vakumla kurutma sırasında oluşan 

mikroçevrenin stabilizasyonu desteklediği yönünde değerlendirilebilir. Bu sonuçlar, 

kompozit taşıyıcı sistemlerin pH ve asitlik açısından zamanla dengeleyici bir davranış 

sergileyebileceğini göstermektedir. 

Klinikoptilolit ve süt tozu kombinasyonu ile kurutulmuş probiyotik kültürlerde 

doğrudan TTA ölçümünü raporlayan çalışma sayısı sınırlı olmakla birlikte, mevcut 

literatür gözlemlenen eğilimleri desteklemektedir. Organik taşıyıcılar (örneğin süt tozu) 

genellikle orta düzeyde asit üretimini sürdürürken, inorganik taşıyıcılar (örneğin zeolit) 

düşük nem içeriği ve metabolik kısıtlama yoluyla asitlik artışını sınırlandırmaktadır 

(Ilinskaya vd., 2024; Santivarangkna vd., 2007a; Santos vd., 2019). 
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5. SONUÇLAR VE ÖNERİLER 

 

5.1. Sonuçlar 

 

Bu çalışmada, dondurarak kurutma ve vakum kurutma yöntemleriyle kurutulan 

Bifidobacterium bifidum kültürlerinde, farklı taşıyıcı matrislerin (yağsız süt tozu, 

klinoptilolit-zeolit ve bunların kombinasyonlarının) bakteri canlılığı, fizikokimyasal 

stabilitesi depolama sürecindeki davranışları üzerindeki etkileri değerlendirilmiştir. 

Çalışmanın temel amacı, uygun taşıyıcı ve kurutma yöntemi kombinasyonları aracılığıyla 

probiyotik canlılığını maksimum düzeyde korumak ve elde edilen toz ürünlerin depolama 

stabilitesini artırmaktır. Elde edilen bulgular, incelenen taşıyıcı matrislerin kurutma ve 

depolama süreçleri boyunca B. bifidum canlılığının korunmasındaki etkili rollerini ve 

olası koruyucu mekanizmalarını ortaya koyarak literatüre özgün katkılar sağlamaktadır. 

Sonuçlar, B. bifidum canlılığının korunmasında dondurarak kurutma yönteminin, 

vakum kurutmaya göre daha etkili olduğunu ortaya koymuştur. Özellikle yalnızca süt 

tozu içeren ve dondurarak kurutulan LS örneği, %0,03 log kob/g gibi son derece düşük 

bir canlılık kaybı ile en başarılı sonucu vermiştir. Bu bulgu, laktoz ve protein içeriği 

sayesinde dondurarak kurutma sırasında cam benzeri stabil bir yapı oluşturan süt tozunun 

üstün kriyoprotektif özelliklerini doğrular niteliktedir. Söz konusu yapı, hücre zarının 

bütünlüğünü korumakta, osmotik stresin etkilerini azaltmakta ve oksidatif ya da hidrolitik 

bozunmaları sınırlandırarak hücreyi çevresel stres faktörlerine karşı korumaktadır. Buna 

karşın, vakum kurutulmuş süt tozu (VS) örneğinde canlılık kaybı 1,39 log kob/g 

seviyesine ulaşarak belirgin bir düşüş göstermiştir. Bu durum, vakum kurutma işlemi 

sırasında maruz kalınan termal stresin, süt tozunun koruyucu kapasitesini kısmen 

azalttığını göstermektedir. Bununla birlikte, her iki yöntemde de süt tozunun varlığı, 

probiyotik canlılık eşiği olarak kabul edilen 6 log kob/g’nin üzerinde canlılık seviyesinin 

korunmasını sağlamıştır. Bu da süt tozunun, farklı kurutma koşullarında dahi belirli bir 

koruyucu etkinliği sürdürebildiğine işaret etmektedir. 

Zeolitin tek başına kullanıldığı örneklerde canlılık değerleri, anlamlı ölçüde daha 

düşük bulunmuştur. Sadece zeolit içeren LZ ve VZ örnekleri, en yüksek canlılık 

kayıplarını göstermiştir. Özellikle VZ örneğinde canlılık, 8,75 log kob/g’dan 3,36 log 

kob/g’a gerileyerek 5,39 log birimlik ciddi bir kayıp yaşamıştır. Bu durum, zeolitin 

inorganik, besin açısından yetersiz yapısının yanı sıra B. bifidum için uygun olmayan 

yüksek alkali mikroçevre (pH ~9,0) yaratma eğiliminin, tek başına koruyucu olarak 
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kullanımının sınırlamalar getirdiğini ortaya koymaktadır. Zeolitin osmo-koruyucu 

bileşikler içermemesi ve kurutma esnasında su akışını düzenleyememesi, hücre membran 

sağlanamamasına ve dehidrasyon kaynaklı stresin önlenememesine neden olmaktadır. 

Yüksek yüzey alanı, gözeneklilik ve iyon değişim özelliklerine rağmen, fiziksel-kimyasal 

avantajlar mikroorganizma canlılığının tek başına korunması için yeterli olmamıştır.  

Ancak çalışma, zeolitin bu sınırlamalarının süt tozu ile kombinasyon halinde 

kullanımda önemli ölçüde aşılabileceğini göstermiştir. Hem LK hem de VK örnekleri, 

yalnızca zeolit içeren formülasyonlara kıyasla anlamlı derecede daha yüksek canlılık 

değerleri sergilemiştir. Özellikle LK örneği, 0,47 log kob/g gibi düşük canlılık kaybı ve 

depolama süresince gösterdiği stabil canlılık eğilimi ile LS örneğinden dahi daha üstün 

bir canlılık koruması sağlamıştır. Bu bulgu, süt tozu ve zeolitin sinerjik bir koruyucu 

etkiye sahip olduğunu göstermektedir: süt tozu biyokimyasal koruma ve membran 

stabilizasyonu sağlarken, zeolit iyon değişimi ve yapısal destek yoluyla nem düzenlemesi 

ve çevresel stresin tamponlanmasına katkıda bulunmaktadır. Bu sinerji, su aktivitesinin 

dengelenmesini, matris heterojenitesinin azaltılmasını ve kurutma işleminin 

homojenliğinin artmasını mümkün kılmaktadır.  

Önemli bir diğer gözlem ise, zeolit içeren bazı örneklerde subletal hasar görmüş 

hücrelerin depolama süresince kısmen iyileşmesi olmuştur. LZ ve VZ örneklerinde, 

canlılık değerleri ilk iki ayda hafif artış göstermiştir. Bu durum, zeolitin gözenekli yapısı 

ve nem tamponlama kapasitesi sayesinde, kurutma sonrası hücresel onarımı destekleyen 

dinamik bir mikroçevre oluşturduğunu düşündürmektedir. Önceki çalışmalar da, kurutma 

sırasında zarar gören hücrelerin yeterli nem ve membran stabilitesi sağlandığında 

zamanla yeniden üreme yeteneğini kazandığını veya kültür ortamında çoğalabilir hale 

geldiğini göstermektedir. Bu bulgu, canlılık takibinin yalnızca kurutma sonrasında değil, 

tüm depolama sürecini kapsaması gerektiğini vurgulamaktadır. 

Fizikokimyasal analizler, mikrobiyolojik bulgularla tutarlılık göstermiştir. Zeolit 

içeren örnekler, daha düşük nem içeriğine sahip olup, LZ ve VZ örnekleri zeolitin güçlü 

kurutucu özelliklerini doğrulamıştır. Su absorbsiyon testleri, zeolitin, higroskopik 

davranışı etkili biçimde sınırladığını ve dolayısıyla topaklanma ya da esmerleşme gibi 

olumsuz fiziksel değişimleri önlemeye yardımcı olabileceğini göstermiştir. Öte yandan, 

süt tozu içeren örnekler daha fazla nem tutmasına rağmen, bu nem seviyeleri probiyotik 

tozlar için güvenli sınırlar içinde kalmıştır. LK örneği, yavaş ve kontrollü nem değişimleri 

ile yüksek stabilite göstererek olumlu bir nem profili sunarken; VK örneği, vakum 
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kurutma işlemi sırasında oluşan yapısal yeniden düzenlemeler nedeniyle daha dengesiz 

bir nem davranışı sergilemiştir. 

pH ve toplam titrasyon asitliği (TTA) analizleri, örneklerin mikro ortam 

koşullarını daha detaylı biçimde ortaya koymuştur. Zeolit içeren örneklerde yüksek ve 

stabil pH seviyeleri ölçülmüş olup, bu alkali ortam asidofilik B. bifidum gibi bakteriler 

için olumsuz bir etki yaratmıştır. Ancak süt tozu ile kombinasyon halinde kullanılan LK 

örneğinde pH değerleri daha dengeli kalmıştır. TTA sonuçları, LS ve VK gibi daha nemli 

örneklerde metabolik aktivitenin sürdüğünü, zeolit içeren örneklerde ise düşük asidite 

nedeniyle bakteriyel aktivitenin baskılandığını göstermiştir. 

FE-SEM görüntüleri, örnekler arasındaki yapısal farklılıkları açıkça ortaya 

koymuştur. Dondurarak kurutulmuş süt tozu çeren örneklerde, gözenekli yapının 

korunduğu ve hücrelerin bu yapı içerisinde iyi şekilde muhafaza edildiği gözlenmiştir. 

Buna karşılık, vakum kurutulmuş örneklerde daha sıkışmış bir yapı ve azalmış 

gözeneklilik dikkat çekmiştir. Zeolit içeren örnekler ise, kristalize ve pürüzlü yüzey 

özellikleri sergilemiş; bu yüzeylerde belirgin bakteriyel yapılar izlenememiştir. Öte 

yandan, süt tozu ve zeolitin birlikte kullanıldığı LK örneği, bakterilerin de 

gözlemlenebildiği homojen ve kompozit bir yapı sunmuş; bu durum, iki taşıyıcının 

birlikte kullanımının yapısal bütünlük ve koruyuculuk açısından daha etkili bir koruma 

sağladığını düşündürmektedir. 

Genel olarak, bu sonuçlar klinoptilolitin süt tozu ile birlikte kullanımının, tek 

başına kullanımına veya yalnızca süt tozu içeren sistemlere kıyasla daha üstün sonuçlar 

sağladığını göstermektedir. Dondurarak kurutma sürecinde süt tozu, hem besinsel destek 

sağlayarak hem de cam benzeri koruyucu bir yapı oluşturarak bakteriyel canlılığın 

korunmasına katkıda bulunmuştur. Zeolit ise, nem kontrolü, pH dengesinin sağlanması 

ve kurutma sonrası stabil bir mikroçevrenin korunması açısından önemli rol oynamıştır. 

Bu kombinasyon, hücre canlılığının korunmasına ek olarak, probiyotiklerin işleme ve 

depolama süreci boyunca işlevselliğini sürdürebilmesi için kritik öneme sahip olan pH ve 

nem gibi çevresel parametrelerin stabil kalmasına olanak tanımaktadır. 

Sonuç olarak, B. bifidum gibi probiyotiklerin etkin biçimde korunması, yalnızca 

kurutma yöntemine değil, aynı zamanda seçilen taşıyıcı materyallerin niteliklerine de 

doğrudan bağlıdır. Dondurarak kurutma hâlen en etkili ve güvenilir teknik olarak öne 

çıksa da, farklı fizikokimyasal özellikler taşıyan süt tozu ve zeolit gibi koruyucuların 

kombinasyonu, bu yöntemin performansını önemli ölçüde artırabilmektedir. Protein ve 

mineral bazlı taşıyıcıların birlikte kullanımı, özellikle uzun raf ömrü ve kalite tutarlılığı 
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gerektiren endüstriyel uygulamalar için daha daynıklı ve etkin probiyotik ürünlerin 

geliştirilmesine olanak tanıyan umut vadeden bir yaklaşımdır. Gelecekte, süt tozu ve 

zeolitin farklı oranlarda kombinasyonları, çeşitli probiyotik suşlarla birlikte 

değerlendirilerek; aynı zamanda gerçekçi ambalajlama ve taşıma koşulları altındaki 

canlılık ve stabilite performansları araştırılmalıdır. Bu tür araştırmalar, probiyotik 

ürünlerin üretimden tüketime kadar sağlık faydalarının sürdürülebilir biçimde korunması 

açısından kritik öneme sahiptir. 

 

5.2. Öneriler 

 

Bu çalışmada, klinoptilolit ve süt tozu sabit oranlarda kullanılmış olmakla birlikte, 

gelecekte farklı oran kombinasyonlarının sistematik olarak incelenmesi, B. bifidum 

canlılığını en yüksek düzeyde koruyabilecek optimum formülasyonun belirlenmesine 

katkı sağlayabilir. Özellikle bu taşıyıcıların oranları arasındaki sinerjik etkileşimlerin 

değerlendirilmesi, koruyucu etki mekanizmalarının daha iyi anlaşılmasına olanak 

tanıyacaktır. 

Bunun yanı sıra, elde edilen kurutulmuş kültürlerin simüle edilmiş gastrointestinal 

koşullarda (mide asidi ve safra tuzlarına maruz kalma gibi) dayanıklılıklarının test 

edilmesi, probiyotiklerin sindirim sistemi boyunca hayatta kalma kapasiteleri ve 

fonksiyonel etkinlikleri hakkında daha gerçekçi ve uygulamaya yönelik veriler 

sağlayacaktır. Bu tür çalışmalar, probiyotik ürünlerin insan sağlığı üzerindeki etkilerini 

daha doğru biçimde öngörebilmek açısından büyük önem taşımaktadır. 

İlerleyen araştırmalarda, farklı taşıyıcı materyallerin (örneğin polisakkarit bazlı 

biyopolimerler, protein türevleri veya doğal lifler) denenmesi ve bu materyallerin B. 

bifidum üzerindeki koruyucu etkilerinin karşılaştırılması, formülasyon çeşitliliğini ve 

uygulama esnekliğini artırabilir. Ayrıca, sprey kurutma, refraktif pencere kurutma veya 

mikrodalga destekli kurutma gibi alternatif ve endüstriyel olarak daha hızlı ve ekonomik 

olabilecek kurutma tekniklerinin değerlendirilmesi, hem ürün kalitesini hem de üretim 

verimliliğini optimize etmeye yönelik yeni stratejilerin geliştirilmesini mümkün kılabilir. 

Sonuç olarak, bu çalışmanın bulguları üzerine inşa edilecek daha kapsamlı ve 

disiplinler arası çalışmalar, probiyotik stabilitesini artıran, teknolojik açıdan 

uygulanabilir ve endüstriyel ölçekte sürdürülebilir çözümlerin geliştirilmesine zemin 

hazırlayacaktır.  
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