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OZET

Yiksek Lisans Tezi

STEViA KATKILI PROBiYOTIK YOGURTLARDA BAKTERI
CANLILIGININ VE URUN OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

Ezgi EROGLU

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri EnstitGsu
Gida Miihendisligi Anabilim Dal1

Damisman: Dog. Dr. Tillay OZCAN

Bu ¢alismada Bifidobacterium animalis subsp. lactis ve Lactobacillus acidophilus probiyotik
bakteri suslarmin sirasiyla karbonhidrat icermeyen TPY (Tryptone Peptone Yeast Extract) ve
MRS (de Man, Rogosa and Sharpe) temel besi ortamina ilave edilen steviayi in vitro kosullarda
fermente edebilme yetenekleri arastirilmugtir. Besi ortamlarma substrat olarak %0,025 ve %1
stevia, %0,025 stevia + %1 iniilin, %1 stevia + %1 iniilin ile %2 oraninda kiiltiir ilave edilerek
37°C’de 48 saat slreyle anaerobik fermantasyona birakilmistir. Karbonhidrat icermeyen érnek,
negatif; %1 glikoz veya inllin iceren 6rnek ise pozitif kontrol olarak degerlendirilmistir. Temel
ortamda gelistirilen kiiltiirlerden, fermantasyonun 0., 12., 24., 36. ve 48. saatlerinde 6rnekler
almmustir. Bu 6rneklerde pH, hiicre yogunlugu (ODego), probiyotik bakteri sayisi, prebiyotik
aktivite sayis1 (PAS), laktik asit ve kisa zincirli yag asitleri (KZYA) miktar1 belirlenmistir.
Calismanin ikinci asamasinda stevia katkili probiyotik yogurt iiretimi gerceklestirilmis ve
stevianin potansiyel prebiyotik aktivitesi ile yogurt 6zellikleri Uzerine etkisi degerlendirilmistir.

Fermantasyon siiresince asitlik gelisimine de baglh olarak B. animalis subsp. lactis ve
L. acidophilusun hiicre yogunlugu degerlerinin (ODsgoo) artis gosterdigi ve bakteriyel
fermantasyonun en fazla L. acidophilus 6rneklerinde gergeklestigi belirlenmistir. Probiyotik
bakterilerin en iyi gelisim gosterdigi besi ortamu %0,025 stevia ve %0,025 stevia + %1 indlin
iceren ortam olmustur. Stevia, B. animalis subsp. lactis ve L. acidophilus tarafindan fermente
edilebilir o6zellik gosterirken, ayrica iniilin ilavesi bakteri gelisimini arttirmistir. Yogurt
orneklerinde depolama siresinin 1., 7., 14., 21. ve 28. glinlerinde mikrobiyolojik, fizikokimyasal
(titrasyon asitligi, serum ayrilmasi, renk (L, a ve b), tekstiirel (sikilik, konsistens, i¢ yapiskanlik
ve viskozite indeksi) ile duyusal (goriiniis, yap1 ve tekstiir, koku, renk, aroma yogunlugu, tat,
duyusal asitlik ve genel kabul edilebilirlik) ézellikler incelenmistir. Probiyotik bakteri sayisinin
stevia ve inulin igeren yogurt Orneklerinde depolama boyunca biyoterap6tik seviyede (>7 log
kob/mL) kaldigi saptanmustir. B. animalis subsp. lactis kullanimi yogurtlarin enstrimental
tekstlrel Ozelliklerini iyilestirirken, L. acidophilus igeren yogurtlar duyusal a¢idan daha ¢ok
begenilmistir.

Sonug olarak stevianin B. animalis subsp. lactis ve L. acidophilus tiirlerinin gelisimini ve
aktivitesini attirdigi in vitro ¢aligmalar ile belirlenmis, potansiyel prebiyotik kaynak ve seker
ikamesi olarak seker orani azaltilmis siit tiriinlerinde kullanilabilecegi saptanmuistir.

Anahtar Kelimeler: Probiyotik, prebiyotik, stevia, intlin, in vitro, yogurt
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ABSTRACT

MSc Thesis

EVALUATION of BACTERIAL VIABILITY and PRODUCT PROPERTIES of
PROBIOTIC YOGURT with STEVIA

Ezgi EROGLU
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Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Tulay OZCAN

In this study, the ability utilising stevia added to non-carbohydrate containing TPY (Tryptone
Peptone Yeast Extract) and MRS (Man, Rogosa and Sharpe) basal media under in vitro conditions
by probiotic strains of Bifidobacterium animalis subsp. and Lactobacillus acidophilus was
investigated. The basal media were supplemented with 0.025% and 1% stevia, 0.025% stevia +
1% inulin, %1 stevia + 1% inulin and 2% culture and incubated for 48 hours at 37 ° C under
anaerobic conditions. The medium which contained no carbohydrate was designated as
negativecontrol, whereas the media containing 1% glucose or inulin were evaluated as positive.
Samples were collected from the cultures developed in basal media on the 0, 12, 24, 36 and 48
hours of fermentation. The samples were analysed for pH, cell density (ODsoo), probiotic bacteria
counts, prebiotic activity score (PAS), lactic acid and short chain fatty acids (SCFA) content. In
the second stage of the study probiotic yogurt supplemeted with stevia was manufactured and the
potential prebiotic activity of stevia and its effect on yogurt characteristcs as sugar substitute were
evaluated.

Depending on the acidity development during fermentation, the cell density (ODsoo) values of
B. animalis subsp. lactis and L. acidophilus showed an increase and the highest bacterial
fermentation was observed in L. acidophilus yogurt. The best growth medium for probiotic
bacteria was 0.025% stevia and 0.025% stevia + 1% inulin. B. animalis subsp. lactis and
L. acidophilus were able to ferment stevia whilst addition of inulin increased the bacterial growth.
Microbiological, physicochemical (titritable acidity, syneresis, color (L, a and b), textural
(firmness, consistency, cohesiveness and viscosity index) and sensorial (appearance, structure and
texture, odor, color, aroma density, taste, sensory acidity and general acceptability) properties of
yogurt samples were determined on the 1, 7, 14, 21 and 28 days of storage. The counts of probiotic
bacteria remained within the biotherapeutic level (> 7 log kob/mL) during storage in yogurt
samples containing stevia and inulin. Yoghurts containing B. animalis subsp. lactis have
improved the instrumental textural properties, whereas yoghurts containing L. acidophilus had
higher scores for sensorial attributes.

Consequently, it was found that stevia improved the survival and activity of B. animalis subsp.
lactis and L. acidophilus species in vitro, and could be assigned as a potential prebiotic source
and sugar substitute for manufacturing of sugar-reduced dairy products.

Key words: Probiotic, prebiotic, stevia, inulin, in vitro, yogurt
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1. GIRIS

Probiyotik ve prebiyotikleri iceren siit tiriinleri fonksiyonel gida pazarmin 6nemli bir
pargasini olusturmakta, besleyici ve fizyolojik fonksiyonlar: ile tlketici ve gida
endustrisinin  dikkatini gekmektedir. Probiyotikler, yeterli miktarda alindiginda
konak¢min bagirsak mikrobiyotasmni olumlu yonde etkileyen canli mikroorganizmalar
olarak belirtilirken; prebiyotikler, probiyotik bakterilerin gelisimini stimile eden ve
aktivitelerini arttiran, sindirilemeyen gida bilesenleri olarak tanimlanmaktadir. Sinbiyotik
terimi ise gastrointestinal sistemdeki se¢ilmis canli mikrobiyel suslarin hayatta kalmasini
ve implantasyonunu arttirarak konake¢1 sagligint olumlu bir sekilde etkileyen probiyotik
ve prebiyotiklerin kombinasyonudur. Sinbiyotikler, probiyotik mikroorganizmalar ve
prebiyotik substratlarin tek basma kullaniomina gore daha fazla terapotik etki
saglamaktadirlar (Gibson ve ark. 2004, Oflaherty ve ark. 2010, Heydari ve ark. 2011,
Ozcan 2012).

Gastrointestial sistem, karmasik bir mikroorganizma ekosistemidir ve yetiskin bir insanin
bagirsak mikrobiyotasi 400°den fazla bakteri tiiriinii igermektedir. Gastrointestinal sistem
mikrobiyotas: sindirilemeyen karbonhidratlar1 fermente ederek; asetik, propiyonik ve
bltirik asit gibi kisa zincirli yag asitleri (KZYA); laktik, stksinik ve pirivik asit gibi
organik asitler ile Hz, HoS ve CH4 gazlar1 gibi fermantasyon Grlinlerini olusturarak
“bifidojenik etki” gostermektedir. Fermantasyon sonucu olusan metabolitlerin saglik
Uzerine olumlu etkileri sebebiyle bagirsak mikrobiyotasini iyilestirici ve zenginlestirici
diyet uygulamalarinda probiyotik ve prebiyotikler 6nem kazanmaktadir (Pedreschi ve
ark. 2003, Van der Meulen ve ark. 2004, Wang ve ark. 2010).

Son yillarda, degisen yasam kosullarina bagl olarak sekillenen beslenme aliskanliklar
seker orani yiiksek gidalarin tiiketiminde artisa neden olmustur. Yiksek oranda seker
tiketiminin kronik hastaliklar ile iliskilendirilmesiyle diyetlerdeki enerji yogunlugunun
ve seker tiiketiminin azaltilmasmi temel alan c¢alismalar son yillarda giderek hiz
kazanmaktadir. Bununla birlikte diyetlerde enerji dengesinin saglanmasi ve saglkli

beslenme konusunda farkindaligin da artmasi; seker orani azaltilmis gidalara olan talebi



ve pazardaki arz-talep dengesini etkilemekte, gida endstrisini seker orani azaltilmis

gidalarin {iretimi igin tesvik etmektedir (Rogers ve ark. 2016, Ozcan ve ark. 2017).

Dinya genelinde yayginlasan obezite; yetersiz fiziksel aktivite, hormonal sorunlar ve
hareketsiz yasam tarzinin yani sira birgok psikolojik sorunun sonucu olarak goriilmekte
fakat kotli beslenme aliskanliklart en 6nemli faktor olarak karsimiza g¢ikmaktadir.
Giinitimiiz diyetlerinin ortak bileseni olan sekerin hem yetiskinlerde hem de ¢oguklarda
obezite ve dis hastaliklar1 da dahil olmak iizere bir takim saglik sorunlarina sebep olmast,
besleyici degeri olmayan tatlandiricilarin kullaniminin hizli bir sekilde artmasinin en
temel nedenini olusturmaktadir. S6z konusu hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisinde
kullanilan en yaygm yontem diyet diizenlemeleri olmakta; ancak gidalarda seker yerine
kullanilan besleyici olmayan tatlandiricilar obezite ve metabolik bozukluk riskini de
artrrabilmektedir. Siit {iriinlerinin tiretiminde kullanilan seker, {iriiniin yapisal ve duyusal
Ozellikleri Uzerinde etkili olmakta; seker iceriginin azaltilmasi amaciyla {iriiniin
tatlandiricilar veya seker ikameleri ile yeniden formiile edilmesinde gida endiistrisi
teknolojik ve duyusal karakteristiklerin korunabilmesi agisindan zorluklar yasamaktadir
(Swithers 2013, Sylvetsky ve Rother 2016).

Son yillarda yapilan arastirmalar yapay sekerler ile tatlandirilmis siit {riinlerine
odaklanmaktadir (Aida 2009, McCain ve ark. 2018). Steviosid, Asteraceae ailesine ait
Stevia rebaudiana Bertoni bitkisinden ekstrakte edilen tatl bir glikozittir. Bu bitki Giiney
Amerika'ya 6zgudur fakat Cin, Malezya, Singapur, Gliney Kore, Tayvan ve Tayland gibi
pek ¢ok tilkede tatli yapraklar1 i¢in yaygin bir sekilde yetistirilmektedir. Stevia; sekerleme
yapragi, tath yapragi, seker yapragi veya bal yapragi olarak da adlandirilmaktadir.
S. rebaudiana yapraklarmin yiiksek tatlilik derecesi ve potansiyel terapotik 6zellikleri pek
¢ok iilkede ekonomik ve bilimsel agidan ilgi uyandirmaktadir. Sakkaroz kullanimi ile
ilgili olarak dis ¢iiriikleri, obezite ve seker hastaligi gibi saglik sorunlarmnin artis1 Stevia
bitkisinin i¢erdigi tatlandiric1 bilesiklerin kullanimini yayginlagtirmaktadir (Brownawel
2012).

Steviol glikozitler olarak adlandirilan diterpenler (kuru yaprak iginde yaklasik %4-20),

steviadan ekstrakte edilen diisiik kalorili dogal tatlandirict gruplardir. Diterpenler;



steviosid, steviolbiosid, rebaudiosid A, B, C, D, E, F, M ve dulcosid olarak
tanimlanmaktadir. Yabani stevia bitkilerinin yapraklar1 %0,4-0,7 dulcosid, %1-2
rebaudiszid C, %6-8 rebaudiosid A ve %9-13 steviosid icermektedir (Geuns 2000, Geuns
ve ark. 2007, Gardana ve ark. 2010).

Stevia diinya pazarinda yeni ve umut verici dogal, kalorisiz bir bitki olarak dikkat
cekmektedir. Stevia sekerden 250-300 kat daha tatlidir ve bu 6zelligi ile sakkaroz/seker
ikamesi veya yapay tatlandiricilara alternatif olarak uygulama alan1 bulmaktadir (Anton
ve ark. 2010, Goyal ve ark. 2010). Stevia; antihipertansif, antihiperglisemik,
antiinflamatuar, antitumor, antidiyare, diiiretik, kariojenik olmayan 06zellligi ve
immunomodulator etkisi ile insan sagligini olumlu yonde degistirmektedir (Lee ve ark.
2001, Goyal ve ark. 2010, Yoneda ve ark. 2018).

Stevia, tatlandirict etkisi olan steviol glikozidlerin yani sira icerdigi fitokimyasallar
0zellikle de dnemli antioksidan aktiviteye sahip polifenoller, klorofiller, karotenoidler ve
tanenler gibi biyolojik olarak aktif bilesenlerle karakterize edilen besleyici ve kimyasal
bilesimi nedeniyle son yillarda giderek Oonem kazanmustir. Buna ek olarak stevia
yapraklar1 da yiksek oranda amino asit, mineral, lif, lipid, ugucu yaglar, serbest sekerler,
oligosakaritler, askorbik asit, kalsiyum, fosfor, magnezyum ve demir igerigi ile 6nemli

fonksiyonel etkiye sahip bulunmaktadir (Lemus-Mondaca ve ark. 2012).

Son yillarda gida sanayinde stevia tatlandiricilari, steviol glikozitleri veya ham yaprak
Ozleri/ekstraktlar1 aromali buzlu ¢ay, meyve/sebze sulari, sporcu igecekleri, aromali siit

ve yogurt gibi iriinlerde kullanilmaktadir (Kinghorn 2003, Hossain ve ark. 2010).

Steviosid, gastrointestinal sistemde hidrolize olarak steviol ve glikoza doniismektedir
(Koyama ve ark. 2003). Steviol glikozitlerinin insan bagirsak mikrobiyotasinin glikosidaz
aktivitesi (0rn; Bacteroides sp.) sonucunda steviole metabolize edildigi ve prebiyotik

ozellik gosterdigi belirtilmektedir (Gardana ve ark. 2003, Purkayastha ve ark. 2016).

Bagirsak sagligmin korunmasma yonelik bilincin artmasi probiyotik suslari iceren

fonksiyonel gidalara olan ilgiyi arttirmistir. Bunun bir sonucu olarak dogal ya da yapay



tatlandiricilar ~ kullanilarak  iiretilmis sade, meyveli, aromali ve diyetetik
probiyotik/fonksiyonel ticari gidalarin tretimi de bu fonksiyonel pazarda giderek
yayginlagmaktadir (Tripathi ve Giri 2014). Son yillarda sismanlik ve kronik hastaliklar
ile beslenme arasindaki iliski sakkarozla tatlandirilmis iiriinlere dikkat ¢ekmektedir
(Lisak ve ark. 2011, Weber ve Hekmat 2013). Bununla birlikte, farkli yapay
tatlandiricilarin - ve  Ozellikle stevianin  fermente sut Urlnlerindeki  probiyotik

mikroorganizmalar iizerindeki etkisi hakkinda ¢ok az ¢alisma bulunmaktadir.

Bu calismada, iilkemizde iiretim ve tlketimi giderek yaygmlasan probiyotik siit
tiriinlerinde seker ikamesi olarak kullanilan stevianin in vitro kosullarda ve yogurt
sisteminde probiyotik olarak kullanilan Bifidobacterium animalis subsp. lactis ve
Lactobacillus acidophilus’un gelisimi, canlilig1 ve yogurdun fizikokimyasal, teksturel ve

duyusal 6zellikleri tizerine etkisinin arastirilmasi amaglanmistir. Calisma kapsaminda;

)] Bifidobacterium animalis subsp. lactis ve Lactobacillus acidophilus ttrinin
stevia iceren besi ortaminda gelisme yeteneginin incelenmesi,

i) Prebiyotik aktivite sayisinin belirlenmesi,

1) Prebiyotik karbonhidrat fermantasyonu sonucu olusan ve bagirsakta pH’y1
diigiirerek istenmeyen mikroorganizmalarin gelismesini engelleyen kisa
zincirli yag asitleri (KZYA) gibi fermantasyon son drinleri
konsantrasyonlarinin saptanmasi,

IV)  Stevia katkili probiyotik yogurtlarin Kkalite parametrelerinin incelenmesi

gergeklestirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI

Son yillarda saglikli bir yasam tarzin1 benimseyen tiketicilerin talep ve ihtiyaglari
nedeniyle fonksiyonel gidalar giderek 6nem kazanmaktadir. Fonksiyonel gidalarin; temel
beslenmenin yani sira, sagligin korunmasi ve hastaliklarin tedavi edilmesindeki 6nemi
popiilaritesinin artmasina sebep olmaktadir (Behare ve ark. 2016, Bosnea ve ark. 2017).
Beslenme ve fizyolojik fonksiyonlar: sebebiyle fermente siit Griinleri de ginimizde
fonksiyonel gidalar arasinda ilgi odagi haline gelmistir (Bell ve ark. 2017, Fazilah ve ark.
2018).

Tirk Gida Kodeksi’'nde fermente siit iriinleri; ‘siitlin uygun mikroorganizmalar
tarafindan fermantasyonu ile pH degerinin koagiilasyona yol agacak veya agmayacak
sekilde diisiirtilmesi sonucu olusan ve igermesi gereken mikroorganizmalar1 yeterli
sayida, canli ve aktif olarak bulunduran siit tirtinleri’ seklinde tanimlanmaktadir (Anonim
2009). Fermente siit tirlinleri yogurt, asidofilus siitii, ayran, kefir, kimiz, peynir gibi sade,
aromal1 veya konsantre edilmis pek ¢ok sit trtinlnd ifade etmektedir (de Oliveira 2014).
Geleneksel fermente siit tiriinlerinden biri olan yogurt; tiim fermente siit {irtinleri arasinda
en besleyici iirlinlerden biri olarak kabul gérmekte ve temeli ¢ok eskilere dayanmaktadir

(Behare ve ark. 2016).

Yogurdun, MO 8.000 yillarinda memeli hayvanlarin evcillestirilmesiyle baslayan siiregte
ilk kez gocebe Tiirk kavimleri tarafindan iiretildigi diisiiniilmektedir (Ozden 2008,
Kizilaslan ve Solak 2016). Paris Enstitiisii’nde bilim insani olan Metchnikoff’un 1908
yilinda yogurt iizerine yaptig1 arastirmayla Nobel 6diilii kazanmasi ve uzun yasamin sirr1
olarak gordiigli yogurdun tiiketimini tavsiye etmesi yogurda olan talebi arttirmustir
(Donkor ve ark. 2006, Vasiljevic ve Shah 2008). Giinimizde de insan diyetinin énemli
bir pargasi olan yogurdun besleyici degeri oldukca yiksektir ve terapotik dzelliklere sahip
oldugu bilinmektedir (Fernandez ve ark. 2017, Rizzoli ve Biver 2017, Demirgiil ve Sagdi¢
2018).

Bir gida maddesinin potansiyel besin degeri, kimyasal bilesimine ve gastrointestinal

sistemde sindirilme derecesine bagli bulunmaktadir (Tamime ve Robinson 2007, Gahruie



ve ark. 2015). Siit ve yogurdun kimyasal bilesimi benzerlik gdstermekle birlikte
fermantasyondan kaynaklanan birtakim degisiklikler s6zkonusu olmaktadir. Siitiin
yogurda doniisiimiinde Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus tirleri rol oynamakta ve laktik asit fermantasyonunu gergeklestirmektedir.
Esansiyel amino asit bilesimi ile kazein ve peyniralt1 suyu proteinlerini i¢eren Sttun
fermantasyonu sonucunda, kuru madde miktarinin artmasma bagli olarak protein ve
amino asit i¢eriginin yani sira yag ve vitaminler agisindan da biyolojik bir zenginlesme

meydana gelmektedir (Tamime ve Robinson 2007).

S{t; ideal bir protein, yag ve vitamin kaynagi olmasina karsin laktoz intoleransina bagl
olarak diinyanin birgok bolgesinde gastrointestinal sorunlara yol agabilmektedir. Laktik
asit fermantasyonu ile; yogurtta laktoz orani diismekte ve laktozu tolere edemeyen
bireyler igin Ustlin lezzetli ve guvenli bir alternatif Grlin olusmaktadir. Laktik asit
fermantasyonu ayni zamanda tat ve aromanin gelisiminde de etkili olmaktadir

(Misselwitz ve ark. 2013, Deng ve ark. 2015, Fu ve ark. 2018).

Yogurdun bilesimi; baslangi¢ kiiltiiri olarak kullanilan suglar, siit tiirleri (yaglh, yarim
yagl veya yagsiz siit), siitiin elde edildigi kaynak (inek, keci, koyun, manda siitii vs.),
ilave edilen tatlandiricilar ve lezzet verici maddeler, fermantasyon kosullar1 gibi pek ¢cok
faktore bagl olarak degisiklik gdsterebilmektedir (Weerathilake ve ark. 2014, Chandan
ve ark. 2017). Buna ragmen yogurdun; protein, kalsiyum, fosfor, riboflavin, Be vitamini
ve Bi, vitamini bakimmdan zengin oldugu igin siitten daha fazla besinsel igerige sahip
oldugu da diistiniilmektedir (Barzoi ve Apostu 2002, Ashraf ve Shah 2011). Buna ek
olarak kolon kanseri, diyare, inflamatuar bagirsak hastaligi ve diger bakteriyel
enfeksiyonlar gibi gastrointestinal sistem hastaliklarinin, kardiyometabolik hastaliklarin
ve osteoporozun yogurt tiiketimiyle engellenebilecegi; yogurdun sindirim sirecine
yardimct olabilecegi ve bagisikligi arttirabilecegi klinik caligmalarla belirlenmistir.
Yogurdun igerdigi mikroorganizmalar bagirsakta mikrobiyota modiilasyonunu
saglamakta ve yiiksek asitligi sebebiyle kalsiyum emilimi artmaktadir (Shah 2006,
Mazahreh ve Ershidat 2009, Hassan ve Amjad 2010, McFarland 2015, Fazilah ve ark.
2018).



Yogurt tiketimi kilo kontroliine uygundur; besin degerinin yiiksek olmasinin yani sira
viicutta enerji dengesini saglamakta ve diyetlerde yiiksek kalorili gidalarin tiiketimine
alternatif olusturmaktadir (Fernandez ve ark. 2017). Yapilan bir arastirma; haftada en az
7 porsiyon yogurt tiiketiminin, disik (haftada 1 ila 2 porsiyon) tiiketim ile
karsilastirildiginda daha diisiik obezite insidansi ile sonu¢landigini ortaya g¢ikarmistir
(Martinez-Gonzalez ve ark. 2014).

2017 yili TUIK verilerine gore kisi basina diisen i¢me siitii tiiketim miktarmmn yaklasik
olarak 40,7 kg/yil oldugu disiiniilmektedir. Tiirkiye’de son yillarda iiretilen igme siitii

tiretim miktarlar1 ise Cizelge 2.1°de belirtilmektedir (TUIK, 2017).

Cizelge 2.1. Tirkiye’de igme siitii tiretim miktarlar1 (ton/y1l)

Yil 2012 2013 2014 2015 2016 2017

Uretim
miktary | 1250168 | 1323942 | 1325548 | 1378524 | 1433541 | 1547844

(ton/y1l)

Tiirkiye’de igme siitiinden sonra siitiin en ¢ok islendigi ve en fazla tiketilen stt Gruni
kiiltliriimiizde de 6nemli bir yeri olan yogurttur. FAO’dan elde edilen verilere gore
Tiirkiye, yogurt liretimi ve tiiketimi agisindan diinyada ii¢iincii sirada yer almaktadir
(Kizilaslan ve Solak 2016). Cizelge 2.2’de son 6 yilin yogurt tiretim miktarlari
gorilmektedir. 2017 yili kisi basmma diisen yillik yogurt tiiketimi 31 kg olarak
belirlenmistir (TUIK, 2017).

Cizelge 2.2. Tirkiye’de yogurt iiretim miktarlar1 (ton/yil)

Yil 2012 2013 2014 2015 2016 2017

Uretim
miktary | 1052658 | 1081411 | 1101261 | 1123017 | 1173577 | 1172195

(ton/y1l)

2009/25 No’lu Fermente Siit Uriinleri Tebligi'ne gore yogurt, fermantasyonda spesifik
olarak Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus delbruecki subsp. bulgaricus’un
sinbiyotik kiiltiirlerinin kullanildigi fermente siit Grinddur (Anonim 2009). TS Yogurt

Standardi’na gore ise; inek siitli, koyun siitli, manda siitii, keg¢i siitii veya karigimlarmin



pastorize edilmesi veya pastorize siitiin, gerektiginde siit tozu ilavesiyle homojenize
edilip veya edilmeden yogurt kiiltiiriiniin ilave edilmesi ve 40-45°C’de fermantasyonun
gerceklesmesiyle elde edilen mamdaldir (Anonim 2006). Sdtiin starter kiltur ile inokile
edilerek paketlenmesi ve inkiibasyona birakilmasiyla Set tipi, starter kultlr ile inokdle
edilip inkiibasyon sonrasinda pihtinm kirilmasi ve homojen hale getirilmesiyle ise Stirred
tipi yogurt iiretimi gergeklestirilmektedir (Shihata ve Shah 2000, Chaves ve ark. 2002,
Purwandari ve ark. 2007, Fazilah ve ark. 2018).

Yogurt iiretiminde starter kiiltiir olarak kullanilan ve yogurt liretiminden sorumlu olan
laktik asit bakterileri stit igerisindeki laktozu fermente ederek pH’y1 diisiirmekte, kazeinin
koagtilasyonu ve aroma maddelerinin olusumuna zemin hazirlamaktadir (Ng ve ark.
2011). Yogurdun karakteristik tat ve aromasini meydana getiren en Onemli bilesik
asetaldehittir. Buna ek olarak laktik asit ve diger organik asitler, diasetil, etanol, aseton
gibi ikincil metabolitler de tat ve aroma iizerinde etkili olmaktadir (Vinogradov ve ark.
2015).

Yogurt bakterilerinden Streptococcus thermophilus homofermentatif, gram pozitif fakat
katalaz negatif 6zelliktedir. Kiiresel veya oval morfolojiye sahip olan bakteri, genellikle
hareketsizdir. Termofilik karakterli olduklar1 igin 45-52°C’de gelisebilmekte, optimum
gelisme sicaklignr 42°C olarak bilinmektedir. Aerobik ve fakultatif anaerobik 6zellik
gosteren bakteri spor olusturmamaktadir. Optimum gelisme pH’s1 6,0-6,5°tir ve
proteolitik aktivitesi zayiftir. Ayrica S. thermophilus “genel olarak giivenli” (GRAS)
seklinde smiflandirilan ve “nitelikli giivenlik varsayimi” (QPS) statiisii ile onaylanan tek
streptokok tiirli olarak kabul edilmektedir (Jans ve ark. 2012, Uriot ve ark. 2017).

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus hareketsiz, gram pozitif ve katalaz negatif
Ozellik gostermektedir. Cubuk seklinde morfolojiye sahip olan bakteri anaerobik ve
homofermentatiftir. Hicreleri tekli veya zincir halinde bulunabilmektedir. Optimum
gelisme pH’s1 5,2-5,5; optimum gelisme sicaklig1 ise 42-45°C’dir. Proteolitik aktivitesi
zayif olmasina karsin Streptococcus thermophilus’a gore daha fazladir. Laktozu fermente
etme yetenegi oldukca yiiksektir, glukoz, fruktoz ve galaktozu da kullanabilmektedir
(Wang ve ark. 2016, Ai ve ark. 2017, Han ve ark. 2018).



Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus sinbiyotik bir
iliski igerisinde yogurdun aromatik ve tekstirel Ozelliklerinden etkili olmaktadir.
Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus’un biyimesini
uyaran laktik asit, formik asit ve CO: uretmekte; Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus ise Streptococcus thermophilus 'un biiylimesini tesvik eden peptitleri ve amino
asitleri Ureten sut proteinlerini hidrolize etmektedir. Yogurt pH’smin 5,0’e kadar
disiisiinden ~ Streptococcus thermophilus sorumludur. Ortam asitliginin  artmasi
Streptococcus thermophilus’u inhibe ederken, Lactobacillus delbrueckii  subsp.
bulgaricus’un ¢ogalip metabolik aktivite gostermesini desteklemektedir (Talon ve ark
2002, Uriot ve ark. 2017).

Yogurt iiretiminde en 6nemli asama siitiin pihtilagsmasidir. SUtlin %80’ini pihtilagmada
etkili olan kazein (asi-, o0s-, P- ve «-kazein), %20’sini ise Serum proteinleri
olusturmaktadir. Istya duyarli serum proteinleri globiiler yapida olup, B-laktoglobulin
(%50), a-laktalbiimin (%20), immunoglobulinler (%210), serum albiimini (%10), proteoz-
peptonlar (%10) ve diger mindr protein fraksiyonlar1 (laktoferrin vb.) ile ifade
edilmektedir (Glr ve ark. 2010). Yogurdun yapisini olusturan pihti; yiksek 1sil isleme
(>65°C) tabi tutuldugunda denatiire olan serum proteinleri ve koagule olan kazeinin
birlikte pihtilasmasi sonucu meydana gelmektedir. Kazein miselleri, laktik ait bakterileri
(LAB) veya organik asitlerin etkisiyle pH degerinin 6,5’ten 5,2’ye ve bunu takiben
izoelektrik nokta olan 4,7’ye diismesiyle yani olusan izoelektrik ¢okeltiler yoluyla
toplanmaktadir (Pires ve ark. 2018). Asitligin artmasi; misellerden kolloidal kalsiyum
fosfatin ayrilmasma ve yerine H* gelmesine neden olmaktadir. Kazein miselinin dig
ylizeyindeki karboksil gruplar1 (COO") ile ortamdaki H* iyonlarmin birlesmesi ©+” ve
©-” yUkan esitlendigi izoelektrik noktaya kadar devam etmekte ve kazeinin en az
¢6zunurltk gosterdigi bu noktada pihti olusumu tamamlanmaktadir (Jovanovic ve
ark. 2007, Ranasinghe ve Perera 2016, Beltran ve ark. 2018). Depolama esnasinda kazein
miselleri kirilabilmekte ve agregatlarin biiylikliigli azalabilmektedir. Buna bagli olarak
kazein ag1 yeniden diizenlenmekte ve sinerezis ortaya ¢ikmaktadir (Everett ve McLeod
2005, Fazilah ve ark. 2018).



2.1. Probiyotikler ve Prebiyotikler

IIk olarak 1960'larda kullanilan ‘probiyotik’ kelimesi, ‘yasam icin’ anlamma gelen
Yunanca pro-bios sézciigiinden tiiretilmistir. FAO/WHO'ya gore probiyotikler, "yeterli
miktarlarda alindiginda konak¢i {izerinde saglik yarar1 saglayabilen canli
mikroorganizmalar’ olarak tanimlanmaktadir. Tirlere gore degisiklik gostermekle
birlikte birgok arastirmaci ve saglik otoritesi tarafindan probiyotiklerin 108-107 kob/g
diizeyinde alinmasinin konakg: iizerinde potansiyel saglik etkilerinin goriilebilmesi i¢in
yeterli oldugu kabul edilmektedir. Terapotik etkinin gorilebilmesinin, raf dmri boyunca
bu bakterilerin hayatta kalmasi ve 10°-107 kob/g probiyotik i¢eren gidadan 100 g
tuketilmesi ile miimkiin oldugu diisiiniilmektedir (Nole ve ark. 2014, Akhter ve ark. 2015,
Kumar ve ark. 2015, Derikx ve ark. 2016, Dwivedi ve ark. 2016, Vandenplas 2016, Shu
ve ark. 2018, Yahfoufi ve ark. 2018).

Probiyotiklerin insan saglig: {izerindeki etkisine dair ¢alismalar, Metchnikoff'un insan
Omrind uzatmak icin laktik asit bakterileri ile fermente edilmis siit tlketilmesi gerektigini
disiindiigii 1908'e kadar uzanmaktadir. 20. ylizyilin baslarinda, Rus bakteriyolog Eli
Metchnikoff (Pasteur Enstitiist, Fransa), fermente sutte bulunan laktik asit bakterilerinin
yararli etkileri hakkinda bilimsel bir ¢alisma yapmustir. Bulgarlarin saghkli ve uzun
yasaminin sirrini, ‘yahourt” olarak adlandirdiklar1 fermente siit tiriniiniin fazla miktarda
tuketimine baglamustir. Teorisinin ilkesi, laktik asit bakterilerinin, normal olarak
bagirsakta bulunan, toksin Greten bakterilerin buyimesini ve toksisitesini baskilamasidir
(Lourens-Hattingh ve Viljoe 2001).

Gida iriinleri ve formulasyonlarina dahil edilebilen probiyotik mikroorganizmalarin
insan tiiketimi i¢in giivenliginin degerlendirilmesi, bilimsel kanitlar ve deneyimler
yoluyla guvenli (genel olarak giivenli kabul edilen GRAS statiisii) kabul edilmesi oldukca
onemlidir (Kumar ve ark. 2015). Potansiyel probiyotik susun saglik iddialarinin, giivenlik
ve etkinliginin degerlendirilmesinde; fenotipik ve genotipik yontemlerle sus tanimlamas,
probiyotik suslarin taranmasi, dogrulanmis hayvan modellerinde ve insanlarda klinik
degerlendirmeler i¢in in vivo ¢aligmalar yapilmakta ve etiketleme gereksinimleri (saglik

iddiasi, raf 6mrii, etkinlik i¢in minimum doz, depolama kosullar1) belirlenmektedir. Bir
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mikroorganizmanin probiyotik olarak tanimlanmast ve ticari uygulamalarda
degerlendirilebilmesi igin tasimasi gereken ozellikler Sekil 2.1°de verilmistir (Anonim
2002, Shah 2006, Morelli 2007, Dixit ve ark. 2013, Tripathi ve Giri 2014).

+Patojenite, toksisite ve alerjik reaksiyon

+Orijin

+Virulans faktorleri (toksisite, metabolik aktivite
ve antibiyotik direnci vs.)

Guvenlik Kriterleri

*Genetik olarak stabilite

+Isleme ve depolama sirasinda canli kalabilme
yetenegi

*Begenilen duyusal 6zellikler

*Genis capta ve hizh tiretime elverislilik

*Faj direnci

Teknolojik Kriterler

*Gastrik enzim ve aside tolerans
*Safra toleransi

*Mukozal yiizeye yapisma ve kolonizasyon
yetenegi

Fonksiyonel Kriterler

+ Immiinomodiilasyon

+ Antagonistik aktivite

Fizyolojik Kriterleri *Kolesterol metabolizmasi

*Laktoz metabolizmasi

» Antimutajenik ve antikarsinojenik aktivite

Sekil 2.1. Probiyotik seciminde dikkat edilen kriterler

Insan gastrointestinal ~sistemi (GIS) yaklasik olarak 10'%-10*  sinbiyotik
mikroorganizmaya sahip bir ekosistemdir, bakterilerin yanisira Okaryotik virusleri,
bakteriyofajlart ve mantarlari da icermektedir (Bertelsen ve ark. 2016). Dogumdan hemen
sonra, steril gastrointestinal sistem florasinda birgok bakteri kolonize olarak
gelismektedir. Bir veya iki giin i¢inde diskida Koliformlar, Enterokoklar, Clostridia ve
Laktobasiller tespit edilmekte; ¢ veya dort gln icinde Bifidobakteriler ortaya ¢ikmakta
ve besinci giinde baskin hale gelmektedir. Koliformlar ve diger bakteriler
Bifidobakterilerin artisina bagl olarak azalmaktadir. Insanin siitten kesilmesi ve
yaslanmas ile birlikte bagirsak flora profilinde kademeli degisiklikler meydana gelmekte
ve yetigkin bireyde bagirsak mikrobiyotasi nispeten stabil kalmaktadir. Stres, diyet,
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ilaclar ve bakteriyel kontaminasyon gibi faktorler bagirsak ortaminda mikrobiyel
degisikliklere yol acabilmekte; bu dengenin bozulmasi istenmeyen mikroorganizmalarin
baskin hale geg¢mesiyle ve hastaliklarla sonuglanabilmektedir (Lourens-Hattingh ve
Viljoen 2001, Derikx ve ark. 2016).

Insan viicudundaki bagisiklik sisteminin %70’inin bagirsakta yer aldigi bilinmekte
dolayisiyla bagirsak mikrobiyotasinin igerigi, yapist Veya islevindeki degisikliklerin
hastalik kosullariyla iligkili oldugu ifade edilmektedir. Probiyotikler; bagirsakta
mikrobiyel kompozisyonun degistirilmesi, lokal immiin yanitlarinin arttirilmasi, bagirsak
pH’min modifikasyonu, bagirsak fonksiyonlarinin iyilestirilmesi ve laktaz tiretimi dahil
olmak iizere ¢esitli potansiyel mekanizmalara sahiptirler. Bagirsak mikrobiyel dengesini
adhezyon bdlgelerini bloke ederek, patojenlerle besin ve blyiime faktorleri igin rekabet
ederek ve antimikrobiyel bilesikler (retip patojenleri antagonize ederek
degistirebilmektedirler (Bermudez-Brito ve ark. 2012, Akhter ve ark. 2015, Fazilah ve
ark. 2018).

Sindirim sistemindeki mikrobiyel populasyonda optimum dengenin iyi bir beslenme ve
saglikla iliskili oldugu kabul edilmektedir. Yapilan ¢alismalar “probiyotik”
mikroorganizmalarin tiikketilmesinin, bagirsaklardaki mikrobiyel profilin gelistirilmesi ve
korunmasina yardimci olabilecegini, ayrica gesitli terapotik yararlar sagladigini
gostermektedir. Probiyotikler; alerjik hastalik, Glseratif kolit, romatoid artrit, kolorektal
kanser, depresyon, anksiyete gibi farkli patolojik durumlarda immiinomoduilator aktivite
gostermektedir. Ayrica probiyotiklerin; laktoz intoleransini hafifletmek, ishali bastirmak,
irritabl bagirsak rahatsizligi semptomlarini azaltmak, inflamatuar bagirsak hastaligini
engellemek, enfeksiyonlarm oOnlenmesine yardimci olmak, kolesterol seviyelerini
diisiirmek, vitamin ve sitokin sentezini tesvik etmek, kolon kanseri riskini azaltmak,
diyabet ve obezite ile miicadele etmek gibi saglik faydalarmm oldugu bilinmektedir.
Antihipertansif ajanlar olarak bilinen probiyotikler perimenopozal tedavilerde de
destekleyici rol oynamaktadir (Nole ve ark. 2014, Lichtenstein ve ark. 2016, Singh ve
ark. 2018, dos Santos Cruxen ve ark. 2017, Firouzi ve Haghighatdoost 2018, McFarland
ve Goh 2018). En yaygin kullanilan probiyotikler, bagirsak mikrobiyotasmnin bir pargasi

olan Lactobacillus ve Bifidobacterium tiirleri olup, probiyotik 06zellige sahip
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mikroorganizmalar Cizelge 2.3’te belirtilmektedir (Tripathi ve Giri 2014, Fazilah ve ark.
2018).

Cizelge 2.3. Probiyotik mikroorganizmalar

Lactobacillus tirleri

Lactobacillus bulgaricus

Lactobacillus cellebiosus
Lactobacillus delbrueckii
Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus salivarius
Lactobacillus helveticus
Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus fermentum

Lactobacillus reuteri
Lactobacillus brevis
Lactobacillus casei
Lactobacillus gasseri
Bifidobacterium lactis
Bifidobacterium thermophilum
Bifidobacterium longum
Bifidobacterium breve
Streptococcus thermophilus
Streptococcus intermeditus
Streptococcus lactis

Bacillus subtilis

Bacillus pumilus

Bacillus lentus

Leuconostoc mesenteroides
Propionibacterium freudereichii
Propionibacterium shermanii
Bacteriodes capillus
Bacteriodes suis
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces boulardii
Aspergillus niger
Aspergillus oryzae

Lactobacillus plantarum
Lactobacillus johnsonii
Lactobacillus curvatus

Bifidobacterium infantis
Bifidobacterium bifidum
Bifidobacterium adelescentis

Bifidobacterium turleri

Lactococcus cremoris

Streptococcus, . .
P Lactococcus diasetilactis

Lactococcus turleri

Bacillus licheniformis

Bacillus turleri Bacillus coagulans

Leuconostoc tirleri

Propionibacterium
tarleri

Bacteriodes amylophilus
Bacteriodes ruminicola
Candida torulapsis

Bacteriodes turleri

Mayalar

Kufler

Lactobacillus tiirleri, vajina ve bagirsaklar dahil olmak tizere farkli viicut bolgelerinde
insan mikrobiyotalarinin 6nemli Gyelerindendir. Lactobacillus acidophilus; gram pozitif,
spor olusturmayan, ¢iftler halinde ve tek basma bulunabilen yuvarlak uclu gubuk seklinde
probiyotik bir bakteridir (dos Santos Cruxen ve ark. 2017). L. acidophilus; laktosidin,
asidofilin, laktasin B, laktaz F, asitosin A ve asitosin B adi verilen dogal antimikrobiyel

maddeler tireterek bagirsak patojenlerini baski altina almaktadir (Gopal 2011). Bu tir ile
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iligkili saglik yararlar1 arasinda laktoz intoleransi olan bireylerde gastrointestinal
semptomlarm azalmasi, kabizlik belirtilerinin hafiflemesi, infantil ishalin tedavisi, turist
ishalinin 6nlenmesi ve Helicobacter pylori enfeksiyonuna karsi aktivite sayilabilir.
L. acidophilus fekal bakteriyel B-glukuronidaz ve nitroreduktaz gibi insan fekal bakteriyel
enzimlerinin seviyesini olumlu yonde degistirebilmektedir (Yang ve ark. 2018). Cesitli
calismalarda, alerjik ve inflamatuar hastaliklarin Onlenmesi ve iyilestirilmesinde
Lactobacillus tiirleri basta olmak Uzere laktik asit bakterilerinin etkinligi bildirilmektedir
(Abdollahzadeh ve ark. 2018, Lee ve ark. 2018, Yadav ve ark. 2018).

Bifidobacterium turleri insan gastrointestinal sistemi ile iliskili en 6nemli probiyotik
bakteriler arasinda yer almaktadir. Gram pozitif, sporsuz ve zorunlu anaerobik olan bu
tirler dallanmis halde, Y veya V seklinde goriilebilmekte; 36-38°C ve pH 6,5-7,0
araliginda optimum olarak gelisebilmektedir (Bhaskar ve ark. 2017). Bifidobacterium
turleri yenidogan bebeklerin steril gastrointestinal kanalinda yer alan az sayidaki
organizmalardan biridir. Bugiine kadar, 30'dan fazla farkli Bifidobacterium tlr(
tamimlanmstir.  Gastrointestinal sistemde, vajinada ve insanin oral kavitesinde
mikrobiyotanin bir pargast olan bu bakteri cinsi karakteristik olarak fruktoz

6-fosfat fosfoketolaz pozitif 6zellige sahip bulunmaktadir (Lugli ve ark. 2018).

Bifidobacterium tdrlerinin laktik asit ve asetik asit gibi dogal zayif asitler tireterek
bagirsak sisteminde asitligi arttirdiklari, putrifaktif (curlkcul) bakterilerin Gremelerini
engelledikleri, bagirsak pH'sim1 diizenledikleri ve bagirsak rahatsizliklarini azalttiklari
bilinmektedir. Bazi calismalarda insanlarda obezite ve diyabet dahil olmak Uzere
metabolik sendromun onlenmesinde ve kontroliinde bazi Bifidobacterium tarlerinin
antienflamatuar etkileri bildirilmektedir (dos Santos Cruxen ve ark. 2017, Quigley ve ark.
2017, Fayed ve ark. 2018, Rezazadeh ve ark. 2018). B. animalis subsp. lactis Uzerine
yapilan c¢aligmalara gore; bu bakteri fermente siit iiriinleri ile alindigimda midede 90
dakika yasayabilmekte, kolanda biiyiik 6l¢iide canli kalarak gaitada 10® kob/g diizeyinde
bulunmakta ve diizenli tiiketimi halinde gastrointestinal gegis siiresini kisaltmaktadir
(Ozden 2013). Gida formiilasyonlarma katilarak viicuda alman probiyotiklerin canliligimi
ve bagirsaklardaki kolonizasyonunu etkileyen pek ¢ok faktdr bulunmaktadir (Sekil 2.2)
(Tripathi ve Giri 2014).
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sl G1da Bilesenleri

mmm [crmentasyon Kosullari

*Fermentasyon ortami
*pH ve asitlik
*Sicaklik

*Coziinmiis oksijen

s Mikroenkapsilasyon

e Proses Islemleri

s Paketleme ve Saklama Kosullar

s KOruyucu Ajanlar

Sekil 2.2. Probiyotiklerin canliligini etkileyen 6nemli faktorler

Prebiyotikler; sindirim sistemindeki bakterilerin biiylime ve/veya gelismesini segici
olarak uyararak konakg1 lizerinde olumlu etkiler gosteren sindirilemeyen fakat fermente
olabilen besin bilesenleridir. Baska bir deyisle prebiyotikler, gastrointestinal sistemde
sindirime ugramadan kolona ulasabilen, spesifik bir fermantasyonla mikrobiyota
kompozisyonunu probiyotikler yoniine degistiren ve bdylelikle konakg1 saghigma yarar
saglayan degisikliklere izin veren substratlardir (Nole ve ark. 2014, Akhter ve ark. 2015,
Bertelsen ve ark. 2016, Dwivedi ve ark. 2016, Rouhani ve ark. 2018, Singh ve ark. 2018,
Yahfoufi ve ark. 2018). Prebiyotikler ilk olarak 1995 yilinda Marcel Roberfroid

tarafindan tanimlanmig ve isimlendirilmistir (Vandenplas 2016).

Bir besin maddesinin prebiyotik etkiye sahip olabilmesi i¢in; mide asiditesine kars1 direng
gostermesi, memeli enzimleri ve gastrointestinal absorpsiyon ile hidrolize olmasi,
kolonda fermente olarak bakterilerinin gelisimi ve/veya aktivitesini segici olarak

uyarmasi gerekmektedir (Gibson ve ark. 2004, Abed ve ark. 2016). Prebiyotiklerin
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potansiyel fizyolojik etkilerinin gorulebilmesi igin 3-40 g/gun diizeyinde viicuda alinmasi
gerektigi bildirilmektedir (Buriti ve ark. 2016).

Prebiyotikler; kimyasal yapilarina gore sakkarit tiirevleri, protein/peptidler ve yaglar
olmak Uzere tii¢ gruba ayrilmaktadir. Prebiyotik bilesenlerden sakkarit tiirevleri
monosakkaritler, disakkaritler (laktoz, laktuloz, seker alkolleri), polisakkaritler
(fruktanlar, direngli nisasta) veya oligosakkaritler gibi, molekiiler biiyiikliige veya
polimerizasyon derecesine (monosakkarit birimlerinin sayisi) gore smiflandirilabilen
karbonhidratlardir. Uluslararas1 Saf ve Uygulamali Kimya Birligi (IUPAC)
isimlendirmesine godre oligosakkaritler, 3-10 seker Unitesi iceren sakkaritler olarak
tanimlanmaktadir. En yaygm kullanilan prebiyotikler fruktooligosakkaritler (FOS),
inulin, galaktooligosakkaritler (GOS) ve laktuloz gibi sindirilemeyen karbonhidratlar
olup, prebiyotik 6zellik gosteren besin maddeleri Cizelge 2.4°te gosterilmektedir (Saad
ve ark. 2013, Buriti ve ark. 2016, Yilmaz-Ersan ve ark. 2016).

Soya fasulyesi, ham yulaf, olgunlasmamis bugday ve arpa, sogan, muz, kuskonmaz,
Kudiis enginar1, hindiba kokii ve yacon bitkisi bilinen geleneksel prebiyotik kaynaklardan
bazilaridir. Bununla birlikte, genellikle bu gida kaynaklarindaki prebiyotiklerin seviyesi,
bagirsak mikrobiyotasmin bilesimi tizerinde herhangi bir anlaml etki sergilemek i¢in cok
distiktiir. Dolayisiyla prebiyotikler ticari olarak meyve, sebze ve bitkilerden
ekstraksiyonla elde edilmekte ve gidalarin bilesimine katilmaktadir (Bosnea ve ark.

2017).

Kolonda gergeklesen fermantasyon ve bagirsak mikrobiyotasindaki degisiklikler diyet lifi
ve prebiyotikler i¢in 6nemli bir etki mekanizmasidir. Bagirsak mikrobiyotasi, ince
bagirsakta sindirilmeyen karbonhidratlarin fermantasyonu yoluyla enerji agigmi
karsilamaktadir. Ana substratlar arasinda direngli nisasta, nisasta olmayan polisakkaritler
(seltiloz, hemiseliiloz, pektin ve zamk), sindirilemeyen oligosakkaritler ve seker alkolleri
bulunmaktadir. Kolonik bakteriler, bir dizi karbonhidrat hidrolize edici enzim kullanarak
KZYA (asetat, propiyonat, butirat), pirivat, laktat, siksinat, hidrojen, metan ve karbon
dioksit gazi agiga ¢ikarmaktadir. Fermantasyonu uyaran, prebiyotik etki gosteren diyet

bilesenleri, bakteri kiitlesinde ve sonug¢ olarak diski kiitlesinde bir artisa yol agmakta,
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gastrointestinal gegis siiresini kisaltmaktadir. Fermente edilen her 100 g karbonhidrat i¢in
yaklasik 30 g bakterinin tretildigi tahmin edilmektedir (Roberfroid 2007, Slavin 2013,
Singh ve ark. 2018).

Cizelge 2.4. Gidalarda kullanilan prebiyotik bilesenler

Prebiyotik Kaynak
Fructooligosakkaritler (FOS) Meyve ve sebzeler
Galaktooligosakkaritler (GOS) Insan siitii (laktoz)
Iniilin Hindiba koku, Agave tequilana
Soya oligosakkaritleri (SOS) Soya fastlyesi
Izomaltooligosakkaritler (IMO) Maltoz, Sakkaroz
Gentiooligosakkaritler Glikoz
Laktuloz Sut ve sut drnleri
Pektik oligosakkaritler Pektin
Ksilooligosakkaritler (XOS) Ksilan
Kitooligosakkaritler Kitin
Glikooligosakkaritler Maltoz, Sakkaroz
Levan Bakteriyel fruktan
Direngli nisasta Tahillar, sebzeler, baklagiller, tohumlar
Dekstrinler (malto-, siklo-, pro-) Patetes ve misir nigastasi

Prebiyotik etki, gastrointestinal sistemde yer alan Bifidobacterium ve Lactobacillus
tiirlerinin miktarinin ve olusturduklar1 KZY A oraninin artmasina paralel olarak temel
bakteriyel mikrobiyotanin gelismesi olarak ifade edilmektedir (Usta ve ark. 2015, Gupta
2016). Probiyotik mikroorganizmalarin gelisimini uyaran prebiyotikler gastrointestinal
fonksiyonlar1 ve bagisiklik sistemini guclendirmekte, kalsiyum ve magnezyum emilimini
arttirmakta, kan glikoz ve plazma lipit seviyelerini diizenlemekte, kansere karsi koruyup
kanser hicrelerin  buyimesini engellemektedir. Prebiyotiklerin anaerobik bakteri
fermantasyonunun baslica metabolik iriinleri olan KZYA’lar limen ve fekal pH"
azaltarak patojenik organizmalarm bilylimesini inhibe etmektedir (Dwivedi 2016,
Varzakas ve ark. 2018).
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Iniilin; bifidojenik bakteriler tarafindan spesifik fermantasyonu agisindan kapsamli
testlerden gegmis, in vitro ve in vivo kosullarda prebiyotik etkisi kanitlanmis olan
bilesiklerden biridir. Fruktoz birimlerinden olusan iniilin; prebiyotik fonksiyona sahip,
ticari agidan biiylik 6nem arz eden ve bitkilerde depo karbonhidrati1 olarak bulunan bir
polimerdir. Iniilinin bilesiminde B-(1-2) baglar1 yer almakta ve bu sayede gastrointestinal
sistem enzimleri ile metabolize edilemeyen inllin agiz, mide, ince bagirsaklardan
hidrolize olmadan ge¢cmekte; kalin bagirsakta Lactobacillus ve Bifidobacterium tirleri
gibi yararh bakteriler tarafindan fermantasyona ugramaktadir (Sekil 2.3) (Franck 2002,
Abrams ve ark. 2005, Salazar ve ark. 2015, Ozcan ve ark. 2018).

20H
O
20H
(a]
20H

(@]

r_.|—|2c>|—|

Sekil 2.3. Iniilinin kimyasal yapis1

Iniilin Ust gastrointestinal kanalda sindirilmedigi i¢in 1,0-2,0 kcal/g gibi diisiik bir kalorik
degere sahiptir. Ayrica serum glikozunda artisa neden olmamakta ve instlin salgisini
uyarmaktadir. Viicutta kalsiyum basta olmak {izere mineral emilimini dolayisiyla kemik
mineral yogunlugunu arttirabilecegi ve osteoporoz gelisimi riskini azaltabilecegi ifade
edilmektedir. Fermantasyon sonucu olumlu yonde degisen bagirsak florasi ve olusan
metabolitler araciligiyla iniilinin konak¢iya sagladig: diger saglik yararlar1 Sekil 2.4’te
belirtilmektedir (Franck 2002, Apolinario ve ark. 2014).



Bifidojenik etki

Toplam kolesterol, LDL,
VLDL-kolesterol ve
trigliseritlerin azaltilmasi,
lipit metabolizmasini
diizenleme

Diyet lifi 6zelligi ile
bagirsak hareketlerini
iyilestirme, kabizlik ve
diska sikligr tizerine etki

Bagisiklik sisteminin
uyarilmasi, kronik
hastaliklarin (kanser,
kemik erimesi kalp
damar rahatsizlig1 vb.)
azaltilmasi

Kan ure ve urik asit
seviyeleri ile kan serum
lipitlerinin disiiriilmesi

Gida alim ve kalori
Gastrointestinal hastalik verme ile ilgili
riskinin azaltilmasi fonksiyonu, glikoz
metabolizmasini
dizenleme

Kalsiyum, magnezyum,
demir, bakir ve ¢inko
emilimini artirma

Sekil 2.4. Iniilinin saglik ve beslenme tizerine etkileri

Ticari iniilin elde etmede yaygin olarak kullanilan kaynaklardan en Onemlileri
Compositae familyasina ait olan hindiba bitkisi (Cichorium intybus) ve Asteraceae
familyasindan, yer elmasi olarak da bilinen Kudiis enginar1 (Helianthus tuberosus) dur.
Endustriyel tretimlerde tercih edilmese de diger iniilin kaynaklar1 Cizelge 2.5°te
belirtilmektedir (Franck 2002, Abed ve ark. 2016, Bhagia ve ark. 2018).

Iniilinin polimerizasyon derecesi tipik olarak 2 ile 60 arasinda degismekte ve polisakkarit
zincirinin biylikligii endlstriyel uygulamalarini yonlendirmektedir. Polimerizasyon
derecesine gore ¢oziiniirligi, termal stabilitesi, tatlilik derecesi, prebiyotik aktivitesi ve
su baglama kapasitesi degisiklik gostermektedir. Yiksek polimerizasyon derecesine

sahip iniilinin suda eriyebilirligi ve viskozitesi fazladir. Bu nedenle uzun zincirli intlin
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ilavesi ile dondurma ve diger siitlii tatlilarda viskozite arttirilabilmekte, tekstiir geligimi
saglanmakta, diisiik yag icerigine sahip krem peynir uretilebilmektedir (Lopes ve ark.
2015). Yiiksek polimerizasyon dereceli iniilin tekstiir gelistirici ve yag ikamesi olarak
degerlendirilirken; diisiik ve orta polimerizasyon derecesine sahip iniilin tiriinde tekstiirii
iyilestirmenin yani sira seker ikamesi olarak da kullanilabilmektedir (Flamm ve ark.
2001). Besinsel olarak azaltilmis kalori degeri, diyet lifi ve prebiyotik etkileri iceren
fonksiyonel ozellikleri ve sagliga yararh etkileri ile bilinen intlin; endstriyel olarak
islenmis siit triinleri ve diger {iriinlerde yag oranini azaltmada, dokusal modifikasyon ve
duyusal Ozellikleri iyilestirmede giderek daha fazla kullanilmaktadir (Cizelge 2.6)
(Karimi ve ark. 2015, Ozcan ve ark. 2018).

Cizelge 2.5. Cesitli iniilin kaynaklar1

Iniilin Kaynag Bitki Iniilin Icerigi (g/100g)

Yacon (Smallanthus sonchifolius) Kok 35
Stevia (Stevia rebaudiana) Yaprak 18-23
Sarimsak (Allium sativum) Sogan 14-23
Arpa (Hordeum vulgare) Dane 18-20
Hindiba (Cichorium intybus) Kok 11-20

Kudiis enginar1 (Helianthus tuberosus Yumru 35,7-47,6

Kuskonmaz (Asparagus sp.) Kok 15
ol zambagi (Agave sp.) Sap 12-15
Karahindiba (Taraxacum officinale) Kok 12-15
Yildiz ¢i¢egi (Dahlia pinata cav.) Yumru 10-12
Suma (Pfalia glomerate) Kok 11,45

Sogan (Allium cepa, Allium sp.) Sogan 5-9
Dul avrat otu (Arctium sp.) Kok 8,3-9,9

Yapilan caligmalarda probiyotik kolonizasyonu veya metabolik etkinin iyilegmesi
amaciyla yeni stratejiler gelistirilmis, probiyotik ve prebiyotikler birlikte kullanilmaya
baglanmigtir. BOylesi sinbiyotik yaklagimin {ilseratif kolitten, kolorektal kanserin
onlenmesine kadar mikrobiyotada ¢ok genel bir pozitif regiilasyonun saglanmasi ve

yasam kalitesinin arttirilmasinda daha etkili oldugu gosterilmistir (Fazilah ve ark. 2018).
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Cizelge 2.6. Iniilinin gidalarda kullanimi

Kullanim
Gida Uygulamalan Fonksiyonel Etki Miktari
(Yow/w)
Unlu gidalar (ekmek, Prebiyotik, diyet lifi, nem baglayici, seker 9 15
kek) ikamesi
Kahvaltilik tahillar Prebiyotik, diyet lifi, tekstiir gelistirici 2-25
Yag ve seker ikamesi, tatliligin gii¢lendirilmesi,
Sat drunleri tekstiir gelistirici, kopUk stabilizasyonu, duyusal 2-10
oOzellik, prebiyotik, diyet lifi
Et rtinleri Yag ikamesi, diyet lifi, tekstiir gelistirici 2-10
Dondurulmus tatlilar }(ag \ie sekef ik::ames}, tel.<stiir gelistirici, erime 210
ozelligi, prebiyotik, diyet lifi
Surdlebilir gida Tekstiir gelistirici, surdlebilirlik ve emdulsiyon 210
formiilasyonlari stabilitesi, prebiyotik, diyet lifi
Dolgular Yag ikamesi, diyet lifi, tekstiir gelistirici 2-30
Salata soslart ?(ag i_kamesi, diyet lifi, tekstiir gelistirici, duyusal .10
oOzellikler
Cikolata Yag ve seker ikan'lesi, diyet lifi, tekstiir gelistirici, 530
1s1ya dayanim (erime davranisi)
Yag ve seker ikamesi, tathligin giiclendirilmesi,
Meyve kanisimlart du;/gusal Zzellikler, prebiyotik,gdiygeltl(iifi 2-10
Diyet gidalar ve Yag ve seker ikamesi, tathiligmn gii¢lendirilmesi, 5 15
beslenme takviyeleri diyet lifi, tekstiir gelistirici, prebiyotik

Sinbiyotik terimi; probiyotik ve prebiyotiklerin kombinasyonunu ifade etmekte,
sinbiyotik kullanimi probiyotik ve prebiyotiklerin tek basina gostereceginden daha fazla
olumlu etki ile sonu¢lanmaktadir (Liu ve ark. 2004, Furrie ve ark. 2005, Homayouni ve
ark. 2008, Yilmaz-Ersan ve ark. 2016, Fayed ve ark. 2018). Sinbiyotik Grtin
formiilasyonlar1 i¢in yaygin olarak kullanilan probiyotik mikroorganizmalarin arasinda
Lactobacillus ve Bifidobacterium tirleri, Saccharomyces boulardii ve Bacillus coagulans
bulunurken; kullanilan baslica prebiyotikler ise fruktooligosakkarit (FOS),
galaktooligosakkaritler (GOS), ksilooligosakkaritler (XOS) ve inilindir (Topping ve ark.
2003, Bertelsen ve ark. 2016, Firouzi ve Haghighatdoost 2018). Sinbiyotik
formulasyonlar icin yerine getirilmesi gereken en dnemli kosul, se¢ilen prebiyotiklerin
kullanilan probiyotik mikroorganizmanin bilylimesini segici olarak desteklemesidir

(Buriti ve ark. 2016).
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Probiyotik ve sinbiyotik siit tirtinlerinin gelistirilmesinde kullanilan ilave bilesenlerin ve
islem adimlarmin, iiretim ve raf Omrii boyunca probiyotik mikroorganizmanin
canliliklarmi kaybetmemesi veya iirliniin duyusal kalitesindeki diislise neden olmamasi
gerekmektedir. Siit bazli gidalarin tiikketici agisindan probiyotik ve prebiyotik bilesenlerin
uygulanmasi i¢in giivenilir tasiyicilar olarak degerlendirilmesi; probiyotik ve sinbiyotik
stit Uriinlerinin basarist ve tiiketiciler arasindaki saglikli ve begenilen ozellikleri ile
aciklanabilmektedir. Sinbiyotik yogurtlara iliskin yapilmis birka¢ ¢caligma Cizelge 2.7°de
Ozetlenmistir (Fazilah ve ark. 2018).

Cizelge 2.7. Sinbiyotik yogurt iiretimine dair bazi ¢aligmalar

Probiyotik Prebiyotik Fonksiyonel Ozellik

Iniilin, yogurt kalitesinin yani
sira probiyotik canlilig iizerinde
belirgin pozitif etki gostermistir.

Indlin, laktuloz,

oligofruktoz

Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus reuteri

Okara unu, intlin,

Lactobacillus acidophilus, pastorize ve dondurulmus Slnbl_yotlk soya y"%}‘ rd‘é
o - . A e ; formllasyonu, gunluk 10°-10
Bifidobacterium animalis mango posasi, pastorize P
kob/g probiyotik canlilik
ve dondurulmus guava | M.
gostermustir.

posast

FOS ilavesi yiksek su tutma

. . kapasitesi, iyi tat ve doku
Lactobacillus bulgaricus . . o S ’
o Fruktooligosakkarit probiyotik  gelisimi;  laktat,

Sreptococcus thermophilus (FOS) aromma bilesenleri ve

ekzopolisakkarit Gretiminde artis
ile sonuglanmustir.

Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus rhamnosus,

Uretilen soya yogurdunun daha

Fruktooligosakkarit kisa fermantasyon slresi ve

Streptococcus thermophilus, | (FOS) yiksek probiyotik canlihigr ile
Lactobacillus delbrueckii sonuglanmustir.
subsp. bulgaricus
Taze, dondurulmus ve | Test edilen meyveler ve tahillar,
Lactobacillus casei kuru  elma parqalarl; depolqma suasmdail prolziyotik
kurutulmug recineler ve | bakterinin canliligini  6nemli
bugday taneleri Olciide arttirmgtir.

Streptococcus thermophilus,
Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus,
Bifidobacterium animalis
subsp. lactis

Bitkisel yag emiilsiyonu
(Fabulles™), tutku
meyvesi (Passiflora)
kabugu tozu

Yogurt bilesimi fermantasyon
siiresini  etkilememis  ancak
yogurt tekstiirlini iyilestirmistir.
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2.2. Stevia: Ozellikleri ve Siit Uriinlerinde Kullanimi

Stevia rebaudiana Bertoni, Asteraceae (Compositae) familyasindan ¢ok yillik bir bitkidir
(Sekil 2.5). Anavatan1 Paraguay olan bu tir Kanada, Amerika Birlesik Devletleri, Cin,
Japonya, Avustralya, Brezilya, Singapur, Glney Kore, Meksika, Endonezya, Hindistan
ve Tayland gibi pek ¢ok iilkeye yayilim gostermekte ve yetistirilmektedir (Kinghorn ve
ark. 2003, Ahmed ve ark. 2011, Kovacevi¢ ve ark. 2018, Rizwan ve ark. 2018). Bu bitki
Gilney Amerika'ya 6zgii oldugu igin blylmesi ve gelisimi i¢in en uygun kosullar
ortalama 24°C sicaklik ve yar1 nemli subtropikal iklimdir. Stevia; yaygmn olarak
batakliklarin kenarlarinda verimsiz, asitli topraklarda yetigmekte ancak -elverigsiz
kosullara yiiksek adaptasyon yetenegi ile bilinmektedir (Shahverdi ve ark. 2017, Libik-
Konieczny ve ark. 2018).

Sekil 2.5. Stevia rebaudiana Bertoni

1887 yilinda Giiney Amerikali doga bilimci Moisés Santiago Bertoni tarafindan
tanimlanan stevia; tath yapragi, sekerleme yapragi, seker yapragi veya bal yapragi olarak
adlandirilmakta, Giliney Amerika’da yasayan Guani yerlilerince ylizyillardir dogal
tatlandiric1 ve tibbi ilag olarak kullanilmaktadir (Lemus-Mondaca ve ark. 2012,
Choudhary ve ark. 2014). Stevia cinsine ait yaklagik 230 tiir bulunmasma ragmen
yalnizca Stevia rebaudiana Bertoni steviol glikozitlerin varligi nedeniyle tatlandirici
ozellige sahip bulunmaktadir (Zhang ve ark. 2017, Kovacéevi¢ ve ark. 2018, Salazar ve
ark. 2018).
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Stevia yapraklar1 lif, protein, lipid, ugucu yaglar, oligosakkaritler, serbest sekerler,
askorbik asit, kalsiyum, magnezyum, fosfor ve demir bakimindan oldukc¢a zengin
olmakla birlikte; flavonoidler, karotenoidler, alkaloidler, tanenler, klorofiller, fenolik
asitler, éstroinulin, nilasin, gibberelik asit, rebaudi oksitler, indol-3-asetonitril, apigenin,
kersetin, izokerkitrin, miosen, I6trolin, kaempferol, stigmasterol, ksantofil, umbeliferon,
kafeik asit, klorojenik asit ve dikaffeoilkinik asit icermektedir (Lemus-Mondaca ve ark.
2012, Aminha ve ark. 2014, Salazar ve ark. 2018). Bugline kadar S. rebaudiana Bertoni
yapraklarinda yaklasik 40 adet steviol glikozit tammlanmistir ancak yapraklarda yogun
olarak biriken steviol glikozitler; steviosid, steviolbiosid, rebaudiosid A, B, C, D, E, F, M
ve dulcozid olarak tanimlanan sekonder metabolitlerdir. Bitkinin turtine, buyime
kosullarina ve agronomik tekniklere bagli olarak degismekle birlikte Stevia yapraklari,
%9-13 steviosid, %6-8 rebaudiosid A, %1-2 rebaudiosid C, %0,4-0,7 dulcosid; eser
seviyelerde steviolbiosid, rebaudiosid B, D, E, F ve M icermektedir. Steviol glikozitlerin
kimyasal yap1 ve formiilleri Sekil 2.6 ve Cizelge 2.8’de ifade edilmektedir (Geuns ve ark.
2007, Gardana ve Simonetti 2018, Lemus-Mondaca ve ark. 2018, Petit ve ark. 2018,
Téllez ve ark. 2018).

Sekil 2.6. (A) Steviol omurga (R1 = R2 = H) ve (B) izosteviol

Steviol glikozitlerden steviosid sakkarozdan 250-300 kat, kurutulmus stevia yapraklar1
ise sakkarozdan yaklasik 10-15 kat daha tathdir (Cizelge 2.9) (Puri ve ark. 2011). Stevia
yapraginin igerdigi diterpenoid steviol glikozitlerin en baskin olanlar1 steviosid ve
rebaudiosid A’nin tat Ozellikleri farklilik gOstermektedir (Kaushik ve ark. 2010,
Shahverdi ve ark. 2017, Zhang ve ark. 2017, Kovacevi¢ ve ark. 2018). Genel olarak

yiiksek ¢ozlniirliik gosteren rebaudiozid A tipik tatly, steviosid ise tathiligin yaninda hafif
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ac1 tat izlenimi sergilemektedir. Tattaki farkliliklar; steviosid molekiiliiniin aksine
rebaudiozid A’da fazla miktarda bulunan polar glikoz gruplarmin sakkaroz tadina daha
fazla benzerlik kazandirmasidan kaynaklanmaktadir. Bu nedenle, arastirma ¢alismalar1
stevia ekstraktinin rebaudiosid A ile zenginlestirilmesine ya da rebaudiosid A'ya glikoz
kalintilarinin enzimatik trans-glikosilasyon ile eklenmesine odaklanmaktadir (Carakostas

ve ark. 2008, Lemus-Mondaca ve ark. 2018, Poothong ve ark. 2018).

Cizelge 2.8. Steviol glikozitlerin kimyasal yap1 ve 6zellikleri

Omurga Figiiriindeki R Gruplar
Steviol . Molekdl
Glikozitler R: R, & Agirhg (g/mol)
Rebaudiosid A B-glk- (B-9lk)2-p-glk- CaH70023 965,42
Rebaudiosid B H (B-glk)2-B-glk- CasHs0O1s 803,37
Rebaudiosid C B-glk- (B-glk, a-rmn-)-B-glk- CasH7002 949,43
Rebaudiosid D B-glk-p-glk- (B-glk)2-B-glk- CsoHs0O28 1127,48
Rebaudiosid E B-glk-p-glk- B-glk-p-glk- CasH7002 965,42
Rebaudiosid F B-glk- (B-glk, B-ksl-)-p-glk- CazHesO2 935,41
Steviosid B-glk- B-glk-p-glk- CasHs0O1s 803,37
Steviolbiosid H B-glk-p-glk- Ca2Hs50013 641,32
Rubusosid B-glk- B-glk- Cs2Hs50013 641,31
Dulcosid A B-glk- a-rha-p-glk- CasHs0017 787,38

*glk=glikoz, rmn=ramnoz, ksl=ksiloz

Onemli termal ve pH stabiliteleri nedeniyle, steviol glikozitleri gesitli yiyecek ve
iceceklerde kullanmak muimkin olmaktadir. Steviol glikozitler 100°C'den yuksek
sicakliklarda bozunmakta ve asidik kosullar hidroliz siirecini arttrmaktadir. Yapilan
calismalar, 80°C'ye kadar termal muamele altinda, 2-10 pH araligindaki sulu ¢ozeltide
steviosidin kararli oldugunu, giiglii asidik kosullarin (pH=1) steviosid stabilitesini
olumsuz etkiledigini gdstermektedir (Kovacevi¢ ve ark. 2018). Bu nedenle, AB (Avrupa
Birligi)’de stevia 6zii ile tatlandirilan unlu mamiillere izin verilmemektedir. Ote yandan,

yogun tathiligi ve diisiik kalorili 6zelligi ile bilinen steviol glikozitler JECFA (Gida Katki
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Maddeleri FAO/WHO Ortak Uzman Komitesi) ve EFSA (Avrupa Gida Giivenligi
Otoritesi) tarafindan kapsamli bir sekilde degerlendirilmis ve onaylanmis, Steviadan
saflastirilan Rebaudiosid A, GRAS (genel olarak giivenli) olarak kabul edilmistir. 2008
yilinda Gida ve Ilag Dairesi (FDA), 2011 yilinda AB tarafindan gida katki maddeleri
olarak onaylanan ticari stevia ekstraktlarinda izin verilen 11 steviol glikozit; steviosid
(SV), rebaudiosid A (RA), rebaudiosid B, C, D, E, F, M (sirasiyla RB, RC, RD, RE, RF
ve RM), dulcosid A (DuA), steviolbiosid (Sb) ve rubusosid (Ru) olarak belirlenmistir
(Ramos-Tovar ve Muriel 2017, Zhang ve ark. 2017, Lemus-Mondaca ve ark. 2018).

Cizelge 2.9. Stevia yapraklarindan izole edilen diterpen glikozitlerin goreceli tatlilik
derecesi

Diterpen Glikozit Goreceli Tathhik Derecesi
Steviosid 250-300
Rebaudiosid A 350-450
Rebaudiosid B 300-350
Rebaudiosid C 50-120
Rebaudiosid D 200-300
Rebaudiosid E 250-300
Rebaudiosid F 200
Steviolbiosid 100-125
Dulcosid A 50-120

Stevia yapraklari igerdigi biyoaktif bilesiklerden dolay: farmasotik ile kozmetik triinlerde
ve gida sanayinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Stevia biitiin bitki olarak veya ezilmis
yapraklar halinde kullanilabilirken, en ¢ok tercih edileni siv1 ya da toz formundaki stevia
ekstraktlaridir. Stevia iiretimi; stevia yapraklarmin kurutulup o6giitiilmesini takiben
paketlenmesi ile elde edilen toz stevia, konsantre stevia ekstrakti ve toz stevia ekstrakti
olmak {izere ii¢ sekilde gerceklesmektedir. Genel olarak iiretim asamalari; kurutma,
ogitme, ekstraksiyon, filtrasyon ya da saflagtirma iglemi ile renk maddelerinin
eliminasyonu, sivi ya da toz {irlin istegine bagl olarak konsantre etme veya kurutma

seklinde olmaktadir (Sekil 2.7) (Inang ve Cinar 2009, Kovagevié ve ark. 2018).
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Sekil 2.7. Stevia iiretimi akis diyagrami

Ticari ekstrakt tiretiminin ilk asamasi koruma ve ileri isleme i¢in yiiksek bir steviol
glikozit igerigine sahip yapraklarin dehidrasyonunu icermektedir (%210-13 nem). Ayrica
kurutma iglemi mikroorganizmalarin gelisimini inhibe etmek ve bitkilerin organoleptik
Ozelliklerini degistirebilen belirli biyokimyasal degisiklikleri 6nlemek i¢in de
kullanilmaktadir. Dogal kurutmanin olumsuz etkilerini en aza indirmek icin stevia
yapraklar1 firmda sicak havayla, vakumla veya dondurarak kurutma gibi yontemler ile
kurutulmaktadir (Lemus-Mondaca ve ark. 2018). Ekstraksiyon islemi i¢in kolon ve kazan
tipi ekstraktorler ve ¢6zgen olarak su ve alkol kullanilmaktadir. Stevia ekstraktlarinin elde
edilmesi icin maserasyon ve 1siya dayali klasik ekstraksiyon tekniklerinin kullanimi
yiiksek organik ¢dziicii tiiketimi, uzun islem siiresi ve diisiik verim ile sonuc¢lanmistir. Bu
nedenle mikrodalga destekli ekstraksiyon, basingli sivi ekstraksiyonu, stiperkritik akiskan
ekstraksiyonu, ultrason destekli ekstraksiyon, soguk plazma destekli ekstraksiyon,

yiiksek basing destekli ekstraksiyon, darbeli elektrik alan ekstraksiyonu, enzim destekli
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ekstraksiyon, basingli ¢cozgen ekstraksiyonu gibi yeni teknikler kullanilmaya baglanmistir
(Kovacevi¢ ve ark. 2018, Pacifico ve ark. 2019). 200-1300 kPa basing altinda ve 30-
85°C’de gergeklestirilen filtrasyon isleminde nano ve ultrafiltrasyon teknikleri
kullanilabilmektedir. Saflastirma islemi elektrolitik teknikler ya da ¢oktiirme ajanlar1 ve
iyon degistirme regineleri ile gergeklestirilmektedir. Son asamada istenen {iriin formuna
gore konsantre stevia Uretimine ya da puskirtuct kurutucularda toz stevia Uretimine
gecilmektedir. Stevia ekstrakti {iretiminin temel asamalar1 Sekil 2.7°de gosterilmektedir
(Inang ve Cinar 2009, Téllez ve ark. 2018).

Stevia rebaudiana Bertoni; alkaloidler, flavanoidler, tanenler ve fenolik bilesikler dahil
olmak (izere biyolojik aktiviteye sahip olan pek ¢ok fitokimyasal icermekte ve ¢ogunun
potansiyel antioksidan aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir. Bu biyolojik olarak aktif
maddelerin cogu kanser, kardiyovaskiiler ve norodejeneratif hastaliklar gibi kronik
hastaliklarin 6nlenmesinde etkinlik gdsterebilmektedir (Barroso ve ark. 2018, Libik-
Konieczny ve ark. 2018). Stevianin antioksidan, antibakteriyel, antikanser, antifungal ve
antiviral aktivitelerin yani sira enflamasyonla iligkili hiicrelerin (mast hiicreleri,
makrofajlar, lenfositler ve ndtrofiller) aktivitelerini dizenleme yetenegi oldugu da
diistiniilmektedir. Ayrica stevia vazodilatator, kardiyotonik ve anestetik etkili oldugu igin
terapotik faydalar sunabilmektedir (Ramos-Tovar ve Muriel 2017, Lemus-Mondaca ve
ark. 2018, Rizwan ve ark. 2018). Stevianin diyabet, obezite, hipertansiyon, diyare tedavisi
ve clrlklerin onlenmesinde etkili oldugu bunun yami sira antihiperglisemik,
antihipertansif, antitimaor aktivitesi ile didretik ve immunomodulator etkisi kanitlanmistir
(Sekil 2.8). Yapilan ¢aligmalar steviada bulunan bilesiklerin teratojenik, mutajenik veya
kanserojen olmadigmi ve akut ya da subakut toksisiteye de neden olmadigini
gostermektedir (Madan ve ark. 2010, Chou ve ark. 2013, Molina-Calle ve ark. 2017,
Ramos-Tovar ve Muriel 2017, Zhang ve ark. 2017, Gardana ve Simonetti 2018, Salazar
ve ark. 2018). Bu 0Ozellikleri sebebiyle stevia farmakolojide; yenilik¢i gidalarin, hazir
yemeklerin ve katki maddelerinin formiilasyonunda giivenle kullanilabilmektedir (Pina-
Pérez ve ark. 2018).
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Antioksidan

Antikariyojenik Antienflamatuar

Immiinomodiilatér Antihiperglisemik

Antiditretik Antihipertansif

Sekil 2.8. Stevianin insan sagligi tizerine baslica olumlu etkileri

Gunumuz yasam kosullar1 ve yogun ¢alisma temposunun bir sonucu olarak hazir gidalara
olan egilim, dolayisiyla da yiiksek oranda seker iceren gidalarin tiiketimi artig
gostemektedir. Ozellikle rafine formdaki sekerin fazla miktarda tiiketiminin basta
obezite, diyabet ve metabolik sendrom olmak Uzere bir¢cok hastaligin ortaya ¢ikmasi ile
iligkili oldugunun kanitlanmasi tizerine saglik odakli fonksiyonel Uriinlere talep
artmaktadir. Bu durum piyasadaki arz-talep dengesini etkilemekte, seker orani azaltilmis
gidalarin {iretimini zorunlu kilmaktadir (Swithers 2013, Sylvetsky ve Rother 2016, Ozcan
ve ark. 2017, Kovacevi¢ ve ark. 2018, Teéllez ve ark. 2018). Biyoteknolojik ¢aligmalar
sonucunda aspartam, asesulfam-k, siklamat ve sakkarin gibi sentetik, besleyici nitelikte
olmayan tatlandiricilar gelistirilmistir. Ancak gidalarin {iretiminde kullanilan bazi
tatlandiricilarin  toksikolojik  6zelliklerinin  tam olarak belirlenememesi, hayvan
deneylerinde agirlik artisina, mesane kanserine, beyin tiimorlerine ve daha bir¢ok saghk
sorununa sebep olmasi taumatin, neohesperidin, monelin ve steviosid gibi dogal
tatlandiricilara ihtiyag dogurmustur (Weihrauch ve Diehl-Ann 2004, Gupta ve ark. 2013).
Sekere alternatif olarak kullanilabilen tatlandiricilar kaynaklarina gore Cizelge 2.10°da
gosterilmektedir (Priya ve ark. 2011, Ozdemir ve ark. 2014).
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Cizelge 2.10. Tatlandiricilarin smiflandirilmasi
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Tatlandiricilar enerjisi azaltilmis gida tiretiminde, seker ilavesiz gidalar ile diyet liriinlerin

raf Omriinli uzatmak amaciyla ve seker ikamesi olarak kullanilmaktadir. Tatlandiricilarin

formiilasyona eklendigi {irlin gruplar1; meyve suyu ve benzeri tiriinler, alkolsuz icecekler,

regel ve marmelatlar, tatlilar, sekerleme ve sakizlar, unlu triinler, dondurma ve diger siit

urtnleridir. Son yillarda dis macunlar1 ile agiz saghgi ve bakimi drunlerinde de

tatlandiricilar yaygin olarak kullanilmaktadir (Edwards ve ark. 2016). Tirkiye’de

gidalarda kullanimina izin verilen tatlandiricilar ve sakaroza gore tathilik dereceleri

Cizelge 2.11°de ifade edilmektedir (Anonim 2006, Giiltekin 2017).
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Cizelge 2.11. Tiirkiye’de gidalarda kullanimina izin verilen tatlandiricilar

E Kodu Tatlandirici Tathhik Derecesi
E 420 Sorbitol 0,6
E 421 Mannitol 0,4
E 965 Maltitol 0,9
E 953 [zomalt 0,45-0,65
E 966 Laktitol 0,4
E 967 Ksilitol 1
E 950 Asesulfam K 200
E 951 Aspartam 180
E 952 Siklamat 30
E954 Sakkarin 300
E957 Taumatin 2000-3000
E959 Neohesperidin DC 1800

Siit drtinlerinde seker, yapisal ve duyusal karakteristikler lizerinde 6nemli bir bilesen
oldugu i¢in bu Urtinlerin kalite ve karakteristik 6zellikleri korunurken, seker oranini
azaltarak tatlandiricilarla yeniden formiilasyon gida endiistrisi i¢in 6nemli bir zorluktur.
Stevia diger tatlandiricilarla karsilastirildiginda tath lezzetin yani sira yiiksek besin degeri
ile endustriyel uygulamalar icin uygun olabilecek duyusal ve fonksiyonel ¢zelliklere
sahiptir. Bu kapsamda Stevia rebaudiana Bertoni bitkisinden elde edilen stevia ¢esitli
gidalarin iiretimi sirasinda tatlandiric1 olarak kullanilabilecek dogal bir seker ikamesi
olarak degerlendirilmektedir (Sativa ve ark. 2004, Gardana ve Simonetti 2018, Kovacevi¢
ve ark. 2018).

Alizadeh ve ark. (2014) tarafindan diisiik glisemik indekse (GI) sahip, diisiik kalorili
dondurma formiile etmek ve gelistirmek amaciyla yapilan ¢aligmada farkli oranlarda
sakkaroz ve stevia ile bunlarin karigimlar1 kullanilmustir. Sakkarozun stevia ile
degistirilmesi, doza baglh olarak daha yiiksek overrun ve erime hizi ile daha diisiik
viskozite, brix ve kalori degeri ile sonuglanmigtir. Sakkarozun stevia ile ikame
edilmesinin, diisiik kalori ve glisemik indekse sahip dondurma tretmek igin bir alternatif
olabilecegi, ayrica iki tatlandiricinin karigim halinde kullanilmas: durumunda duyusal

begeninin gelistirilebilecegi belirlenmistir.
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Menopoz 6ncesi ve sonrasit kadinlar tarafindan sakkaroz ve stevia ile tatlandirilmis
cikolatali siitlerin tercihini degerlendirmek ve karsilastirmak amaciyla yapilan ¢alismada
kadin panelistler, yasa gore premenopozal (18-47 yas arasi) ve menopoz sonrast (48 yas
tizeri) olmak tizere iki gruba ayrilmistir. Stevia, stevia ve NutraFlora® (FOS); sakkaroz
ve stevia; sakkaroz, stevia, NutraFlora® ve sakkaroz ilave edilen sade ve ¢ikolatali siitler
bir hafta boyunca panelistler tarafindan tiiketilmistir. Menopoz dncesi kadinlar stevia ve
NutraFlora® iceren ¢ikolatali siitii tercih ederken, menopoz sonrasi kadinlar NutraFlora
®igermeyen steviali siitii tercih etmistir. Her iki grubun da kemik saglig1 ve kalori alimi
bakimindan endiseleri géz oniine alindiginda stevia ile sekerlendirilen siitiin kalori artis1
olmadan kalsiyum kaynag1 olarak degerlendirilebilecegi sonucuna varimistir (Verruma-

Bernardi ve ark. 2014).

Cesitli tatlandiricilarin probiyotik yogurdun duyusal 6zellikleri iizerindeki etkisinin
degerlendirildigi ¢alismada, Lactobacillus rhamnosus GR-1'in gelismesi ve canliligy, alti
probiyotik yogurt 6rneginde (%0,12 stevia, %0,12 stevia-intlin-krom, %1,0 sukraloz,
%5,0 sakkaroz, %6,0 ksilitol ve kontrol 6rnegi) depolamanin 1., 14. ve 28. giinlerinde
Olgtilmistiir. Lactobacillus rhamnosus GR-1’in canli hiicre sayisi; Stevia, stevia-inulin-
krom, sukraloz ve sakkarozun probiyotik yogurda basariyla dahil edilebilecegini
gostermistir. Lezzet, goriniim, tatlilik, doku ve genel kalite olmak {izere bes duyusal
Ozellik agisindan ise en yiiksek puani yalniz stevia igeren ornek almistir (Weber ve

Hekmat 2013).

Rad ve ark. (2012), diyetetik cikolatali siitlin fiziksel 6zelliklerini degerlendirmek ve
gelistirmek amaciyla yaptiklar1 ¢alismada sakkarozun %50 ve %100 oraninda ikamesi
amaciyla stevia kullanmis; %0, %2, %4 ile %6 oraninda iniilin ilave etmislerdir. %50
stevia ve %6 iniilin iceren 6rnek, kontrol ile benzer sekilde diisiik oranda ¢okelme ve
yiiksek viskozite oranina sahip bulunmustur. Uriiniin fiziksel 6zelliklerini gelistirmek icin
stevia ile tatlandirilmis ¢ikolatali siite iniilin gibi bir kivam arttiric1 bilesenin de ilave

edilmesi gerektigi de belirtilmistir.

Lisak ve ark. (2011), ¢ilek aromali yogurdun tathligindaki farkliliklar1 sakkaroz, stevia

ve esit miktarda sakkaroz ile stevia kombinasyonunu ii¢ farkli konsantrasyonda (%3,
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%4,5 ve %6) kullanarak incelemislerdir. Panelistler tarafindan en yiiksek tatlilik derecesi
sakkaroz ile tiretilen yogurda, en diisiik tatlilik seviyesi ise stevia ile {iretilen yogurda ait
bulunmustur. Cilekli yogurt icin herhangi bir tatlandirici kombinasyonun panel

katilimcilar1 tarafindan onerilen seviyesi 4,5 g/100 g olarak belirlenmistir.

Kirmaci ve ark. (2014), probiyotik dondurmalarin bazi kalite &zellikleri iizerine
prebiyotik lif iceren stevia ilavesinin etkisini belirlemek amaciyla yaptiklari calismada
seker yerine farkli oranlarda (%0, %25, %50, %75 ve %100) prebiyotik lif iceren stevia
kullanmislardir. Uretilen dondurmalarm duyusal dzelliklerinin olumsuz etkilenmedigi,
fiziksel ozelliklerinin iyilestigi, %50’ye kadar stevia ilavesinin probiyotik
mikroorganizma sayisina negatif etki etmedigi ancak, artan stevia oranina bagl olarak
kuru madde ve viskozite degerlerinde azalma oldugu saptanmistir. Bu bulgular
dogrultusunda dondurma {retiminde seker ikamesi olarak %350’ye kadar stevia

kullaniminin miimkiin olabilecegi sonucuna ulasilmistir.

Probiyotik bakteri L. casei'nin glikoz, inilin ve stevia (%0,25 ve %0,50) gibi farkli
substratlar tizerinde canliligmin arastirildigi calismada L. casei, Urlin ve in vitro besiyeri
ortaminda gelistirilmistir. Stevianin fermantasyon sirasinda besiyeri ve fermente siitte
L. casei gelisimini tegvik ettigi saptanmustir. Fermente siit tirtinlerinde seker yerine, kalori

degeri olmayan stevianin potansiyel prebiyotik olarak ilave edilebilecegi tespit edilmistir

(Ozcan ve ark. 2017).

Stevia ilavesinin Kulfi (gelencksel Hint dondurmasi)’nin kalite Ozellikleri Uzerine
etkisinin arastirildig1 ¢alismada; sekerin %50, %60 ve %70’inin sirasiyla %0,05, %0,06
ve %0,07 oraninda rafine edilmis stevia ekstrakti ile degistirildigi diyetetik Kulfi
dretilmistir. Yiiksek oranda seker, stevia ile degistirildiginde 6zgiil agirlik, erime hizi,
karbonhidrat yiizdesi ve toplam kalori miktarinda dnemli dl¢lide azalma olmus; donma
noktasi, sertlik, yag, protein, kiil ve nem oraninda ise belirgin bir artis meydana gelmistir.
Seker miktarinin yarisinin stevia ile degistirilmesiyle hazirlanan Kulfi, duyusal 6zellikler
acisindan kontrol 6rnegi ile benzerlik gosterirken; %50'yi asan miktarlarda sekerin stevia

ile ikamesi acilik, renk bozuklugu ve buzlu dokuya sebep olmustur (Giri ve ark. 2014).

33



Dondurmalarin fiziksel, kimyasal ve duyusal 6zelliklerine stevia ilavesinin etkisinin
arastirildigi ¢alismada tatlandirici olarak sakkaroz ve stevia (sakkaroz, kakao + sakkaroz,
stevia ve kakao + stevia) kullanilarak dort farkli dondurma firetilmistir. Panelistler
tarafindan tercih edilen kakao ve stevia igeren drnekler en yiiksek viskozite ve overrun

orant ile en uzun ilk damlama siiresine sahip bulunmustur (Ozdemir ve ark. 2015).

Reis ve ark. (2011), farkli tatlandiricilar ve bunlarin kombinasyonlar1 (aspartam,
asesulfame-K, siklamat, sakkarin, stevia ve sukraloz) ile iiretilen ¢ilek aromali yogurtlarin
tathlik derecesini incelemislerdir. Calismada kullanilacak tatlandiric1 miktarlari, duyusal
olarak %11,5 oraninda sakkaroz ile tatlandirilmis yogurda esdeger tatlilikta olacak
sekilde belirlenmis, siklamat/sakarin(2:1)/stevia(1,8:1) i¢in bu oran %0,043 olarak tespit
edilmistir. Elde edilen sonuglar ¢ilek aromali yogurtta 6zellikle asesiilfam-K ve stevianin

farkl tatlandirici kombinasyonlarmin kullanilmasini desteklemistir.

Guggisberg ve ark. (2011) tarafindan; stevia, stevia-Actilight™ (FOS) veya Palatinose™
(Izomaltuloz) kombinasyonlar1 ile seker ikamesinin yogurdun reolojik ve duyusal
Ozellikleri Gzerindeki etkilerinin arastirildigi ¢alismada %8 oraninda sakkaroz ikamesi
olarak stevia ile %2-6 FOS veya %8 izomaltuloz kullanilmistir. Tatlandirici ilavesinin,
yogurt fermantasyonu veya pH gelisimi iizerinde olumsuz bir etkisinin olmadig1 ve
konsistensi arttirdig1 belirlenmistir. Stevia ile birlikte %6 Actilight iceren 6rnek, %8

sakkaroz ile hazirlanan ¢esit ile benzer profile sahip bulunmustur.

Stevia ile tatlandirilmis ¢ikolatali siitlin ¢ocuklar tarafindan kabul edilebilirliginin
arastirildigr calismada tirlini tatlandirmak amaciyla Enliten® (stevia), sakkaroz,
Nutraflora® (FOS) ve kombinasyonlar1 kullanilmistir. Seker icermeyen ve stevia igeren
cikolatali siit diisiik puanlar alirken, stevia ve sakkaroz igeren siit daha ¢cok begenilmis ve

cocuklar tarafindan tercih edilmistir (Verruma-Bernardi ve ark. 2015).

Narayanan ve ark. (2014), vanilyali yogurtta stevianin uygun kombinasyon Ve
konsantrasyonunu saptamak amaciyla yaptiklar1 calismada sakkaroz, aspartam, eritritol +
steviol glikozid, maltodekstrin + steviol glikozid ve stevia ekstrakti kullanmiglardir.

Maltodekstrin ve %95 steviol glikozid igeren stevianin sadece %0, 7'sinin gerekli oldugu,
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oysa eritritol igeren steviol glikozidler ya da stevia soguk su ekstrakti i¢in daha yiksek
seviyeler  (%4,0-5,5) gerektigi tespit edilmistir. Vanilyali yogurtta stevia

tatlandiricilarinin orta diizeyde (%0,7-%5,5) kullanim1 uygun bulunmustur.

Pourahmad ve Khorramzadeh (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada, soya siitii tozu ve
ti¢ farkl: tatlandirici (stevia, eritritol, izomalt) kombinasyonunu igeren toz igecegin farkli
formiilasyonlar1 degerlendirilmistir. Ornekler, gerekli tathiligmn %80 ve %901 stevia ve
kalani eritritol ve izomalt (100:0, 75:25, 50:50, 25:75 0:100) karisimindan gelecek sekilde
formiile edilmistir. Stevia ilaveli tum Ornekler fizikokimyasal ve organoleptik kalite
ozellikleri agisindan kabul edilebilir sonuglar verirken, tatliligin %80 oraninda steviadan,
%20 oraninda eritritol ile izomalt (75:25) karisimindan elde edildigi ornek icin en iyi

sonucu vermistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan mikroorganizmalar

In vitro probiyotik bakteri kiiltiirleri

Probiyotik bakteri gelisiminin in vitro sartlarda incelenmesinde bakteri susu olarak
secilen ve kullanilan Lactobacillus acidophilus (No DSM 20079) ve Bifidobacterium
animalis subsp. lactis (No DSM 10140) tirleri DSMZ (Leibniz Institute DSMZ-German
Collection of Microorganisms and Cell Cultures-Almanya) firmasmin kiltir

koleksiyonundan temin edilmistir.

Probiyotik yogurt Kkiiltiirleri

Stevia katkili yogurt tiretiminde kullanilan Lactobacillus acidophilus (No 706152) ve
Bifidobacterium animalis subsp. lactis (No 704822) kiltiirleri Chr-Hansen (istanbul)

firmasindan temin edilmistir.

3.1.2. Yagsiz siit tozu

Kontrol grubu ve stevia katkili probiyotik yogurt iiretiminde rekonstitiie siitiin elde
edilmesi amactyla kullanilan yagsiz siit tozu Tat Gida A.S. Siit Endiistrisi Kurumu
Isletmesi (SEK-Mustafakemalpasa, Bursa)’nden temin edilmistir. Calismada kullanilan

yagsiz St tozunun firma tarafinan belirtilen bilesimi Cizelge 3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Yagsiz siit tozunun bilesimi

Bilesenler (%) Miktar
Nem 5,00 (max)
Yag 0-0,50 (max)
Protein 23,50
Toplam kuru madde 95,00
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3.1.3. Stevia

Calisma kapsaminda potansiyel prebiyotik etkisi nedeniyle probiyotik bakterilerin
gelismesi i¢in substrat ve seker ikamesi olarak kullanilan stevia, Ekin Kimya (Istanbul)
araciligiyla PCSB (PureCircle Sdn Bhd, Malezya) firmasindan temin edilmistir.
Calismada kullanilan stevianin firma tarafindan belirtilen Ozellikleri Cizelge 3.2’de

verilmistir.

Cizelge 3.2. Stevia uruin ozellikleri

Parametre Metod Ozellik
Gorinim Duyusal degerlendirme Beyaz-¢ok beyaz, toz
Toplam steviol glikozid JECFA, 2010 >95,0
% Rebaudioside A - >50,0
Kurutma kaybi JECFA, Vol .4 <6,0
Cozanarlik - Serbestce ¢ozindr
pH (suda %1) - 4,5-7,0

Etanol kalintis1
Metanol kalintisi

PCSB-LAB-078

Tespit edilemedi
Tespit edilemedi

Kiil miktart (%) JECFA, Vol .4 <1,0
Kursun (Pb, ppm) AOAC 99.14 <1,0
Arsenik (As, ppm) - <10

Kadmiyum (Cd, ppm) - <10
Civa (Hg, ppm) - <10
Toplam aerobik, mezofilik
mikroorganizma sayisi FDA, Bolim 3 <1000
(kob/g)
Maya ve kif (kob/g) FDA, Bolim 18 <200
Toplam koliform (ems/g) FDA, Bolum 4 Tespit edilemedi
E.coli (ems/qg) - Tespit edilemedi
Salmonella sp. (25¢) FDA, Bolim 5 Negatif

3.1.4. iniilin

Calisma kapsaminda potansiyel prebiyotik etkisi arastirilan steviaya ek olarak kullanilan
ve bifidojenik faktér olan indlin (Orafti-HSI), Beneo-Orafti (Tienen, Belcika)
firmasindan temin edilmistir. Calismada kullanilan inllinin firma tarafindan belirtilen

Ozellikleri Cizelge 3.3’te verilmistir.
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Cizelge 3.3. Iniilin Grtin 6zellikleri

Parametre Ozellik
Gorunim Beyaz-hafif sari, toz
Tat Hafif tatli-tatsiz
Suda ¢ozinarlik (25 °C) >200 g/l
Yogunluk 650 + 50 g/l
Iniilin >86 g/100 g
Glikoz + Fruktoz + Sakkaroz <14 g/100 g
Toplam kurumadde (97 £2) g/100 g
Karbonhidrat igerigi >99,5¢/100 g
Protein Thmal edilebilir
Yag fhmal edilebilir
Vitamin ve mineraller Ihmal edilebilir
Kalori degeri 215 kcal / 871 kJ
Iletkenlik (w = 15 g/ 100g) <250 uS/cm
pH (w = 10 g/100 g km) 5,0-7,0
Kursun (Pb, ppm) <0,02
Arsenik (As, ppm) <0,03
Kadmiyum (Cd, ppm) <0,01
Civa (Hg, ppm) <0,01
Toplam aerobik, mezofilik mikroorganizma <1000
sayisi (kob/g)
Maya (kob/g) <20
K(f (kob/g) <20
Anaerobik H,S Ureten termofilik sporlar
<25
(kob/g)
Enterobacteriaceae (ems/g) Negatif
Bacillus cereus (kob/g) 100 kob/g
Koagulaz pozitif stafilokoklar (ems/0,1 g) Negatif
Toplam koliform Negatif
E. coli (ems/q) Negatif
Clostrida spp. (ems/g) Negatif
Salmonella spp. (ems/250 g) Negatif
Listeria spp. (ems/25 @) Negatif
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3.2. Yontem

3.2.1. Probiyotik bakteri gelisiminin in vitro sartlarda incelenmesi

Bifidobacterium animalis subsp. lactis’in aktive edilmesi

Calismada kullanilan Bifidobacterium animalis subsp. lactis, DSMZ firmasinca 6nerilen
temel gelisme ortamina (Cizelge 3.4) steril sartlar altinda ilave edilmistir. Oksijeni
uzaklastirip anaerobik inkiibasyon sartlarini saglamak icin Anaerocult (Oxoid, Ingiltere)
kullanilarak anaerobik jarlarda (Merck, Almanya) 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. 24
saat sonunda inkiibasyona birakilan kiiltiirlerin ikinci kez aktivasyonunun saglanmasi
amaciyla Bifidobacterium tiirlerinin asil gelisme ortami olan TPY (Tryptone Peptone
Yeast Extract) sivi besiyerine (Cizelge 3.5) ilave edilerek optimum gelisme sicakligi olan
37°C’de tekrar 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda fermantasyonda
kullanilmak tizere aktif hale getirilmis kiiltiirler, %20-30 gliserol ve MRS Broth iceren
kriyoviyal tipler igerisinde, -80°C’de depolanmustir. Depolanan stok kiiltiir calismanin
hemen 0Oncesinde MRS Broth besiyerinde 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilarak

(mikroorganizma sayis1 8-9 logio kob/g olacak sekilde) zenginlestirilmistir.

Lactobacillus acidophilus’un aktive edilmesi

Calismada kullanilan Lactobacillus acidophilus tiirii, bilesimi Cizelge 3.6°da belirtilen ve
asil gelisme ortam1 olan MRS (De Man, Rogosa and Sharpe) Broth besi ortamina steril
sartlar altinda ilave edilmistir. Oksijeni uzaklastirarak anaerobik inkiibasyon sartlarini
saglamak icin Anaerocult (Oxoid, Ingiltere) kullanilarak anaerobik jarlarda (Merck,
Almanya) 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. 24 saat sonunda inkiibasyona
birakilan kiiltiirlerin ikinci kez aktivasyonunun saglanmasi amaciyla Lactobacillus
tirlerinin gelisme ortami olan MRS Broth sivi besiyerine ilave edilerek 37°C’de 24 saat
inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda kiiltiirler fermantasyonda kullanilmak iizere aktif hale
getirilmis ve %20-30 gliserol ve MRS Broth iceren kriyoviyal tupler igerisinde

depolanmustir. -80°C’de depolanan stok kiiltiir ¢alismanin  hemen Oncesinde
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(mikroorganizma sayis1 8-9 logio kob/g olacak sekilde) MRS Broth besiyeri kullanilarak

zenginlestirilmistir.

Cizelge 3.4. B. animalis subsp. lactis igin temel gelisme ortamu bilesimi

Temel gelisme ortam bilesimi g/L
Kazein pepton 10,00
Et ekstrakti 5,00
Maya ekstrakti 5,00
Bacto soyton 5,00
Glikoz 10,00
K2HPO, 2,00
MgSO,4.7H.0 0,20
MnSO4.H20 0,05
Tween 80 1,00 mL
NaCl 5,00
L-cysteine 0,50
Tuz soltsyonu
CaCl».2H,0 0,25
MgSQO..7H-0 0,50
K2HPO4 1,00 40,00 mL
KHzPO, 1,00
NaHCO:3 10,00
NaCl 2,00
Saf su 1000,00 mL
Rezazurin (25mg/100mL.) 4,00 mL
Saf su 950,00 mL

Gelisme ortamm

B. animalis subsp. lactis ve L. acidophilus tiirlerinin stevia ekstraktini prebiyotik olarak
degerlendirme ve fermente edebilme yetenegini belirlemek i¢in temel gelisme ortami
olarak swrasiyla glikoz icermeyen TPY ve MRS sivi besiyeri kullanilmistir. %10’luk
solisyonu hazirlanan stevia; 0,45 um delik ¢apli ve tek kullanimlik membran filtre
(Millipore, Sartorious AG, Goettingen, Almanya) ile soguk sterilizasyon iglemine tabi
tutulmustur. Sterilize edilmis stevia soliisyonu; son konsantrasyonu %0,025 ve %1 olacak
sekilde B. animalis subsp. lactis i¢in TPY, L. acidophilus igin ise MRS Broth besi

ortamina ilave edilmistir. Negatif kontrol olarak glikoz icermeyen temel geligme ortami
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kullanilirken, %1 glikoz ve iniilin igeren temel gelisme ortamlar1 pozitif kontroller olarak

degerlendirilmistir (Cizelge 3.7).

Cizelge 3.5. B. animalis subsp. lactis igin asil gelisme ortami olan TPY siv1 besiyerinin
bilesimi

TPY besiyeri bilesimi g/L
Tripton 10,000
Pepton 5,000

Maya ekstrakti 2,500
Glikoz 5,000
Tween 80 1,000
K2HPO,..3H.0 2,000
MgCI2 0,500
ZnS04.7H,0 0,200
CaCl; 0,150
FeCls.6H,0 0,003
L-cysteine HCI 0,500

Cizelge 3.6. L. acidophilus i¢in asil gelisme ortami olan MRS Broth s1vi besiyerinin
bilesimi

MRS besiyeri bilesim g/L
Et ekstrakti 10,000
Kazein pepton 10,000
Maya ekstrakti 5,000
Glikoz 20,000
Tween 80 1,000
K2HPO, 2,000
Na-asetat 5,000
Amonyum hidrojen sitrat 2,000
MgSO4 0,200
MnSO4 0,003

Fermantasyon

L. acidophilus ve B. animalis subsp. lactis tiirlerinin stevia ekstraktni kullanarak
fermente edebilme yetenegini tespit etmek amaciyla, stevia solusyonu son
konsantrasyonu %0,025 ve %1 olacak sekilde sirasiyla MRS ve TPY sivi besiyerine

eklenmis ve daha once aktivasyonu yapilan bakteriler %2 oraninda inokule edilmistir.
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Oksijenin uzaklastirilmasi ve anerobik kosullarin saglanmasi i¢in Anaerocult (Oxoid,
Ingiltere) kullanilarak anaerobik jarlarda (Merck, Almanya) 37°C’de 48 saat ink(ibasyona
birakilmistir. Stevia veya stevia + intlin igeren temel ortamda gelistirilen kiiltiirlerden 0.,
12., 24., 36. ve 48. saatlerde alinan ornekler fizikokimyasal (pH, ODeoo); 0., 24. ve 48.
saatlerde alinan ornekler ise mikrobiyolojik analizlere (probiyotik bakteri sayisi) tabi
tutulmustur. Fermantasyon sonunda olusan laktik asit ve KZY A profilini belirlemek igin
ise 48. saatte 6rnek alarak analiz gergeklestirilmistir. Ayrica %1 glikoz ve iniilin iceren
ornekler kontrol 6rnegi olarak degerlendirilmistir. Calismada uygulanan deneme deseni

Cizelge 3.7°de verilmistir.

pH analizi

Fermantasyon siiresince deneme desenine gore hazirlanmis besiyerlerindeki asitlik
gelisiminin saptanmast amaciyla pH 315/SET (WTW, Almanya) marka pH metre
kullanilarak inkiibasyonun 0., 12., 24., 36. ve 48. saatlerinde 3 paralelli olarak pH

degerleri belirlenmistir (Ozcan ve ark. 2017).

Cizelge 3.7. Calismada kullanilan bakteriler tarafindan stevianin fermantasyonunun
incelenmesine dair deneme deseni

Bakteri tiru Besiyeri Cesidi

Kontrol
%1 Glikoz
%1 Iniilin
Bifidobacterium animalis subsp. lactis %1 Stevia
%1 Stevia + %1 Iniilin
20,025 Stevia
%0,025 Stevia + %1 Iniilin

Kontrol
%1 Glikoz
%] Iniilin
Lactobacillus acidophilus %1 Stevia + %1 Iniilin
%1 Stevia
20,025 Stevia
%0,025 Stevia + %1 Iniilin
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Optik yogunluk (ODsoo)

Deneme desenine gore hazirlanmig olan, temel ortamlarda gelistirilen kiiltlirlerin
besiyerindeki steviayr fermente edebilme yeteneklerinin saptanmasi amaciyla hiicre
yogunluk degerleri fermantasyonun 0., 12., 24., 36. ve 48. Saatlerinde Shimatzu UV 1800
model (Shimadzu UV 1800, Kyoto, Japonya) spektrofotometre kullanilarak 600 nm’de
Olgiilerek saptanmustir (Ozcan ve ark. 2017).

Probiyotik bakteri sayisinin belirlenmesi

Bakteriyel popiilasyondaki degisim analizi, negatif kontrol (glikoz icermeyen), pozitif
kontrol (glikoz ve inllin igeren) ve stevia katkili besiyerinde B. animalis subsp. lactis ve
L. acidophilus tiirlerinin gelisme yetenegini karsilastirmali olarak tespit etmek amaciyla
yapilmistir. Fermantasyonun 0., 24. ve 48. saatlerinde alinan ¢rneklerde B. animalis
subsp. lactis ve L. acidophilus icin MRS agar kullanilarak mikrobiyolojik ekim yapilmis
ve ardindan 37°C’de 72 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonunda gelisen
bakterilerin sayis1 (30-300 kob/g) belirlenmistir (Nowroozi ve ark. 2004, Presti ve ark.
2015, Shalini ve ark. 2017).

Prebiyotik aktivite sayisi

Prebiyotik aktivite sayisi analizi, deneme desenine gore hazirlanmis stevia katkili
besiyerinde B. animalis subsp. lactis ve L. acidophilus tiirlerinin gelisme yetenegini
karsilastirmali olarak tespit etmek amaciyla yapilmistir. Bu amacla stevianin yani sira
prebiyotik ¢zellikte olmayan bir karbonhidrat olan glikoz substrat olarak kullanilmistir.
Huebner ve ark. (2007)’nin onerdigi yonteme gore; bir gecelik kilturler %2 (v/v)
oraninda, son konsantrasyonda %1 oraninda glikoz ve stevia iceren B. animalis subsp.
lactis i¢in TPY siv1 besiyerine, L. acidophilus igin MRS s1v1 besiyerine ve Enterococcus
turleri icin ise Triptik Soya (Triptik Soy Broth - TSB: Tryptone 17,00 g/L; Bacto soytone
3,00 g/L; Glikoz 2,50 g/L; K:HPO42,50 g/L; NaCl 5,00 g/L) s1v1 besiyerine ilave edilmis
ve kdltlrler 37°C’de aneorobik kosullar altinda fermantasyona birakilmustir.

Inkiibasyonun 0. ve 24. saatlerinde drneklerin hiicre yogunluklar1 UV-Spektrofotometre)
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Shimadzu UV 1800, Kyoto, Japonya) kullanilarak 600 nm’deki optik yogunluk degerleri
Olctilerek asagidaki formiile gére hesaplanmistir. Bu analizde kullanilan Enterococcus
tiirleri Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Kiiltiir Koleksiyonu’ndan temin

edilmistir.

[(Probiyotik hiicre yogunluguy prebiyotik ODeoo) - ( Probiyotik hiicre yogunlugug prebiyotik O Deoo)

(Probiyotik hiicre yogunlugus giikezODsoo) - ( Probiyotik hiicre yogunlugug ciikozO Dego)]

PAS =

[(Enterik hiicre yogunluguzs prepiyotik ODsoo) - ( Enterik hiicre yogunluguo previyotik O Dsoo)

(Enterik hiicre yogunluguy giikezODeoo) - ( Enterik hiicre yogunlugu iikezODsoo)]

Fermantasyon son Urdnlerinin analizi

Fermantasyonun 48. saatinde B. animalis subsp. lactis ve L. acidophilus tiirleri tarafindan
uretilen laktik, asetik, propiyonik ve butirik asit miktarlar1 ve toplam kisa zincirli yag
asitleri (KZY A) miktar1 hesaplanmistir. Laktik asit analizi DAD (SPD-M20A) dedektorli
Shimadzu Prominence marka 20ACBM model yuksek performans likit kromatografi
(HPLC, Japonya) sistemi ile Inertsil ODS-4 (250 mm* 4,6 mm, 5um; GP Sciences,
Japonya) kolonu kullanilarak saptanmistir. Mobil faz olarak pH’s1 ortofosforik asitle 3’
ayarlanmis ultra saf su kullanilmistir (Anonim 2012). Asetik, propiyonik ve bitirik asit
analizi Agilent 7697A Headspace ve Agilent 7890A GC 5975C MS cihazlar1 kullanilarak,
Yilmazer ve Se¢ilmis (2006) tarafindan Onerilen metoda uygun olarak
gerceklestirilmistir. Metoda gore; 35°C’de 5 dakika beklendikten sonra dakikada 50°C’lik
bir artigla 150°C’ye ulasilmis ve bu sicaklikta 5 dakika beklenmistir. Analiz 6ncesinde
cihazin analitik kosullari; dedektor ve enjektor sicakligr sirasiyla 200°C ve 180°C, akis
hiz1 25 psi (He), termostat zamani 5 dk, basing zamani 0,5 dk, enjeksiyon zamani 0,08 dk
ve ¢izim zamani 0,5 dk olacak sekilde ayarlanmigtir. Homojen haldeki sivi 6rneklerden 4

mL alinarak headspace sistemine enjekte edilmistir.

Toplamkzya= A+B +P
A: Asetik asit
B: Butirik asit
P: Propiyonik asit
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3.2.2. Stevia katkih probiyotik yogurt Uretimi ve uygulanan analizler
Probiyotik yogurt kiiltiirlerinin aktive edilmesi

Kontrol grubu ve stevia katkili probiyotik yogurt tiretiminde kullanilacak olan probiyotik
kiltirler, Ozcan ve ark. (2017) tarafindan belirtilen yonteme gore hazirlanmstir. %10,70
(20,03) kuru maddeli rekonstitiie siit 6zel kapakli siselere aktarilarak otoklavda 121°C’de
15 dakika sterilize edilmistir. Bunu takiben 37°C’ye sogutulan siitiin igerisine DVS
probiyotik kulturler (B. animalis subsp. lactis ve L. acidophilus) aseptik sartlarda inokdle

edilmis ve pH 4,8’e ulasana dek inkiibasyona birakilmastir.

Probiyotik yogurt iiretimi ve deneme deseni

Kontrol grubu probiyotik yogurtlarin iiretimi: Hazirlanan rekonstitiie sute (%210,70 kuru
madde) 90°C’de 10 dk siireyle 1sitma islemi uygulanarak 37°C’ye sogutulmustur. Uygun
aseptik sartlar altinda B. animalis subsp. lactis ve L. acidophilus suslarini iceren
probiyotik kiiltiirlerin  10® kob/g olacak sekilde (%3 oraninda) inokiilasyonu
gerceklestirilmis, pH 4,7’ye ulasana dek 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon
sonunda oda sicakliginda (20°C) 30 dk bekletilmis ve bunu takiben polistren
ambalajlardaki yogurtlarin kapaklar1 kapatilarak depolama siiresi boyunca 4°C’de
muhafaza edilmistir (Cizelge 3.8) (Sekil 3.1).

Stevia katkili probiyotik yogurt iiretimi: On deneme iiretimleri sirasinda {iriiniin duyusal
ve tekstiirel niteliklerini optimize etmek agisindan farkli oranlarda stevia ilavesi
degerlendirilmis (0,01, 0,025, 0,05, 0,075, 0,1, 0,15, 0,2); probiyotik yogurt iiretiminde
%0,025 oraninda stevia katkisinin kullanilmasina karar verilmistir. Probiyotik yogurt
retiminde %10,70 kuru maddeli rekonstitiie site %0,025 oraninda stevia ve %0,025
stevia + %1 inulin ilave edilerek, 90°C’de 10 dk siireyle 1sitma islemi uygulanmistir.
Homojen sekilde karigmasi ve uygun aseptik kosullar saglandiktan sonra B. animalis
subsp. lactis ve L. acidophilus suslarini igeren probiyotik kiiltiirler inokiile edilmis (108
kob/g olacak sekilde ve %3 oraninda) ve pH 4,7°ye ulasana dek 37°C’de inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonunda oda sicakliginda (20°C) 30 dk bekletilen polistren
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ambalajlardaki yogurtlarin kapaklar1 kapatilarak depolama siiresi boyunca 4°C’de

muhafaza edilmistir (Cizelge 3.8) (Sekil 3.1).

Cizelge 3.8. Probiyotik yogurt 6rneklerine ait deneme deseni

Ornek Yogurt icerigi
B B. animalis subsp. lactis probiyotik kiiltiirii kullanilarak iiretilen kontrol grubu
probiyotik yogurt
L L. acidophilus probiyotik kiiltiirii kullanilarak tiretilen kontrol grubu probiyotik
yogurt
BS B. animalis subsp. lactis probiyotik kiiltiirii ve %0,025 oraninda stevia
kullanilarak iiretilen probiyotik yogurt
LS L. acidophilus probiyotik kiiltiirii ve %0,025 oraninda stevia kullanilarak
iretilen probiyotik yogurt
BSi B. animalis subsp. lactis probiyotik kiltiri ve %0,025 stevia+ %1 intlin
kullanilarak iiretilen probiyotik yogurt
Lsi L. acidophilus probiyotik kiltiri ve %0,025 stevia+ %1 iniilin kullanilarak
tiretilen probiyotik yogurt

Yogurt orneklerinde probiyotik bakteri sayisinin belirlenmesi

Homojen hale getirilen 10 g kontrol ve stevia katkili probiyotik yogurt Ornekleri
icerisinde 90 ml fizyolojik tuzlu su igerisine steril sartlarda aktarilmis ve igerisinde 9 ml
fizyolojik tuzlu su bulunan tiplerde 10°a kadar diliisyonlar hazirlanmustir.
Mikrobiyolojik ekimler dokme plak yontemi kullanilarak 3 paralelli olacak sekilde
gerceklestirilmistir (Abdollahzadeh ve ark. 2018)

B. animalis subsp. lactis sayisinin belirlenmesi

B. animalis subsp. lactis saymnin belirlenmesinde besiyeri olarak MRS agar (Merck,
Almanya) kullanilmis ve dokme plak yontemi uygulanarak mikrobiyolojik ekim
yapilmistir. Steril petri kutularma 10-10"luk diliisyonlardan 1’er mL konularak iizerine
sterilize edilmis ve 40-45°C’ye sogutulmus MRS agardan ince bir tabaka olacak sekilde

12-15 mL dokiilmiistiir. Rotasyon hareketi ile besiyeri ve Ornegin iyice karigmasi
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saglanmis, besiyerinin katilagmasi i¢in gecen 30 dk’lik siirenin sonunda petri kutular1 ters
cevrilerek 37°C’de 72 saat anaerobik inkiibasyona birakilmistir. Aneorobik kosullarin
saglanmas1 i¢in anaerobik jar (Merck, Almanya) ve Anaerocult (Oxoid, Ingiltere)
kullanilmistir. Inkiibasyondan sonra olusan koloniler (30-300 kob/g) sayilarak mL’deki
B. animalis subsp. lactis sayis1 saptanmis ve sonuglar logaritmik olarak verilmistir (Sims
ve ark. 2014).

Rekonstittie sut
(%10,70 £ 0,03 kurumaddeli)

Isitma

(90°C 10 dk)

Inokiilasyon sicakligma sogutma
(37°C)

Inokiilasyon
(%3)

Inkiibasyon
(37°C)

Inkiibasyonun sonlandirilmasi
(pH 4,7)

Sogutma
(4°C)

Sogukta muhafaza
(4°C)

Sekil 3.1. Probiyotik yogurt iiretimi
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L. acidophilus sayistnin belirlenmesi

L. acidophilus belirlenmesinde besiyeri olarak MRS agar (Merck, Almanya) kullanilmig
ve dokme plak yontemi uygulanarak mikrobiyolojik ekim yapilmistir. Steril petri
kutularma 10-10°"luk diliisyonlardan 1’er mL konularak iizerine énceden eritilmis ve
40-45°C’ye sogutulmus MRS agardan ince bir tabaka olacak sekilde 12-15 mL
dokiilmustiir. Rotasyon hareketi ile besiyeri ve Ornegin iyice karigmasi saglanmis,
besiyerinin katilagsmasi i¢cin gegcen 30 dk’lik siirenin sonunda petri kutular1 ters ¢evrilerek
37°C’de 72 saat anaerobik inkiibasyona birakilmistir. Aneorobik kosullar, anaerobik jar
(Merck, Almanya) ve Anaerocult (Oxoid, Ingiltere) kullamlarak saglanmistir.
Inkiibasyondan sonra olusan koloniler (30-300 kob/g) sayilarak mL’deki L. acidophilus

sayis1 saptanmis ve sonuglar logaritmik olarak belirtilmistir (Muelas ve ark. 2018).
Yogurt o6rneklerinde fizikokimyasal analizler

Kontrol ve stevia katkili probiyotik yogurt orneklerinde uygulanan fizikokimyasal

analizler depolamanm 1.,7., 14., 21. ve 28. giiniinde gergeklestirilmistir.

Titrasyon asitligi

Kontrol ve stevia katkili probiyotik yogurt 6rneklerinin titrasyon asitligini belirlemek
icin; 10 g 6rnek tizerine 10 mL saf su eklenmis ve 0,1 N NaOH ile en az 30 saniye kalic1
acik pembe renk elde edilinceye dek titre edilmistir. % asitlik miktar1 asagidaki formiil

dogrultusunda hesaplanmistir (Agil ve Hosseinian 2012).

S x 0,009
O

% Titrasyon asitligi (% LA) = x 100

S: Titrasyonda kullamlan 0,1 N NaOH ¢ozeltisi (mL)
O: Titrasyonda kullanilan yogurt miktar1

Serum ayrilmast

Kontrol ve stevia katkili probiyotik yogurt 6rneklerinde serum ayilmasi miktarmnin tespit

edilmesi i¢in; 25 g yogurt 6rnegi 4°C’de 2 saatlik siire boyunca filtre kagidindan
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stizlilmeye birakilmigtir. Siire sonunda stiziilerek ayrilan serum miktar1 mL cinsinden

belirlenerek sonu¢ mL/25¢g olarak ifade edilmistir (Delikanli ve Ozcan 2014).

Renk Tayini

Kontrol ve stevia katkili probiyotik yogurt drneklerinin renk tayininde MSEZ-4500L
HunterLab (Virginia, USA) cihazi kullanilarak, 6rneklerin L (parlaklik), a (+ kirmizi,
- yesil) ve b (+ sar1, - mavi) degerleri belirlenmistir. Siyah ve beyaz tablalar yardimiyla
cithazin renk degerleri standartlagtirilmis ve sonrasinda ornegin ii¢ farkli noktasindan
Olcimler yapilarak aritmetik ortalamalari alinmistir (Cueva ve Aryana 2008). Sekil

3.2.’de Hunter renk sistemindeki paramatrelerin (L, a ve b) skalas1 verilmektedir.

Sekil 3.2. Hunter sistemindeki L, a ve b parametrelerinin renk skalasi

Tekstirel analizler

Kontrol ve stevia katkili probiyotik yogurt 6rneklerinin enstriimental tekstiirel 6zellikleri
Joon ve ark. (2017) tarafindan dnerilen yontem esas alinarak Uludag Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Gida Miihendisligi Boliimii’nde bulunan Texture Analyser TA- Plus (Lloyd
Instruments) cihazi ile 30 kg’lik yiik hiicresi ve spesifik ters ekstriizyon (back extrusion)
testi uygulanarak belirlenmistir. Standardizasyonu saglamak amaciyla her yogurt
orneginin lretiminde derinligi 4 cm olan 100 g’lik plastik kaplar kullanilmis ve analiz
25°C’de gergeklestirilmistir. Uygulanan back ekstriizyon testi analizinde baskilama

islemi 1 mm.s? crosshead hizinda 40 mm ¢apmnda 35 mm derinligindeki probun yogurt
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ornegine daldirilmasi ile saglanmigtir. Sikistrma islemi esnasinda probun yogurda
daldirilmasi ile pozitif, yogurttan ¢ikarilmasi ile ise negatif alan grafikleri elde
edilmektedir. Back ekstriizyon teknigine gore elde edilen grafiklerden yola ¢ikilarak
yogurt Orneklerinin tekstiirii hakkinda bilgi veren parametrelerin hesaplanmasi Texture
Exponent 32 (2007) software (Stable Micro Systems, Godalming, UK) yazilimi
araciligiyla gercgeklestirilmistir. Degerlendirmeye alinan parametrelerden sertlik
(firmnes; g), maksimum pozitif kuvvet; konsistens (gs), pozitif bolgenin alani; i¢
yapiskanlik (cohesiveness; g), maksimum negatif kuvvet; viskozite indeksi (index of
viscosity; gs) ise negatif bolgenin alani olarak belirlenmistir. Back ekstriizyon islemi
sirasinda probun 6rnek i¢ine girmesiyle setlik ve konsistens, 6rnek i¢inden ¢ikmasiyla i¢

yapiskanlik ve viskozite indeksi 6l¢tilmiistiir.

Yogurt orneklerinde duyusal analizler

Kontrol ve stevia katkili probiyotik yogurt 6rneklerinin tiiketici begenisi ve tercihini test
etmek amaciyla duyusal analiz yapilmis ve duyusal degerlendirme Yildiz ve Ozcan
(2019) tarafindan hazirlanan degerlendirme skalasi kullanilarak Bursa UU Ziraat
Fakiiltesi Gida Miihendisligi Boliimii 6gretim iiyeleri ve lisansiistii 0grencilerinden
olusan 8 kisilik egitilmis panelist grubu tarafindan gergeklestirilmistir. Duyusal analiz
degerlendirmesi i¢in 4°C’de depolanan 6rnekler 12-15°C’de panelistlere sunulmustur.
Probiyotik yogurt 6rnekleri panelist grubu tarafindan ‘goriiniis’, ‘yap1 ve tekstiir’, ‘koku’,
‘renk’, ‘aroma yogunlugu’, ‘tat’, ‘duyusal asitlik’ ve ‘genel kabul edilebilirlik’ agisindan
degerlendirilmis, her bir 6zellik i¢in 1-5 puan sistemi (1: Kabul edilen en diisiik deger, 5:
Kabul edilen en yiiksek deger) kullanilmistir. Duyusal degerlendirme sirasinda
panelistlere su ve kraker ikramiyla aroma farkliliklarini daha rahat algilayabilmelerinin
saglanmas1 amacglanmistir. Panelistlerden spesifik duyusal 6zellikleri de belirtmesi
istenmistir (Gortiniis: parlaklik, matlik, iniform olup olmamasi, serum ayrilmasi; Yapi1 ve
Tekstlr: vizkozite, piriizlilik, agizda biraktig1 his; Koku: yabanci koku; Renk: beyaz,
krem-beyaz, sarimsi renk; Aroma Yogunlugu: karakteristik olmayan ve istenmeyen
aroma; Tat: eksi, aci, tath, mayamsi, kiiflii, keskin, ransit, kremamsi, siitsii, metalik,

tebesirimsi tat).
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istatistiksel analizler

[k basamak olan in vitro calismada B. animalis subsp. lactis ve L. acidophilus tirlerinin
karbonhidrat igermeyen besi ortamina ilave edilen steviayi kullanarak fermente edebilme
yeteneklerini belirlemek amaciyla negatif ve pozitif kontroller ile karsilastirma yapilarak
gerceklestirilen analizlerde, elde edilen verilerdeki farkliliklarin tespit edilmesinde ve
calisgmanin ikinci basamaginda mikrobiyolojik, fizikokimyasal, tekstirel ve duyusal
Ozelliklerde meydana gelen farkliliklara bagli olarak da elde edilen verilere varyans
analizi (ANOVA) uygulanmistir. Calisma siiresince elde edilen ortalamalar arasindaki
onemli diizeyde goriilen farkliliklarmm karsilastirilmas: ise Fisher LSD testi ile
gergeklestirilmistir (p<0,05, p<0,01).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Stevianin prebiyotik potansiyelinin in vitro kosullarda arastirilmasi

4.1.1. B. animalis subsp. lactis’in in vitro kosullarda gelisiminin belirlenmesi

Prebiyotikler ~ kolondaki  Lactobacillus ve  Bifidobacterium  tlrleri  gibi
mikroorganizmalarca fermente edilerek insan sagligi icin 6nemli olan bu bakterilerin
tiremesini ve/veya aktivitesini tesvik etmektedirler. Probiyotik bakteri fermantasyonu
sonucunda ise laktik asidin yani sira asetik, propiyonik, bitirik asit gibi KZYA ve
sekonder metabolitler meydana gelmektedir. Epitelyal hiicreler icin 6nemli enerji kaynagi
olan KZY A, kolon pH’sin1 diisiirmekte ve bagirsak bariyer biitiinliiglinii arttirmaktadir.
Bu nedenle fermantasyon esnasinda mikroorganizmalarin hizlica asit iireterek pH’y1
diistirme yetenegi probiyotik kiiltiir segiminde istenen dnemli bir 6zellik olarak ortaya
¢ikmaktadir (Tripathi ve Giri 2014, Derikx ve ark. 2016, Yahfoufi ve ark. 2018).

B. animalis subsp. lactis’in glikoz icermeyen (negatif kontrol), glikoz iceren (pozitif
kontrol), iniilin ve/veya stevia katkili sivi besiyerlerinde fermantasyonu siresince
gelisimini belirlemek i¢in besiyeri drneklerinde saptanan optik yogunluk (ODsoo), pH

degisimi ve B. animalis subsp. lactis sayis1 Cizelge 4.1’de verilmistir.

Besiyeri 6rneklerinin pH degerleri 3,33 ile 6,22 arasinda degisim gostermis; en diisiik pH
degeri fermantasyonun 48. saatinde, en yiiksek pH degeri ise 0. saatte Olglilmiistiir
(Cizelge 4.1).

Canli hiicrelerin liremeleri sonucu ortamda meydana getirdikleri degisikliklerin
(bulaniklik, renk vb.) ya da olusturduklar1 bazi iirlinlerin (gaz vb.) gézlemlenmesine bagl
olarak mikroorganizma sayilarmnin belirlenmesi miimkiin olabilmektedir. indirekt sayrm
yontemlerinde bakterilerin ve diger tek hiicreli mikroorganizmalarin kiiltiirlerindeki
bulaniklik veya absorbansin 6l¢iilmesiyle OD degerine ulasilabilmektedir. Bir hiicre
slispansiyonu tarafindan absorbe edilen 151k miktari, dogrudan hiicre kiitlesi ya da hiicre

sayst ile iligkilendirilebilmektedir. Optik yogunlugun fotometrik olarak Gl¢timiinde;
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monokromatik bir 151k demeti, homojen bir hiicre siispansiyonu iginden gecerken iletilen
151k miktarindaki azalma (absorbans) tiirbidimetrik ya da refraktometrik yontemlerle

belirlenmektedir (Shuler ve Kargi 2005, Griffiths ve ark. 2011).

B. animalis subsp. lactis’in 48 saatlik fermantasyonu silresince besiyeri 6rneklerinin
hiicre yogunlugu degerini belirlemek amaciyla uygulanan analiz sonucunda o6lgiilen
ODeoo degerleri Cizelge 4.1°de verilmistir. Besiyeri drneklerinin ODggo degerleri 0,175
ile 1,684 arasinda degisim gostermis; en yiiksek ODegoo degeri fermantasyonun 48.

saatinde, en diisiik ODgoo degeri ise 0. saatte Ol¢iilmiistiir.

Lactobacillus ve Bifidobacterium spp. gibi probiyotik bakteriler potansiyel saglik
yararlar1 nedeniyle son yillarda fonksiyonel gidalarin bilesimine katilmaktadir. S6z
konusu probiyotik aktivitenin ger¢eklesebilmesi agisindan bakterinin canliligi ve gelisme
orani ise olduk¢a Onemlidir. Probiyotiklerin gelisme orani; pH, sicaklik, ¢oziinmiis
oksijen miktari, rekabet¢i mikroorganizma ve mikrobiyel inhibitér varligi gibi pek ¢ok
parametreden O6nemli Olctide etkilenebilmektedir.  Probiyotiklerin  gelisimleri
fermantasyon boyunca kademeli olarak ger¢eklesmekte; iniilin ve oligosakkarit gibi
prebiyotik substratlarm varligi bakteri gelisimini tesvik ederek gelisme oranini olumlu
yonde etkilemektedir (Shah ve ark. 2000, Sultana ve ark. 2000, Akin ve ark. 2007,
Mahmoudi ve ark. 2013, Shori ve ark. 2016, Singh ve ark. 2018).

Fermantasyon siresince B. animalis subsp. lactis sayisii (logio kob/mL) belirlemek
amactyla uygulanan analiz sonucunda saptanan bakteri sayis1 degerleri Cizelge 4.1°de
verilmistir. Besiyeri érneklerinde B. animalis subsp. lactis sayis1 6,60 logio kob/mL ile
8,23 logio kob/mL arasinda degisim gostermis; en yiiksek bakteri sayis1 fermantasyonun
24. saatinde, en diisiik bakteri say1s1 ise 48. saatte saptanmustir. Orneklerin bakteri sayilar
arasindaki farkliliklarin, degisen substrat bilesimine bagli olarak besi ortamlarindaki
prebiyotikler ve diger kolay erisilebilir sakkaritlerin varligi ile birlikte desteklendiginden
kaynaklandig1 diigiiniilmektedir.
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Cizelge 4.1. B. animalis subsp. lactis’in 48 saatlik fermantasyonu siresince besiyeri 6rneklerindeki pH, ODeoo degisimi ve B. animalis

subsp. lactis sayis1 (logio kob/mL)

B. animalis subsp.
pH ODeoo lactis Sayis1
Besiyeri Cesidi (logio kob/mL)

0. 12. 24, 36. 48. 0. 12. 24, 36. 48. 0. 24. 48.
Saat | Saat | Saat | Saat | Saat | Saat | Saat | Saat | Saat | Saat | Saat | Saat | Saat

Negatif Kontrol 6,22 | 548 | 553 | 547 | 542 |0,231|0,634|0,414|0,433|0,469 | 7,21 | 7,15 | 6,86
%1 Glikoz 594 | 3,62 | 3,55 | 3,50 | 3,33 | 0,206 | 1,300 | 1,466 | 1,531 | 1,684 | 7,30 | 8,23 | 8,00

%1 Iniilin 6,14 | 453 | 450 | 452 | 4,31 | 0,175 0,753 | 0,742 | 0,701 | 0,655 | 7,20 | 7,78 | 7,78

%1 Stevia 6,14 | 5,23 | 5,44 | 523 | 5,18 | 0,185 | 1,307 | 0,322 | 0,295 | 0,261 | 7,33 | 7,80 | 6,60

%1 Stevia + %1 Iniilin 6,16 | 4,40 | 4,41 | 437 | 4,34 | 0,178 | 0,669 | 0,781 | 0,583 | 0,579 | 7,28 | 7,58 | 6,85
%0,025 Stevia 6,17 | 5,34 | 5,27 | 529 | 5,48 | 0,200 | 0,363 | 0,454 | 0,284 | 0,329 | 7,41 | 7,65 | 8,00
40,025 Stevia + %1 Iniilin 6,17 | 4,44 | 445 | 4,44 | 4,36 | 0,183 | 0,706 | 0,746 | 0,663 | 0,662 | 7,24 | 7,65 | 7,90
Minimum 594 | 3,62 | 355 | 3,50 | 3,33 | 0,175 0,363 | 0,322 | 0,284 | 0,261 | 7,20 | 7,15 | 6,60
Maksimum 6,22 | 548 | 553 | 547 | 548 | 0,231 | 1,307 | 1,466 | 1,531|1,684 | 7,41 | 8,23 | 8,00
Ortalama 6,13 | 4,72 | 4,73 | 4,69 | 4,63 |0,194 (0,819 |0,704 |0,642 | 0,663 | 7,28 | 7,69 | 7,43




Deneme desenine gore hazirlanmis besiyeri drneklerinin pH ve ODgoo degerlerinin 48
saatlik fermantasyon siiresince degisimini belirlemek amaciyla yapilan varyans analizine
gore; besiyeri ¢esidi ve fermantasyon siresi farkliliklar1 ile besiyeri ¢esidi X fermantasyon
sresi interaksiyonu istatistiksel agidan p<0,01 diizeyinde 6nemli bulunmustur (Cizelge
4.2). Ornekler arasindaki farkliigm deneme deseninde belirtildigi gibi besiyeri
bilesimlerinin farkli olmasi; glikoz, iniilin ve stevia katkilarma bagli olarak fermantasyon
kosullarmin degisimi ile bakterinin farkli gelisme orani gostermesinden kaynaklandigi

diistiniilmektedir.

B. animalis subsp. lactis’in fermantasyonu stiresince besiyeri 6rneklerinin pH ve ODeoo
degerlerine iligkin LSD testi sonuc¢larina gore tiim Ornekler istatistiki olarak farkl
gruplara dahil olmustur. Cizelge 4.2’ye gore en diisiik pH degerinin (3,99) %1 glikoz, en
yiiksek pH degerinin (5,64) ise negatif kontrol 6rnegine ait oldugu saptanmustir. Bulgular
incelendiginde B. animalis subsp. lactis’in stevia i¢eren tiim besi ortamlarinda aktivite
gostererek asitlik gelisimini sagladigi, stevia igerisinde bulunan karbonhidrat ve diger
bilesenlerin B. animalis subsp. lactis tarafindan degerlendirilebildigi goriilmektedir.
Bununla birlikte indlin + stevia igeren besi ortamlarinda ise (%0,025 stevia + %1 indlin
ve %1 stevia + %1 iniilin) fermantasyon gelisiminin stevianin tek basina kullanimina gore
daha fazla oldugu ve bu ortamlarda daha diisiik pH degerleri ile daha yiksek ODsoo
degerlerinin Olcildiigii saptanmistir. En yiiksek pH ve en diisiik ODeoo degerinin
karbonhidrat igermeyen kontrol Orneginde Olgililmesi, enerji kaynagi yetersizligi
nedeniyle B. animalis subsp. lactis’in gelisme gosterememesi ve buna bagh olarak

asitligin gelisememesini kanitlar niteliktedir.

B. animalis subsp. lactis’in fermantasyonu stiresince besiyeri 6rneklerinin pH ve ODeoo
degerlerinin fermantasyon siresine iliskin LSD testi sonuglar1 Cizelge 4.2’de verilmis,
fermantasyon siiresince meydana gelen farklilik istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur
(p<0,01). Deneme desenine gore hazirlanan besi ortamlarindaki asitlik gelisimi ve pH
degisimine fermantasyon siiresinin etkisi incelendiginde; en yiiksek ortalama pH
degerinin (6,13) 0. saatte, en diisik pH degerinin (4,63) ise 48. saatte OSlciildiigii
goriilmiistiir. Buna ek olarak B. animalis subsp. lactis’in hiicre yogunlugu degerinin
fermantasyon siiresince arttig1 ve pH’nin ise azaldig: tespit edilirken; 12-24. saatler

arasindaki degisimin istatistiksel a¢idan farklilik géstermemesinin besiyerinde bulunan
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karbonhidrat kaynaklarinin azalmasi ve bu zaman araliginda B. animalis subsp. lactis’in
ortam kosullarina adaptasyonu sebebiyle bakteri gelisimi ve pH diisiisiiniin 48. saate

kadar devam etmesinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Cizelge 4.2. B. animalis subsp. lactis’in 48 saatlik fermantasyonu suresince besiyeri
orneklerinin pH, ODego degerleri ve B. animalis subsp. lactis sayisi (logio kob/mL)’na ait
LSD testi sonuglar1

B. animalis subsp.
Besiyeri Cesidi N pH ODeoo lactis Sayis1
(logio kob/mL)
Negatif Kontrol 15 5,642 0,433¢ 7,07°
%1 Glikoz 15 3,999 1,227? 7,84
%] Iniilin 15 4,80¢ 0,835° 7,59%
%1 Stevia 15 5,43° 0,598° 7,24
%1 Stevia + %1 Iniilin 15 4,741 0,718¢ 7,24
9%0,025 Stevia 15 5,51° 0,544 7,69°
% 0,025 Stevia + %1 Iniilin | 15 4,77 0,956" 7,60?
Fermantasyon Suresi
0 21 6,13 0,194¢ 7,28"
12 21 4,72° 0,819° -
24 21 4,73 0,704 7,69
36 21 4,69° 0,642¢ -
48 21 4,63° 0,663° 7,43°
ANOVA
Besiyeri Cesidi (B) 6 ** ** e
Fermantasyon Suresi (F) 4 ** ol e
BxF 24 *k *ok o
Hata 70

(*) p<0,05duzeyinde 6nemli  (**) p<0,01 dizeyinde 6nemli
Farkli harf tagtyan ortalamalar birbirinden farklidir.

Deneme desenine gore hazirlanan besi ortamlarindaki hiicre yogunluguna bagli ODsoo
degisimine fermantasyon siiresinin etkisi incelendiginde; en diisiik ortalama ODsoo
degerinin (0,194) 0. saatte, en yiksek ODesoo degerinin (0,819) ise 12. saatte olgiildiigi
goriilmiistiir. Buna ek olarak B. animalis subsp. lactis’in gelisiminin; fermantasyonun 12.
ve 36. saatleri arasinda azaldig1, 36. saatten sonra bir miktar daha arttig1 tespit edilmistir.
[k 24 saatte hizla gelisen B. animalis subsp. lactis’in fermantasyonu sonucu besiyerinde
bulunan karbonhidrat kaynaklariin azalmasi ve toksik etkili metabolitlerin birikmesiyle

ortam kosullarmin hizla degismesine bagl olarak hiicre yogunlugunun 12. ve 36. saatler
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aras1 azaldigi; 36. saatten sonra bakterinin ortam kosullarina adaptasyonuyla hiicre

yogunlugunun bir miktar daha arttig1 diisiiniilmektedir.

Deneme desenine gore hazirlanmis glikoz, iniilin ve stevia i¢eren besiyeri drneklerinde
fermantasyon suresince B. animalis subsp. lactis sayisin1 belirlemek amaciyla yapilan
varyans analizi sonuglaria gore; besiyeri ¢esidi, fermantasyon stiresi ve besiyeri ¢esidi X
fermantasyon siiresi arasindaki farklilik istatistiksel agidan p<0,01 diizeyinde dnemli
bulunmustur (Cizelge 4.2). Bakteri gelisimindeki farkliligin glikoz, inulin ve stevianin
prebiyotik potansiyellerinin farkli olmasi ve fermantasyonun farkli diizeyde

gerceklesmesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir.

B. animalis subsp. lactis’in fermantasyonu siiresince bakteri geligsimine iliskin LSD testi
sonuglar1 Cizelge 4.2°de verilmistir. Sonuglar incelendiginde en diisiik bakteri sayisimin
(7,07 logio kob/mL) negatif kontrol; en yiksek bakteri sayisinin (7,84 logio kob/mL ve
7,69 logio kob/mL) ise %1 glikoz ve %0,025 stevia igeren Orneklere ait oldugu
gorulmektedir. Elde edilen verilere gore B. animalis subsp. lactis stevia iceren tim besi
ortamlarinda yiiksek oranda gelisim gdstermis; ancak %0,025 stevia iceren ortamlarda en
yiiksek gelisme oranina sahip bulunmustur. Stevia iceren ortamlardaki bakteri sayisinin
yiiksek olmast; hatta %0,025 stevia iceren ortamdaki bakteri sayisinin prebiyotik 6zellik
goOsteren iniilin igeren ortamdaki bakteri sayisindan daha fazla olmasi stevianin potansiyel
prebiyotik Ozelligine dikkat c¢ekmektedir. En diisiik probiyotik bakteri sayisinin
karbonhidrat icermeyen negatif kontrol 6rneginde saptanmasinin ise substrat yetersizligi
nedeniyle B. animalis subsp. lactis’in gelisme gosterememesine bagl olarak ortaya

cikt1g1 diisiiniilmektedir.

Farkli besi ortamlarinda B. animalis subsp. lactis sayisindaki (logio kob/mL) degisime
fermantasyon siiresinin etkisi incelendiginde; en diisiik ortalama bakteri sayisinin (7,28
logio kob/mL) 0. saatte, en ylksek bakteri sayisinin (7,69 logio kob/mL) ise 24. saatte
saptandig1 goriilmiistiir. Buna ek olarak B. animalis subsp. lactis’in gelisimi ve sayisinin;
fermantasyonun 24. saatine kadar arttigi, 24 ve 48. saatler arasinda azaldigi tespit
edilmigtir. 24. ve 48. saatler arasinda B. animalis subsp. lactis sayisindaki diisiisiin, ilk 24

saatte hizla gelisen fermantasyon sonucu besiyerinde bulunan karbonhidrat kaynaklarinin
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azalmas1 ve toksik etkili metabolitlerin birikmesiyle ortamdaki bakterilerin canliligini

siirdiirememesine bagli olarak ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir.

B. animalis subsp. lactis’in fermantasyonu suresince besiyeri 0rneklerinde meydana

gelen pH degisimleri, ODgoo degerleri ve B. animalis subsp. lactis sayilar1 sekil 4.1°de

verilmistir.
7
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Fermantasyon Siresi (Saat)

Sekil 4.1. Fermantasyon slresince besiyeri érneklerinde pH (a), ODeoo (b) degerleri ve
B. animalis subsp. lactis sayis1 (logio kob/mL) (c)
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4.1.2. L. acidophilus’un in vitro kosullarda gelisiminin belirlenmesi

L. acidophilus’un; glikoz icermeyen (negatif kontrol), glikoz igeren (pozitif kontrol),
inilin ve/veya stevia ilave edilmis sivi besi ortamlarinda 48 saatlik fermantasyon
stiresince gelisimini belirlemek amaciyla besiyeri 6rneklerinde saptanan optik yogunluk
(ODe0o) Ve pH degerleri ile L. acidophilus sayis1 Cizelge 4.3 te verilmistir.

Besiyeri 6rneklerinin pH degerleri 4,03 ile 6,59 arasinda degisim gostermis; en yuksek
pH degeri 0. saatte, en diisiik pH degeri ise fermantasyonun 48. saatinde Slglilmiistiir
(Cizelge 4.3).

L. acidophilus’un fermantasyonu boyunca besiyeri 6rneklerinin hiicre yogunlugu
degerini saptamak amaciyla uygulanan analiz sonucunda 6l¢tilen ODeoo degerleri Cizelge
4.3’te verilmistir. Besiyeri drneklerinin ODeoo degerleri 0,122 ile 1,793 arasinda degisim
gostermis; en diisiik ODsgoo degeri 0. saatte, en ylksek ODesoo degeri ise fermantasyonun

48. saatinde ol¢iilmiistiir.

Besiyeri oOrneklerinin pH ve ODeoo degerinin fermantasyon siiresince degisimini
belirlemek amaciyla yapilan varyans analizine gore; besiyeri ¢esidi ve fermantasyon
sliresi farkliliklar1 ile besiyeri ¢esidi X fermantasyon suresi interaksiyonu istatistiksel
acidan p<0,01 diizeyinde 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.4). Calismada kullanilan
besiyeri bilesimlerinin farkliigmnin ve L. acidophilus tarafindan fermente edilebilecek
substratlar1 farkli oranda bulundurmasimin, bakterinin gelisme oranmi etkileyerek

ornekler arasinda istatiksel agidan farklilik yarattigi diistiniilmektedir.

Fermantasyon siresince pH ve ODeoo degerlerine iligkin LSD testi sonuglarma gore tiim
ornekler istatistiki olarak farkli gruplara dahil olmustur (p<0,01) (Cizelge 4.4). Cizelge
4.4’e gore en diisiik pH degerinin 4,76 ile %1 glikoz, en yliksek pH degerinin ise 6,08 ile
kontrol 6rnegine ait oldugu tespit edilmistir. Elde edilen verilere gore L. acidophilus,
stevia igeren tlim besi ortamlarinda aktivite gostererek asitlik gelisimini saglamus,
fermantasyon esnasinda stevia igerisinde bulunan karbonhidrat ve diger bilesenleri

substrat olarak degerlendirebilmistir.
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Cizelge 4.3. L. acidophilus’un 48 saatlik fermantasyonu stiresince besiyeri érneklerindeki pH ve ODegoo degisimi ile L. acidophilus sayisi
(log1o kob/mL)

o - acophius S

Besiyeri Cesidi

0. 12. 24, 36. 48. 0. 12. 24, 36. 48. 0. 24, 48.

Saat | Saat | Saat | Saat | Saat | Saat | Saat | Saat | Saat | Saat | Saat Saat Saat
Negatif Kontrol 6,59 | 595 | 594 | 590 | 6,03 | 0,134 | 0,581 | 0,509 | 0,544 | 1,055 | 7,11 7,85 6,78
%1 Glikoz 6,55 | 508 | 413 | 4,08 | 4,03 | 0,132 |0,734| 1,481 | 1,550 | 1,793 | 7,53 8,45 7,78
%1 Iniilin 6,53 | 584 | 528 | 498 | 460 |0,141|0,485| 1,115| 1,014 | 1,469 | 7,17 7,90 7,74
%1 Stevia 6,52 | 5,84 | 590 | 594 | 6,05 | 0,130 | 0,475 | 0,377 | 0,586 | 0,713 | 7,17 7,70 7,48
%1 Stevia + %1 Iniilin 6,43 | 5,37 | 519 | 506 | 4,85 | 0,143 | 0,944 | 0,892 | 0,816 | 0,814 | 7,08 7,70 7,30
%0,025 Stevia 6,49 | 5,79 | 584 | 590 | 593 | 0,166 | 0,390 | 0,412 | 0,723 | 0,794 | 7,16 8,04 6,48
20,025 Stevia + %1 Iniilin 6,55 | 5,39 | 537 | 497 | 441 | 0,122 | 1,173 | 1,081 | 1,244 | 1,611 | 7,18 7,90 7,30
Minimum 6,43 | 5,08 | 4,13 | 4,08 | 4,03 |0,122 |0,390 | 0,377 |0,544 |0,713 | 7,11 7,85 6,48
Maksimum 6,59 | 595 | 594 | 594 | 6,05 |0,166 (1,173 |1,481 |1,550 [1,793 | 7,18 8,45 7,78
Ortalama 6,52 | 5,61 | 537 | 526 | 512 |0,139 (0,683 |0,838 |0,925 1,178 | 7,28 8,07 7,27




Buna ek olarak inilin + stevia igeren besi ortamlarinda (%0,025 stevia + %1 inulin ve
%1stevia + %1 inulin) fermantasyon gelisiminin stevianin ve prebiyotik 6zelligi bulunan
iniilinin tek basma kullanimina gore daha iyi oldugu, daha disiik pH degeri ve daha
yiksek ODeoo degeri ile sonuglandigi saptanmustir. Kunova ve ark. (2011) farkli
Lactobacillus tdrlerinin gelisimi ve aktivitesini arttiran en etkili substratin iniilin

oldugunu belirtmislerdir.

En yiiksek pH ve en diisiik ODegoo degerinin karbonhidrat icermeyen kontrol 6rneginde
Olglilmesinin, substrat ve enerji kaynagi noksanligi sebebiyle L. acidophilus un yeterince

aktivite gosterememesinden kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

Cizelge 4.4. L. acidophilus’un 48 saatlik fermantasyonu suresince besiyeri drneklerinin
pH ve ODsoo degerleri ile L. acidophilus sayisi (logio kob/mL)’na ait LSD testi sonuglar1

- .3 L. acidophilus Sayisi
Besiyeri Cesidi N pH ODso0o (logzo kob/mL)
Negatif Kontrol 15 6,08° 0,440° 7,244

%1 Glikoz 15 4,76° 1,142 7,92°
% 1 Iniilin 15 5,45¢ 0,847° 7,61°
%1 Stevia 15 6,05° 0,461 7,450
%1 Stevia + %1 Iniilin 15 5,38° 0,721¢ 7,36
%0,025 Stevia 15 5,99° 0,502¢ 7,26%
%0,025 Stevia + %1 Iniillin | 15 5,34 1,047° 7,52
Fermantasyon Suresi

0 21 6,52° 0,139° 7,28°

12 21 5,61° 0,683¢ ’
24 21 5,37° 0,838° 7,93

36 21 5,26¢ 0,925° -
48 21 5,12 1,178° 7,27°

ANOVA

Besiyeri Cesidi (B) 6 *k *k xx
Fermantasyon Suresi (F) | 4 *k *ok xx
BxF 24 *% *% **

Hata 70

(*) p<0,05duzeyinde 6nemli  (**) p<0,01 diizeyinde 6nemli
Farkli harf tagtyan ortalamalar birbirinden farklidir.

Besiyeri drneklerinin pH ve ODsoo degerlerinin fermantasyon siresine iliskin LSD testi

sonuglar1 (Cizelge 4.4) incelendiginde fermantasyon siiresince ortaya ¢ikan farklilik
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istatistiksel acidan p<0,01 diizeyinde onemli bulunmustur. Asitlik gelisimi ve pH
degisimine fermantasyon siiresinin etkisi incelendiginde; en yiiksek ortalama pH
degerinin (6,52) 0. saatte, en diisik pH degerinin (5,12) ise 48. saatte olgildigi;
L. acidophilus 'un gelisiminin fermantasyon siiresince arttigi ve buna paralel olarak da

pH’nin da azaldig1 saptanmustur.

Besi ortamlarindaki hiicre yogunluguna bagli ODegoo degisimine fermantasyon siresinin
etkisi incelendiginde; en diisiik ortalama ODeoo degerinin (0,139) 0. saatte, en yiiksek
ODesoo degerinin (1,178) ise 48. saatte Olglildiigii goriilmiistiir. Bununla birlikte
fermantasyon siiresince L. acidophilus 'un gelisimi ve hiicre yogunlugu ile dogru orantili

olarak ODeoo degerinin de arttig1 tespit edilmistir.

L. acidophilus sayisinda fermantasyon suresince degisim profilini belirlemek amaciyla
uygulanan analiz sonucunda saptanan bakteri sayisi degerleri Cizelge 4.3’te verilmistir.
Besiyeri orneklerinde L. acidophilus sayis1 degeri 6,48 logio kob/mL ile 8,45 logio
kob/mL arasinda degisim gostermis; en yliksek bakteri sayis1 24. saatte, en diisiik bakteri

sayisi ise fermantasyonun 48. saatinde 6lgtilmiistiir.

Glikoz, inllin ve stevia iceren besiyeri 6rneklerinde fermantasyon siresince
L. acidophilus sayisin1 (logio kob/mL) belirlemek amaciyla yapilan varyans analizi
sonuglarina gore; besiyeri ¢esidi ve fermantasyon siiresi farkliliklar ile besiyeri gesidi X
fermantasyon suresi interaksiyonu istatistiksel a¢idan 6nemli bulunmustur (p<0,01)
(Cizelge 4.4). Besiyerinde bulunan karbonhidratlar ile diger bilesenlerin prebiyotik
potansiyellerinin ve fermantasyon seyrinin farkli olmasinimn, L. acidophilus gelisimi ve

sayisindaki farklilikla sonuclandigi diisiiniilmektedir.

L. acidophilusun fermantasyon siiresince bakteri sayisina iligkin LSD testi sonuglarma
gore (Cizelge 4.4) en diisiik L. acidophilus sayisinin (7,24 logio kob/mL) negatif kontrol;
en yuksek L. acidophilus sayisinin (7,92 logio kob/mL) ise %1 glikoz iceren 6rnege ait
oldugu goriilmektedir. Elde edilen bulgulara gore stevia igeren tiim besi ortamlarinda
L. acidophilus sayis1 yiiksek degerlere ulasmis; stevia katkili besiyeri 6rnekleri igerisinde

en yliksek bakteri sayist %0,025 + %] iniilin iceren drnekte saptanmustir. Stevia katkil
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orneklerde en diisiik bakteri sayisi ise yalnizca 9%0,025 stevia igeren drnege ait bulunmus;
ulagilan bu sonu¢ Ornekteki prebiyotik potansiyele sahip oldugu diisiiniilen stevianin
oranmin diisiik olmasina baglanmustir. Orneklerin tiimiinde en diisiik L. acidophilus
sayisinin karbonhidrat igermeyen negatif kontrol Orneginde saptanmasi, bu besi

ortamindaki karbonhidrat yetersizliginin bir sonucu olarak ortaya ¢ikmustir.

Farkli substrat igeren besi ortamlarinda L. acidophilus sayisindaki degisime fermantasyon
stiresinin etkisi incelendiginde; en diisiikk ortalama bakteri sayisinin (7,28 logio kob/mL
ve 7,27 logio kob/mL) 0. ve 48. saatte, en yiiksek bakteri sayismin (7,93 logio kob/mL)
ise 24. saatte saptandig1 gortilmiistiir. Buna ek olarak L. acidophilus’un gelisimi ve hiicre
sayisinin; fermantasyonun 24. saatine kadar arttigi ve bu saatten sonra azaldigi tespit
edilmistir. Fermantasyon siirecinde bakterilerin karbonhidrat kaynaklarini kullanarak
gerceklestirdikleri metabolik faaliyetleri sonucunda cesitli metabolitlerin olusmasi ve
bunlarin fermantasyonu engelleme etkileri sebebiyle bakterilerin 24. ve 48. saatler

arasinda canliliklarmi siirdiiremedikleri diisiiniilmektedir.

L. acidophilus’un 48 saatlik fermantasyonu siresince besiyeri drneklerinde meydana
gelen pH degisimleri, ODeoo degerleri ve L. acidophilus sayilar1 (logio kob/mL) sekil

4.2’de verilmistir.

4.1.3. B. animalis subsp. lactis ve L. acidophilus’un besiyeri érneklerindeki gelisme

oranlarinin karsilastirillmasi

B. animalis subsp. lactis ve L acidophilus’un 48 saatlik fermantasyon suresince
prebiyotik potansiyeli arastirilan steviay1 fermente etme yetenekleri ve bunun sonucunda
besiyeri drneklerinde 6lgtilen pH, ODeoo degerleri ve bakteri sayisi (logio kob/mL)’na ait

karsilagtirmali LSD testi sonuglar1 Cizelge 4.5’te verilmistir.

Besiyeri drneklerinin pH ve ODsoo degerleri ile probiyotik bakteri sayisinin fermantasyon
sliresince degisimini belirlemek amaciyla yapilan varyans analizine gore; besiyeri ¢esidi
ve fermantasyon siiresi farkliliklar1 ile besiyeri ¢esidi x fermantasyon siiresi interaksiyonu

istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur (p<0,01) (Cizelge 4.5).
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Cizelge 4.5. B. animalis subsp. lactis ve L. acidophilus’un 48 saatlik fermantasyon
stiresince besiyeri drneklerinin pH ve ODgoo degerleri ile bakteri sayisi (logio kob/mL)’na
ait LSD testi sonuglar1

B?ﬁzrl Besiyeri Cesidi N pH ODs0o (llsoaé(lzell;loslagllil)
2 -2 %1 Stevia 15 5,43¢ 0,598¢ 7,24°
g = %]1 Stevia + %1 Iniilin | 15 4,74 0,718° 7,24°
&g 90,025 Stevia 15 5,51° 0,544° 7,69°
@ 3 |9%0,025 Stevia + %! Iniilin| 15 4,778 0,956" 7.60%

) %1 Stevia 15 6,05 0,4619 7,45%¢
g g %]1 Stevia + %1 Iniilin | 15 5,38° 0,721° 7,36™
S %0,025 Stevia 15 5,99 0,502 7,26°
& | 90,025 Stevia + % Iniilin | 15 5,34' 1,047° 7.50°
Fermantasyon Suresi
0 24 6,33% 0,164° 7,24°
12 24 5,23" 0,786 i
24 24 5,23° 0,823" 7,78
36 24 5,15 0,814° -
48 24 5,07¢ 0,878 7,24
ANOVA
Besiyeri Cesidi (B) 7 ** i wx
Fermantasyon Saresi (F) | 4 ** ** **
B X F 28 ** ** **
Hata 80

(*) p<0,05duzeyinde 6nemli  (**) p<0,01 dizeyinde 6nemli
Farkli harf tastyan ortalamalar birbirinden farklidir.

Besiyeri érneklerinin pH ve ODegoo degerleri ile probiyotik bakterileri sayisina iliskin LSD
testi sonuglar1 Cizelge 4.5’te verilmistir. Elde edilen bulgular incelendiginde tiim
orneklerin farkli gruba dahil oldugu; en diisiik pH degerinin (4,74) B. animalis subsp.
lactis bulunan ve %1 stevia + %] iniilin i¢eren besiyeri 6rneginde tespit edildigi, bunu
yine ayni gruptan %0,025 stevia + %] iniilin iceren Ornegin takip ettigi sonucuna
ulagilmaktadir. Cizelge 4.5’e gore gruplar kendi igerisinde incelendiginde stevia + iniilin
iceren Orneklerin yalnizca stevia igeren Orneklere gore daha diisik pH degerine sahip
oldugu goriilmektedir. Besiyeri drneklerinin hiicre yogunluk degerleri incelendiginde
gruplar igerisinde en yiiksek degerlerin %0,025 stevia + %1 inllin iceren drneklere ait
oldugu, gruplar karsilastirildiginda ise en yiiksek degerin L. acidophilus bulunduran
ornege ait oldugu goriilmektedir. Cizelge 4.5 probiyotik bakteri sayisi agisindan

degerlendirildiginde B. animalis subsp. lactis bulunduran 6rnek grubundan %0,025 stevia
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iceren 6rnegin en yiiksek degere sahip oldugu ve bunu ayni gruptan %0,025 stevia + %1

iniilin iceren drnegin takip ettigi sonucuna ulagilmaktadir.

Besiyeri drneklerinin pH ve ODsoo degerleri ile probiyotik bakteri sayisinin fermantasyon
stiresine iligkin LSD testi sonuglar1 (Cizelge 4.5) incelendiginde en ylksek ortalama pH
degerinin (6,33) 0. saatte, en diisikk pH degerinin (5,07) ise fermantasyonun 48. saatinde
Olgtildiigli; buna paralel olarak en diisiik ODsgoo degerinin (0,164) fermantasyonun 0.
saatinde, en yiliksek degerin (0,878) ise 48. saatte Ol¢iildiigii gbrilmektedir. Fermantasyon
stiresinin probiyotik bakteri sayist Uzerine etkisine dair bulgulara gore; en yiiksek bakteri
sayis1 (7,78 logio kob/mL) fermantasyonun 24. saatinde, en diisiik bakteri sayis1 (7,24
logio kob/mL) ise 0. ve 48. saatte belirlenmistir (Cizelge 4.5). Probiyotik bakteri
sayisindaki bu diisiisiin, bakteri gelisiminin 24. saate kadar artmasinin ardindan ortam
sartlarmin optimizasyonunun bozulmasina ve olusan metabolitlerin gelisimi inhibe edici

etkisine bagli olarak ileri geldigi diisiiniilmektedir.

B. animalis subsp. lactis ve L. acidophilus’un fermantasyon siiresince meydana gelen pH

degisimleri ve ODsoo degerleri ile probiyotik bakteri sayilar1 Sekil 4.3’te verilmistir.

Su ve ark. (2007) bakterilerin gelisme yetenegi ve hiicre yogunlugundaki degisikligin,
besi ortamlarindaki karbon kaynaklarinin probiyotik bakteriler tarafindan farkl sekilde
kullanimlarindan kaynaklandigini belirtmektedirler. Goderska ve ark. (2008) farkli
karbonhidrat kaynagi iceren besi ortamlarinda pH degisimlerinin toplam bakteri sayist ile
korelasyonunun analiz edilmesine iliskin ¢alismalarinda, tiim tirlerde s6z konusu olmasa
da pH diisiisiinde toplam bakteri sayisindaki artisin etkili oldugunu belirtmislerdir.
Karbonhidrat olmayan ortamda, sakkarit igeren besi ortamlarina kiyasla test edilen tum
bakteriler i¢in daha diisiik bakteri sayismin kaydedildigi ifade edilmistir. Besi ortamina
potansiyel prebiyotik substratlarin ilave edilmesinin hem toplam bakteri sayisin1 hem de
asit olusturma kapasitelerini 6nemli Olgiide arttirdigi, B. animalis subsp. lactis ve
L. acidophilus'un karbonhidrat igermeyen besi ortaminda fermantasyonu sonucunda ise

toplam bakteri sayisinimn azaldigini saptamuslardir.
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(log1o kob/mL)

67



Yapilan aragtirmalar, test edilen tiim probiyotik bakteri suglarinin metabolik faaliyetlerde
karbon kaynagi olarak fruktooligosakkarit niteligindeki maddeleri kullanabildiklerini ve
bu sayede s6z konusu substratlarin gastrointestinal sistemde probiyotik bakteri gelisimine
katkida bulunabileceklerini gostermektedir (Goderska ve ark. 2008). Genel olarak
Lactobacillus turleri, Bifidobacterium tirlerine gore oksijene karsi daha toleranshidir;
oksijen seviyesindeki degisim Lactobacillus tirlerinin canlilig1 Uzerinde nadiren etkili
olmaktadir (Mohammadi ve ark. 2012). Normal sartlar altinda, Bifidobacterium tirleri
asidik ortam kosullarma kars1 olduk¢a duyarli olmasimna (Donkor ve ark. 2006, Sanz 2007,
Barat ve Ozcan 2018) ragmen, Tamime ve ark. (2005) B. animalis subsp. lactis’ in diger
Bifidobacterium tiirlerine gore diisik pH degerlerine daha toleransli oldugunu
belirtmektedirler.

Olson ve Aryana (2012), L. acidophilus'un ¢esitli oligosakaritler ve polisakaritleri substrat
olarak kullanabilecegini bildirmislerdir. Farkli L. acidophilus suslarmm spesifik blyime
oranlarindaki degisikliklerin, sinbiyotik formilasyonlar hazirlanirken uygun tipte

prebiyotiklerin kullanilmasina bagh olduguna dikkat cekmektedirler.

4.1.4. Stevianin prebiyotik aktivite skorunun (PAS) belirlenmesi

Kolonda prebiyotikler tarafindan stimile edilen gastrointestinal sistem bakterileri
(Lactobacillus ve Bifidobacterium turleri vb.) bagirsaktaki patojenlere kars1 antagonistik
olabilecek KZY A ve diger metabolitlerin olusumuyla sonuglanan prebiyotik substratlari
metabolize etme yetenekleriyle konak¢i saghgmi iyilestirmektedirler. Prebiyotikler,
Ozellikle Bifidobacterium spp. tarafindan “bifidojenik faktor” olarak tercihen karbon ve
enerji kaynagi seklinde kullanilabilmektedir (Kim ve ark. 2009, Meyer ve Stasse-
Wolthuis 2009, Playne ve Crittenden 2009).

Prebiyotik substratlar Bifidobacterium ve Lactobacillus spp. gibi probiyotik bakterilerce
glikoz kadar iyi derecede metabolize edebilmektedir. Prebiyotiklerin etkinliginin
degerlendirilmesinde; prebiyotik substrat ortamdaki probiyotik bakteri sayismni terapotik
seviyede arttirmakta ise; pozitif prebiyotik aktivite, Enterococcus turleri gibi patojenik
mikroorganizmalarca glikoz kadar iyi derecede metabolize edilmekte ve onlarin

gelisimini tesvik etmekte ise; negatif prebiyotik aktivite s6z konusu olmaktadir.
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Prebiyotik aktivite sayisi (PAS), bir mikroorganizmanin gelisimini destekleyen substratin
diger mikroorganizmalarin gelisimi iizerine etkisi ile glikoz gibi prebiyotik olmayan
substratlarda mikroorganizma gelisiminin logaritmik ya da hiicre yogunlugu
konsantrasyonunun karsilagtirilmasi olarak tanimlanmaktadir (Huebner ve ark. 2007,

Anprung ve Sangthawan 2012).
Stevianin prebiyotik etkinliginin belirlenmesi amaciyla B. animalis subsp. lactis ve
L. acidophilus fermantasyonunun 0. ve 24. saatinde besiyeri orneklerinin 600 nm’de

Olciilen absorbans degerleri kullanilmis; PAS, asagidaki formiile gore hesaplanmaistir.

[(Probiyotik hiicre yogunluguzs prebiyotik ODsoo) - ( Probiyotik hiicre yogunluguo prebiyotik ODsoo)

(Probiyotik hiicre yogunlugus giikezODsoo) - ( Probiyotik hiicre yogunlugug ciiko:O Deoo)]

PAS =

[(Enterik hiicre yogunluguas prepiyotik ODsoo) - ( Enterik hiicre yogunluguo previyotik O Dsoo)

(Enterik hiicre yogunluguy giikezODeoo) - ( Enterik hiicre yogunlugu iikezODsoo)]

Stevianin prebiyotik etkinliginin degerlendirilmesi amaciyla besiyeri Orneklerine
uygulanan analiz sonucunda elde edilen ortalama PAS degerleri Cizelge 4.6’da

verilmistir.

Cizelge 4.6. B. animalis subsp. lactis ve L. acidophilusun %1 stevia katkili besiyeri
orneklerindeki PAS degerleri

Besiyeri Cesidi PAS
B. animalis subsp. lactis 0,67
L. acidophilus 0,57

%1 oraninda stevia igeren besi ortaminda B. animalis subsp. lactis ve L. acidophilus
turdndn PAS degerlerine etkisini belirlemek amaciyla yapilan varyans analizi sonuglari
Cizelge 4.7°de verilmistir. Elde edilen veriler degerlendirildiginde besiyeri 6rneklerinin
PAS degerlerindeki bakteri tiiriine gore farkliliklar istatistiksel agidan p<0,01 diizeyinde
onemli bulunmugtur. Probiyotik bakterilerin farkli PAS degerlerine sahip olmasi,
bakterilerin tiirlerinin farkli olmasmna bagli olarak metabolizma ve aktivitelerinin
degisiklik gdstermesi ile agiklanabilmektedir. Bu sonuglardan yola ¢ikilarak farkli bakteri
suslarinin farkli prebiyotik aktivite skorlar1 sergilemesinin ilgili suslarmm metabolik

kapasitelerindeki farkliliklar nedeniyle ortaya c¢iktigi ve bu bakteriler tarafindan
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prebiyotiklerin kullanilabilmesinin spesifik hidroliz ve tagima sistemlerinin varligmi

gerektirdigi sonucuna ulasilabilmektedir.

Cizelge 4.7. B. animalis subsp. lactis ve L. acidophilus™un %1 stevia katkili besiyeri
orneklerindeki PAS degerlerine ait LSD testi

Bakteri Cesidi N PAS
B. animalis subsp. lactis 2 0,67%
L. acidophilus 2 0,57
ANOVA
Bakteri Cesidi 3 il
Hata 4

(*) p<0,05duzeyinde 6nemli  (**) p<0,01 duzeyinde 6nemli
Farkli harf tagiyan ortalamalar birbirinden farklidir.

B. animalis subsp. lactis ve L. acidophilus’un %1 stevia iceren Orneklerdeki PAS
degerlerine iliskin LSD testi sonuglar1 Cizelge 4.7’ de verilmis; elde edilen sonuglara gore

her iki 6rnek de istatistiki olarak farkli gruplara dahil olmustur.

Huebner ve ark. (2007), on adet probiyotik susa karsi bes ticari prebiyotidi test etmis;
kullanilan suslarin ¢ogu i¢in prebiyotiklerin varligindaki biiyiimenin glikoz varhgindaki
biiyiimeden daha diisiik oldugunu bildirmislerdir. Ayrica, ¢alismalar Lactobacillus ve
Bifidobacterium cinsi bakterilerin prebiyotik karbonhidratlar1 fermente etme kabiliyetinin

hem susa hem de substrata 6zgii oldugunu gostermistir (Kaplan ve Hutkins 2000).

Huebner ve ark. (2008) prebiyotik aktivite tizerine isleme kosullarinin etkisini
arastirdiklar1 ¢aligmada ticari probiyotik olarak kullanilan FOS ve iniilin i¢in saptanan
degerlerin 0,19 ile 0,49 arasinda degisim gosterdigini ifade etmislerdir. Thuaytong ve
Anprung (2011) beyaz ve kirmizi guava igeren besi ortamlarinda PAS degerini
L. acidophilus LA-5 igin sirastyla 0,12 ve 0,13; B. animalis subsp. lactis BB-12 i¢in ise
0,28 ve 0,29 olarak belirlemislerdir. Calismada saptanan PAS degerleri mevcut
calismalarin sonuglar1 ile benzer olmakla birlikte, kullanilan substratlarin potansiyel

prebiyotik olarak kullanilmasina imkan verecek diizeyde yiiksek bulunmustur.
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4.1.5. Laktik asit ve kisa zincirli yag asitleri (KZYA)

Prebiyotiklerin etkileri, Bifidobacterium ve Lactobacillus spp. gibi probiyotik bakteriler
icin substrat gorevi gorerek mikrobiyota bilesimini olumlu yonde degistirme kapasiteleri
ile belirlenmektedir. Belirtilen olumlu fizyolojik etkinin ¢ogunlukla laktik asit ve KZY A
(asetik asit + propiyonik asit + butirik asit) kaynakli oldugu diisiiniilmekte; KZY A profili,
substrat yapist ve probiyotik bakteri tliriine bagh olarak degisen oranlarda asetik,
propiyonik ve butirik asidi icermektedir. Belirli bir zamanda mikrobiyota tarafindan
Uretilen KZYA miktarlar1 hesaplanarak probiyotik substratin kullanilabilirligi
belirlenmektedir (Cardarelli ve ark. 2007, Kotancilar ve ark. 2009, Tsai ve ark. 2016,
Rowland ve ark. 2018).

B. animalis subsp. lactis’in 48 saatlik fermantasyon siiresi sonunda besiyeri érneklerinin
laktik, asetik, propiyonik ve biitirik asit (g/L) degisim profilini belirlemek amaciyla

uygulanan analiz sonucunda elde edilen degerler Cizelge 4.8’de verilmistir.

Cizelge 4.8. B. animalis subsp. lactis’in 48 saatlik fermantasyon stiresi sonunda besiyeri
orneklerindeki laktik, asetik, propiyonik ve bitirik asit miktarlar1 (g/L)

Laktik Asetik Propiyonik Batirik
Besiyeri Cesidi Asit Asit Asit Asit
(g/L) (g/L) (9/L) (9/L)
%1 Glikoz 3,069 0,453 0,001 0,015
%1 Iniilin 1,701 0,298 0,001 0,003
%1 Stevia 1,408 0,040 0,007 0,031
%1 Stevia + %1 Iniilin 1,548 0,126 0,011 0,002
900,025 Stevia 1,255 0,058 0,012 0,004
%0,025 Stevia + %1 Iniilin 1,150 0,242 0,004 0,010
Minimum 1,150 0,040 0,001 0,002
Maksimum 3,069 0,453 0,012 0,031
Ortalama 1,689 0,203 0,006 0,011

B. animalis subsp. lactis igeren besiyeri 6rneklerinde belirlenen laktik asit miktar1 1,150
g/L ile 3,069 g/L; asetik asit miktar1 0,040 g/L ile 0,453 g/L; propiyonik asit miktar1
0,001g/L ile 0,012 g/L; biitirik asit miktar1 ise 0,002 g/L ile 0,031 g/L arasinda degisim
gostermistir (Cizelge 4.8).
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B. animalis subsp. lactis’in 48 saatlik fermantasyon stresi sonunda besiyeri 6rneklerinin
laktik, asetik, propiyonik ve bitirik asit miktarlarinin belirlenmesi i¢in yapilan varyans
analizi sonuglarina gore; besiyeri ¢esidi farkliliklar1 laktik, asetik ve biitirik asit miktarlar1
icin istatistiksel agidan p<0,01 diizeyinde; propiyonik asit miktar1 i¢in p<0,05 diizeyinde
onemli bulunmustur (Cizelge 4.9). Besi ortaminda bulunan fermente edilebilir bilesenler
ve konsantrasyonlarindaki farkliliklarin, metabolit profilinde degisikliklere yol agtig1; bu

nedenle rnekler arasinda farkliliklar ortaya ¢iktigi diisiiniilmektedir.

Cizelge 4.9. B. animalis subsp. lactis’in 48 saatlik fermantasyon stiresi sonunda besiyeri
orneklerindeki laktik, asetik, propiyonik, bitirik asit miktarlarina (g/L) ait LSD testi
sonuglar1

Laktik Asetik Propiyonik Butirik
Besiyeri Cesidi N Asit Asit Asit Asit
(9/L) (9/L) (9/L) (9/L)
%1 Glikoz 2 3,069° 0,453% 0,001¢ 0,015°
%] Iniilin 2 1,701° 0,298 0,001° 0,003"
%1 Stevia 2 1,408" 0,040° 0,007 0,031
%1 Stevia + %1 Iniilin 2 1,548¢ 0,126¢ 0,0112 0,002¢
90,025 Stevia 2 1,255° 0,058° 0,012 0,004¢
%0,025 Stevia + %1 Iniilin | 2 1,150 0,242¢ 0,004 0,010°
ANOVA
Besiyeri Cesidi 6 *x ** * **
Hata 7

(*) p<0,05duzeyinde 6nemli  ( **) p<0,01 dizeyinde 6nemli
Farkli harf tagtyan ortalamalar birbirinden farklidir.

Besiyeri orneklerindeki laktik, asetik, propiyonik ve biitirik asit miktarlarina iligkin LSD
testi sonuclar1 Cizelge 4.9°da verilmistir. Elde edilen verilere gore en yliksek laktik asit
miktar1 (3,069 g/L) ve en yiiksek asetik asit miktar1 (0,453 g/L) %1 glikoz igeren drnekte,
en yuksek propiyonik asit miktar1 (0,012 g/L ve 0,011 g/L) %0,025 stevia ve %1 stevia +
%1 indlin iceren 6rneklerde, en yiiksek biitirik asit miktar1 (0,031 g/L) ise %] stevia
orneginde belirlenmistir. Analiz sonuglar1 incelendiginde genel olarak glikoz, inilin ve
stevia ilavesinin laktik asit ve KZY A iiretimini tesvik ettigi; stevia ilavesinin glikoz ve
bifidojenik faktdr olan iniiline gére daha yiliksek miktarda propiyonik asit olusumuna

sebep oldugu goriilmektedir. Bulgular incelendiginde B. animalis subsp. lactis tarafindan
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uretilen toplam KZY A igerisinde en yuksek pay asetik aside ait bulunmakta, bltirik asit

ise ikinci sirada yer almaktadir (Cizelge 4.9) (Cizelge 4.12).

Marx ve ark. (2000), prebiyotik substrat olarak kullanilan B-(2,6)-FOS’un farkli
Bifidobacterium tiirleri tarafindan metabolize edilmesini inceledikleri ¢alismalarinda;
laktik ve asetik asit oranlarinin substrat konsantrasyonu ve tiirlere gore belirgin sekilde
degistigi sonucuna ulagsmislardir. Toplam KZYA, karbon kaynagi olarak fruktozun
kullanildig1 pozitif kontrol 6rneginde daha yiiksek bulunmus ancak, 3-(2,6)-FOS iceren

tim drneklerde laktik ve asetik asit miktar1 belirgin bir sekilde artmustir.

L. acidophilus’un 48 saatlik fermantasyon siresi sonunda besiyeri drneklerinin laktik,
asetik, propiyonik ve biitirik asit (g/L) degisim profilini belirlemek amaciyla uygulanan

analiz sonucunda elde edilen degerler Cizelge 4.10°da verilmistir.

L. acidophilus iceren besiyeri 6rneklerinde saptanan laktik asit miktar1 1,695 g/L ile 4,738
g/L; asetik asit miktar1 0,069 g/L ile 2,243 g/L; propiyonik asit miktar1 0,004 g/L ile 0,011
g/L; biitirik asit miktar1 ise 0,005 g/L ile 0,026 g/L arasinda degisim gostermistir (Cizelge
4.10).

Cizelge 4.10. L. acidophilus’un 48 saatlik fermantasyon siresi sonunda besiyeri
orneklerindeki laktik, asetik, propiyonik ve biitirik asit miktarlar1 (g/L)

Laktik Asetik Propiyonik Batirik
Besiyeri Cesidi Asit Asit Asit Asit
(g/L) (g/L) (9/L) (9/L)
%1 Glikoz 4,738 2,243 0,011 0,007
%71 Iniilin 1,779 0,731 0,010 0,008
%1 Stevia 2,151 0,080 0,009 0,015
%1 Stevia + %1 Iniilin 1,695 0,574 0,011 0,006
900,025 Stevia 2,578 0,069 0,004 0,026
%0,025 Stevia + %1 Iniilin 2,292 0,982 0,007 0,005
Minimum 1,695 0,069 0,004 0,005
Maksimum 4,738 2,243 0,011 0,026
Ortalama 2,539 0,780 0,009 0,011

Deneme desenine gore hazirlanan besiyeri o6rneklerinde L. acidophilus’un 48 saatlik

fermantasyonu sonunda iiretilen laktik asit ve KZY A miktarlarina iliskin varyans analizi
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sonuclarina gore; besiyeri ¢esidi farkliliklar1 laktik, asetik ve biitirik asit miktarlar1 i¢in
istatistiksel agidan p<0,01 diizeyinde; propiyonik asit miktarlar1 i¢in p<0,05 diizeyinde
onemli bulunmustur (Cizelge 4.11). Ornekler arasindaki farkhligin deneme deseninde
belirtildigi gibi besi ortamlarinda bulunan farkli substratlarin, fermantasyonu ve olusan

metabolitleri sekillendirmesiyle ilgili oldugu diisiiniilmektedir.

Cizelge 4.11. L. acidophilus’un 48 saatlik fermantasyon siresi sonunda besiyeri
orneklerindeki laktik, asetik, propiyonik ve butirik asit miktarlarina (g/L) ait LSD testi
sonuglar1

Laktik Asetik Propiyonik Butirik
Besiyeri Cesidi N Asit Asit Asit Asit
(9/L) (9/L) (9/L) (9/L)
%1 Glikoz 2 4,738 2,243% 0,011% 0,007°
%1 iniilin 2 1,779° 0,731¢ 0,010° 0,008"
%1 Stevia 2 2,151¢ 0,080 0,009° 0,015®
%1 Stevia + %1 Iniilin | 2 1,695 0,574¢ 0,011% 0,006"
90,025 Stevia 2 2,578° 0,069% 0,004 0,026°
9%0,025 Stevia + %1 Iniilin | 2 2,292¢ 0,982° 0,0072 0,005°
ANOVA
Besiyeri Cesidi 6 % *x [ b \ x*
Hata 7

(*) p<0,05dizeyinde 6nemli  (**) p<0,01 diizeyinde énemli  (ns) dnemli degil

Farkli harf tagtyan ortalamalar birbirinden farklidir.

48 saatlik fermantasyon sonunda L. acidophilus’un bulundugu besiyeri érneklerindeki
laktik, asetik, propiyonik ve biitirik asit miktarlarina iligkin LSD testi sonuglar1 Cizelge
4.11°de yer almaktadir. Bulgulara gore en yiiksek laktik asit (4,738 g/L) ve asetik asit
(2,243 g/L) miktar1 %1 glikoz iceren drnekte; en yiksek biitirik asit miktar1 (0,026 g/L)
ise %0,025 stevia iceren 6rnekte 6lgiiliirken, propiyonik asit miktarlarinin tiim 6rneklerde
ayni seviyede oldugu belirlenmistir. Cizelge 4.11 incelendiginde L. acidophilus bulunan
besi ortamlarinda glikoz ve stevia ilavesinin laktik asit ve KZY A {iretimini stimiile ettigi;
%0,025 stevia varhiginin laktik ve biitirik asit miktarmi, %0,025 stevia + %] iniilin
varliginin ise asetik asit miktarini arttirdigi goriilmektedir. L. acidophilus tarafindan
uretilen toplam KZYA, biyik oranda asetik asitten olusurken daha diisiik oranlarda
propiyonik ve butirik asit icermektedir (Cizelge 4.11) (Cizelge 4.12). Yu ve ark. (2015)
L. plantarum suslarini kullanarak misir koganindan elde edilen XOS’un prebiyotik

aktivitesini degerlendirdikleri ¢alismalarinda, tiim Orneklerde degisen fakat yiiksek

74




miktarlarda laktik ve asetik asit ile daha diisik miktarlarda propiyonik ve bdtirik asit

saptandigini bildirmislerdir.

B. animalis subsp. lactis ve L. acidophilus’un 48 saatlik fermantasyonu sonunda stevia
katkili besi ortamlarinda tiretilen laktik, asetik, propiyonik ve bitirik asit miktarlarina ait
karsilastirmali LSD testi sonuglar1 Cizelge 4.12°de verilmistir. Besiyeri drneklerinin
laktik, asetik, propiyonik ve bitirik asit miktarlarindaki degisimini belirlemek amaciyla
yapilan varyans analizine gore; besiyeri ¢esidi farkliliklar1 istatistiksel a¢idan p<0,01

diizeyinde 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.12).

B. animalis subsp. lactis ve L. acidophilus’un fermantasyon siiresi sonunda besiyeri
Orneklerinin laktik, asetik, propiyonik ve biitirik asit miktarlarina iliskin LSD testi
sonuglar1 Cizelge 4.12°de verilmistir. Elde edilen verilere gore en yiksek laktik ve asetik
asit miktar1 L. acidophilus bulunan besi ortamlarinda; sirasiyla %0,025 stevia iceren ve
%0,025 stevia + %1 indlin iceren 6rneklerde tespit edilmistir. Her iki bakteri grubunda
da iniilin ilavesinin propiyonik asit miktarini az da olsa arttirdig1 belirlenmistir. En ylksek
biitirik asit miktar1 B. animalis subsp. lactis varliginda %1 stevia iceren ornekte ve
L. acidophilus varliginda %0,025 stevia igeren ortamda 6l¢iilmiistiir. Genel olarak stevia
katkil1 L. acidophilus iceren 6rneklerin, B. animalis subsp. lactis iceren 6rneklerden daha
yiuksek miktarda toplam KZYA igerdigi; stevia iceren oOrnekler kendi arasinda
karsilastirildiginda ise %0,025 stevia + %1 inlin varliginda daha fazla toplam KZYA

Uretiminin gergeklestigi tespit edilmistir.

Arastirmalar, bazi1 bitkisel karbon kaynaklarmin probiyotiklerin gelisimini tesvik ederek
KZYA iiretimini destekleyebildigini ancak, bitkisel substratlarim KZYA iretimi
Uzerindeki etkilerinin doza baglh olarak degisim gosterebildigini ifade etmektedir (Chen
ve ark. 2012, Singdevsachan ve ark. 2016, Yang ve ark. 2018). Bifidobacterium ve
Lactobacillus tiirleri kullanilarak, bugday dekstrini ve kismen hidrolize guar gaminin
prebiyotik etkilerinin arastirildigi ¢aligmada 24 saatlik fermantasyon stresince her iki
ornekte de asetik, propiyonik ve biitirik asit miktarlarinin kademeli olarak arttig1 ancak
bugday dekstrini varliginda daha az toplam KZYA iiretildigi belirtilmistir (Carlson ve
ark. 2015).
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Fernando ve ark. (2018) L. rhamnosus, L. acidophilus, B. longum ve B. breve tirleri
tarafindan piring lifi varliginda {iiretilen KZY A miktarinim butin kombinasyonlar igin
asetat > propiyonat > biitirat seklinde oldugunu; 24 saatlik fermantasyon stresince asetik
asit olusumu artarken, propiyonik ve biitirik asit miktarinin azaldigini bildirmislerdir.
Diisiik propiyonik ve butirik asit seviyesinin, mikroorganizmalarin hayatta kalmalari i¢in
bir enerji kaynagi olarak propiyonik ve biitirik asit kullanmig olabileceginden
kaynaklandig1 diisiiniilmiistiir. Ek olarak, diisiik propiyonik ve bitirik asit olusumunun
kullanilan suslarin 6zellikleri ve substratlarin igerdigi sekerlerin farkli bilesime sahip

olmasindan kaynaklanabilecegi de arastirmacilar tarafindan belirtilmistir.

Cizelge 4.12. B. animalis subsp. lactis ve L. acidophilus’un 48 saatlik fermantasyon
siiresi sonunda stevia iceren besiyeri 6rneklerindeki laktik, asetik, propiyonik, biitirik asit
ve toplam KZY A miktarlarma (g/L) ait LSD testi sonuglari

Bakteri » Lakf[ik Ase'gik Propiyonik BUtirik Toplam
Tird Besiyeri Cesidi N | Asit Asit Asit Asit .
@L) | QL) | (@@L | (L) |K&YA
22 %1 Stevia 2 | 1408 | 0040' | 0007* | o0031r | %078
g (—% %1 Stevia + %1 Inuhn 2 1 548e 0 126d 0 Ollab 0 0020 01139d
& %0,025 Stevia 2 ” . . | 0,074
5 = ' 1,255% | 0,058 0,012 0,004
@ %0,025 Stevia + %1 IHUIIH 2 1 150h 0.242° 0 004b 0 Olobc 012560
E %1 Stevia 2| 2,151° | 0,080° | goog® | 00150 | 9104
S | %I Stevia+ %l inilin | 2 | 1,695 | 0574° | o1 | oo0e | 9%
—c 1 1
g 90,025 Stevia 2 2,5782 0,069Ef 0,004b 0,0262 0109991‘
= 1%0,025 Stevia + %1 Iniili 2 | 2,292° | 0,982° | (o | 0005 | 0994
ANOVA
Besiyeri Cesidi 7 *x | *x | ns ‘ *x *x
Hata 8

(*) p<0,05 diizeyinde 6nemli  (**) p<0,01 diizeyinde 6nemli  (ns) 6nemli degil
Farkli harf tagtyan ortalamalar birbirinden farklidir.
"Toplam KZYA: Asetik Asit + Propiyonik Asit + Biitirik Asit

B. animalis subsp. lactis ve L. acidophilus’un 48 saatlik fermantasyon stresi sonunda
besiyeri 6rneklerinde meydana gelen laktik, asetik, propiyonik ve batirik asit miktarlari

Sekil 4.4°te verilmistir.
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(%]

B Biitirik asit
Propivonil asit

® Aszetil asit

7 W Laktik asit

Laktik Asit veToplam
KZY A Miktan (g/L)

(BL: B. animalis subsp. lactis, LA: L. acidophilus)

Sekil 4.4. B. animalis subsp. lactis ve L. acidophilus’un 48 saatlik fermantasyon siresi
sonunda besiyeri 6rneklerinde meydana gelen laktik asit ve toplam KZYA miktarlar1
(9/L) * (" Toplam KZY A: Asetik asit + Propiyonik Asit + Butirik Asit)

4.2. Stevia iceren yogurtlarin ozelliklerinin belirlenmesi

4.2.1. Stevia iceren yogurtlarin mikrobiyolojik 6zellikleri

Probiyotik sut drunleri tuketilinceye kadar igerdikleri probiyotik mikroorganizmalarin
canli kalabilmesi bu mikroorganizmalarin spesifik bir 6zelligidir. Probiyotik iriinde,
probiyotik mikroorganizmalar minimum 10° kob/g ve kabul edilebilir diizeyde ise 10’-
108 kob/g seviyesinde bulunmalidir (Lourens-Hattingh ve Viljoen 2001, Barat ve Ozcan
2018). Yapilan ¢alismada yogurt Orneklerinde canli hiicre sayisi agisindan stevianin
prebiyotik etkinliginin degerlendirilmesi amaciyla depolamanm 1., 7., 14., 21. ve 28.
gunlerinde L, LS, LSi, B, BS ve BSI 6rnek gruplarinda B. animalis subsp. lactis ve L.
acidophilus sayilar1 belirlenmistir. Mikrobiyolojik analiz sonucunda yogurt rneklerinde
belirlenen probiyotik bakteri sayilar1 Cizelge 4.13°te verilmistir. S6z konusu probiyotik

bakteri sayilar1 7,56 logio kob/g ile 9,00 logio kob/g arasinda degisim gostermistir.
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Cizelge 4.13. Kontrol grubu ve stevia katkili probiyotik yogurt drneklerindeki probiyotik
bakteri sayist (logio kob/g) degisimi

Yogurt Cesidi Depolama Siresi (Gin)

1 7 14 21 28

L 8,82 8,86 8,85 8,37 8,36

LS 9,00 8,87 8,78 8,61 8,65
LSI 8,65 8,95 8,83 8,77 8,72

B 8,21 8,70 8,54 8,43 7,60

BS 8,26 8,23 8,51 8,69 7,56
BSi 8,53 8,97 8,35 8,04 8,02
Minimum 8,21 8,23 8,35 8,04 7,56
Maksimum 9,00 8,97 8,85 8,77 8,72
Ortalama 8,58 8,76 8,64 8,48 8,15

Kontrol grubu ve stevia katkili probiyotik yogurt 6rneklerindeki probiyotik bakteri
sayilarina iliskin varyans analizi sonuglar1 Cizelge 4.14’te verilmistir. Varyans analizi
sonuglar1 incelendiginde; yogurt ¢esidi ve depolama siiresi farkliliklari ile yogurt ¢esidi X
depolama suresi interaksiyonunun istatistiksel agidan 6nemli oldugu goriilmektedir
(p<0,01) (Cizelge 4.14). Yogurt oOrneklerinin probiyotik bakteri sayilarindaki bu
degisikligin kiiltiir olarak kullanilan B. animalis subsp. lactis ve L. acidophilus tdrdrin
gelisme faktorleri ve metabolik aktivitelerindeki farklilik ile 6rneklerin bilesimlerinin

farkliligindan kaynaklandig diistiniilmektedir.

Kontrol grubu ve stevia katkili probiyotik yogurt 6rneklerindeki probiyotik bakteri sayisi
degisimine ait LSD testi sonuglar1 Cizelge 4.14’te verilmistir. Yogurt 6rneklerinde en
yiiksek probiyotik bakteri sayis1 L, LS ve LSI érneginde saptanirken; B. animalis subsp.

lactis iceren drneklerde ise daha diisiik diizeyde probiyotik bakteri belirlenmistir.

Bifidobacterium tirleri, anaerobik yapilari nedeniyle oksijen hasarma karsi
L. acidophilus'a gore daha hassastirlar. Bu nedenle Lactobacillus tirlerinin canliligini
strdurmesinde oksijen seviyeleri nadiren kritik olmaktadir. B. animalis subsp. lactis ise
fermente sut driinlerinden izole edilen Bifidobacterium tirleri arasinda oksijene orta
derecede tolerans gosteren bir turdir (Talwalkar ve Kailasapathy 2004). Donkor ve ark.

(2006) Bifidobacterium tiirlerinin normal kosullarda asidik ve diisiik pH’l1 ortama yiiksek
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duyarlilik gostermesine ragmen bu ozelligin bakteri susuna bagli olarak degiskenlik
gosterdigini  belirtmektedir. Ayrica Bifidobacterium tiirlerinin diisik depolama
sicakliklarma duyarli oldugu da ifade edilmektedir (Korbekandi ve ark. 2011).

Cizelge 4.14. Kontrol grubu ve stevia katkili probiyotik yogurt 6rneklerindeki probiyotik
bakteri sayisia (logio kob/g) ait LSD testi sonuglar1

Yogurt Cesidi N Bakteri Sayis1 (logio kob/g)
L 10 8,65%
LS 10 8,78%
LSI 10 8,78%
B 10 8,30°
BS 10 8,31°
BSI 10 8,38"
Depolama Suresi
1 12 8,58
7 12 8,76°
14 12 8,64°
21 12 8,48"
28 12 8,15¢
ANOVA
Ornek 5 ek
Depolama Siresi 4 **
Ornek x Depolama Suresi 20 **
Hata 30

(*) p<0,05duzeyinde 6nemli  (**) p<0,01 dizeyinde 6nemli
Farkli harf tastyan ortalamalar birbirinden farklidir.

Yapilan caligmalara ait verilerden yola cikilarak depolama siiresince ortamdaki oksijen
miktar1 ve pH degisimi ile depolama sicakliginin B. animalis subsp. lactis gelisimini
L. acidophilus’a gore daha fazla baskilayarak bakteri sayisindaki artigi kontrol altina
aldig1 soylenebilmektedir. Elde edilen bulgular incelendiginde stevia ve stevia + intlin
(LS, LSI, BS, BSI) katkili érneklerdeki bakteri sayismin kontrol érneklerine (L, B) gore
az da olsa daha yiiksek oldugu; stevia ilavesinin probiyotik bakteri gelisimini tegvik ettigi

sonucuna ulasilmstir.

Kontrol grubu ve stevia katkili probiyotik yogurt orneklerindeki probiyotik bakteri

sayisinin depolama siiresine ait LSD testi sonuglarina gore en yiksek probiyotik bakteri
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sayis1 8,76 logio kob/g ile 7. glinde; en diisiik probiyotik bakteri sayisi ise 8,15 logio kob/g
ile 28. ginde saptanmustir (Cizelge 4.14). Buna ek olarak 28 glnlik depolama stiresi
boyunca tim 6rneklerdeki probiyotik bakteri sayisinin; terapdtik etkinin goriilebilmesi

icin gerekli asgari diizeyin (>10° kob/g, Tian ve ark. 2015) iizerinde oldugu gériilmiistiir.

Gida isleme prosesi ve depolama esnasinda; pH, oksidatif stres ve depolama sicakligi gibi
probiyotiklerin hayatta kalmasini etkileyen bir¢ok faktoér bulunmaktadir (Tian ve ark.
2015). Buna ek olarak, potansiyel terapotik etkinin gorulebilmesi icin tiiketilen probiyotik
bakterilerin biiyiik ¢ogunlugunun gastrointestinal sistemden gegisleri sirasinda yararli
etki gosterdikleri hedef bolgelere ulasana kadar canliligini korumasi, ozelliklerini

kaybetmeden stabil kalmas1 6nemlidir (Doherty ve ark. 2012).

Kontrol grubu ve stevia katkili probiyotik yogurt orneklerindeki probiyotik bakteri
sayisinin depolamanin 7. giiniine kadar artis gosterdigi, 28. glinde ise azaldig1 tespit
edilmistir (Cizelge 4.14). Bu durumun; bakterilerin depolamanin ilk 7 giiniinde mevcut
optimum sartlarda gelisme ve aktivite gostermesi sonucu asitligin artmasi, ambalaj
materyalinin oksijen gecirgenligine bagl olarak oksijen miktarinin degismesi, olusan

metabolitlerin bakteri gelisimini baskilamasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir.

Sekil 4.5’te depolama suresi boyunca kontrol grubu ve stevia katkili probiyotik yogurt

orneklerindeki probiyotik bakteri sayismin degisim profili verilmistir.

= 95
£ 9
x ~
c <2
M - 085
2o
X FX g
55 3
> 215
Qo )
S 7
a 6.5

1. gun 7.gin 14gin 21.gun 28.gun
mL ®mLS w=wLSI =B ®mBS m=BSi

Depolama Siresi (Gin)

Sekil 4.5. Depolama siresi boyunca kontrol ve stevia katkili probiyotik yogurt
orneklerindeki probiyotik bakteri sayismnin (logio kob/g) degisimi

80



4.2.2. Stevia iceren yogurtlarin fizikokimyasal 6zellikleri

Yogurt jelinin olusumunda pH ve asitlik dnemli bir faktoér olup, kullanilan starter kiiltiirler
ve probiyotik bakterilerin fermantasyonu sonucunda laktozdan laktik asit meydana
gelmekte ve buna bagli olarak da pH siirekli azalmaktadir. pH’nin kazeinin pihtilasma
noktasina ulagsmasiyla da yogurdun jel yapis1t meydana gelmektedir (Donkor ve ark.
2006).

Genel olarak yogurdun asitlik degeri laktozun fermantasyonu sonucu olusan laktik asit
cinsinden ifade edilmektedir. Yogurt tiretiminde asitlik gelisimi, piht1 yapisinin olugmasi
ile konsistensin saglanmasi, duyusal karakteristikler ve aromanin olusumu, raf 6mriiniin
uzamasi agisindan énem tagimaktadir. Fermantasyon sirasinda bakterilerin sahip oldugu
yiiksek metabolik aktivite sogutma ve depolama siirecinde azalmakta ancak enzimatik
faaliyetler devam etmektedir. Bu nedenle de depolama suresi boyunca laktik asit
miktarinda artis meydana gelebilmekte; yogurdun fizikokimyasal, tekstiirel ve duyusal

ozellikleri degisebilmektedir (Athanasiadis ve ark. 2004, Playne ve Crittenden 2009).

Kontrol grubu ve stevia katkili probiyotik yogurt 6rneklerinin titrasyon asitligi degerleri
Cizelge 4.15’te verilmistir. Yogurt orneklerinin titrasyon asitligi degerleri %0,63 ile
%0,89 arasinda degisim gostermis; en diisiik asitlik degeri depolamanin 7. giliniinde, en
yiiksek asitlik degeri ise 28. giiniinde dl¢lilmiistiir (Cizelge 4.15). Yogurt 6rneklerinde
dlciilen titrasyon asitligi degerlerinin tamami, Tiirk Gida Kodeksi Fermente Siit Uriinleri
Tebligi’nde belirtilen titrasyon asitligi (laktik asit olarak agirlikca, %) degerlerine
(%0,60-1,50) uygun bulunmustur.

Depolama siiresince orneklerindeki titrasyon asitligi degisimine dair yapilan varyans
analizi sonucunda ise; yogurt ¢esidi, depolama siiresi farkliliklar1 ile yogurt cesidi x
depolama siiresi interaksiyonu istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur (p<0,01) (Cizelge
4.16).

Probiyotik yogurt drneklerinin titrasyon asitligi degerlerine iligkin LSD testi sonuglar1
Cizelge 4.16’da verilmistir. Yogurt Orneklerinde en yiiksek titrasyon asitligi degeri
(%0,87 ve %0,86) L ve LS 6rneginde; en diisiik asitlik degeri ise (%0,69) BS 6rneginde
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saptanmistir. Probiyotik yogurt drneklerinin asitlik ve buna baglh olarak pH degerleri
arasindaki farkliligin, probiyotik kiiltiirlerin tiire ve bilesime bagl olarak farkl1 aktivite
gostermesinden kaynaklandigi diistiniilmektedir. Elde edilen verilen incelendiginde
bakteri gelisiminde oldugu gibi, L. acidophilus’un kiiltiir olarak kullanildigi 6rnek
gruplarinda, B. animalis subsp. lactis kullanilarak iiretilen yogurtlara gore asitligin daha

fazla gelistigi goriilmektedir.

Cizelge 4.15. Kontrol grubu ve stevia katkili probiyotik yogurt drneklerinde titrasyon
asitligi (%) ve serum ayrilmasi (ml/25g) degerleri

Yogurt Titrasyon asitligi (%) Serum ayrilmasi (mL/25g)
Cesidi 1. 7. 14. 21. 28. il 7. 14, 21. 28.
Gun | GUn | GUn | GUn | Gun | Gun | Gun | Gun | Gun | GUn
L 0,85 | 0,88 | 0,84 | 0,87 | 0,89 | 1,30 | 1,22 | 1,22 | 1,25 | 1,12
LS 08 | 0,85 | 0,87 | 0,87 | 0,87 | 1,45 | 1,22 | 1,15 | 1,17 | 1,12
LSI 081 | 087 | 087 | 0,84 | 0,86 | 1,23 | 1,22 | 1,22 | 1,18 | 1,15
B 0,73 | 0,71 | 0,68 | 0,68 | 0,73 | 1,48 | 1,15 | 1,0 | 1,12 | 1,12
BS 0,75 | 0,67 | 0,65 | 0,68 | 0,71 | 1,23 | 1,43 | 1,02 | 1,15 | 1,12
BSI 0,83 | 0,63 | 0,65 | 0,68 | 0,70 | 1,05 | 1,07 | 0,92 | 0,98 | 1,00
Minimum 0,73 | 0,63 | 0,65 | 0,68 | 0,70 | 1,05 | 1,07 | 0,92 | 0,98 | 1,00
Maksimum 0,85 | 0,88 | 0,87 | 0,87 | 0,89 | 1,30 | 1,22 | 1,22 | 1,25 | 1,15
Ortalama 0,80 | 0,77 | 0,76 | 0,77 | 0,79 | 1,18 | 1,17 | 1,12 | 1,13 | 1,11

Yogurt 6rneklerinde depolama siiresince en diisiik titrasyon asitligi (%0,76) 14. glinde,
en yiiksek titrasyon asitligi (%0,80) ise 1. giinde saptanmuistir. Probiyotik yogurt olusumu
sirasinda kiiltiir olarak kullanilan bakteriler ¢cok yiliksek bir metabolik aktiviteye sahiptir
ve sogutma sonrasinda enzimatik aktivite devam etmesine ragmen yavaslamaktadir. Bu
nedenle, inkiibasyonun tamamlanmasindan sonra depolama sirasinda yogurttaki laktik

asit miktarinda bir artis meydana gelmektedir (Akin ve Ozcan 2017).

Serum ayrilmasi, yogurtlarda distan gelen Onemli bir etki olmaksizin jel fazinin
zayiflamasi sonucu meydana gelen su ya da serum olarak tanimlanmakta; yogurttaki piht1
stabilitesinin 6zelliginin belirlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Buna ek olarak
yogurtlarm depolama siiresi boyunca geliserek iiriin kabul edilebilirligini azaltan bir hata

olarak degerlendirilmektedir (Lucey 2001, Salvador ve Fiszman 2004).

82



Cizelge 4.16. Kontrol grubu ve stevia katkili probiyotik yogurt drneklerinde titrasyon
asitligi (%) ve serum ayrilmasit (ml/25g) miktarina ait LSD testi sonuglar1

Titr n Asitligi rum Ayrilmasi
Yogurt Cesidi N t asy(‘; %) sitligi | Se ‘EmL /§5g) as
L 15 0,87° 1,228
LS 15 0,86° 1,16
LSi 15 0,85° 1,20®
B 15 0,71° 1,13%
BS 15 0,69¢ 1,10°
BSI 15 0,70% 1,01°
Depolama Siresi (Glin)
1 18 0,80% 1,18
7 18 0,77 1,17%®
14 18 0,76¢ 1,12¢
21 18 0,77° 1,13
28 18 0,79° 1,11°
ANOVA
Ornek (O) 5 ol xx
Depolama Siiresi (D) 4 ** **
OxD 20 *x ns
Hata 60

(*) p<0,05dizeyinde 6nemli  (**) p<0,01 diizeyinde 6nemli (ns) 6nemli degil
Farkli harf tasiyan ortalamalar birbirinden farklidir.

Kontrol grubu ve stevia katkili probiyotik yogurt 6rneklerinde serum ayrilmasi degerleri
Cizelge 4.15’te verilmistir. Orneklerde serum ayrilmas1 degerleri 0,92 mL/25g ile 1,30
mL/25g arasmnda degisim gdstermistir. Ortalama serum ayrilmasit degerleri
incelendiginde ise en diisiik degerin (1,11 mL/25g) depolamanin 28. giiniinde, en yiiksek
degerin (1,18 mL/25g) ise 1. giiniinde 6l¢iildiigii goriilmektedir.

Yogurt 6rneklerindeki serum ayrilmasi degerlerine ait varyans analiz sonuglarina gore;
Olglilen serum ayrilmasi degerlerindeki yogurt ¢esidi ve depolama siiresi farkliliklar1
istatistiksel agidan p<0,01 diizeyinde 6nemli bulunurken, yogurt ¢esidi x depolama s(resi

onemsiz bulunmustur (p>0,01;0,05) (Cizelge 4.16).

Kontrol grubu ve stevia katkili probiyotik yogurt Orneklerinin serum ayrilmasi
degerlerine ait LSD testi sonuglar1 incelendiginde en yliksek serum ayrilmasi degeri (1,22

mL/25g) L 6rneginde, en diisiik serum ayrilmas1 degeri (1,01 mL/25g) ise BSI &rneginde
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saptannustir (Cizelge 4.16). Orneklerin serum ayrilmasi degerlerinin; jelin asitligi, capraz
bagli ag yapist ve jellesme kapasitesindeki farkliliklarla ilgili olabilecegi

distiniilmektedir.

Probiyotik yogurt 6rneklerinin serum ayrilmasi degerlerinin depolama siiresine iliskin
LSD testi sonucglarina gore en yiiksek serum ayrilmasi degeri (1,18 mL/25g) depolamanin
1. giiniinde, en diisiik serum ayrilmasi degeri (1,11 mL/25g) ise 28. giinde saptanmistir
(Cizelge 4.16). Kontrol ve stevia katkili probiyotik yogurt drneklerinin serum ayrilmasi
degerlerinin depolama siiresince azaldigr goriilmekte ve bu durumun probiyotik
bakterilerin metabolik faaliyetleri sebebiyle protein matriksi iizerindeki net basincin

azalmasina bagli olarak gelistigi diisiiniilmektedir (Sahan ve ark. 2008).

Sekil 4.6’da depolama siiresi boyunca kontrol grubu ve stevia katkili probiyotik yogurt

orneklerinin titrasyon asitligi (%) ve serum ayrilmasi (mL/25g) degerleri goriilmektedir.

||| || ||| |I ||| |I ||| || ||| || (a)

1. Gln 7. Gin 14. Gln 21. Gin 28. Glin

12

[any
o

(o}

Titrasyon Asitligi
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N

14
1.3
12

11
(b)
0.9
0.8
0.7

0.6
1.Gun 7.Gun 14.Giin 21.Gln 28.Gun

Serum Ayrilmasi
(ml/25g)

EL ®mLS w=LSi B mBS mBSI
Depolama Stresi (Gin)

Sekil 4.6. Depolama suresi boyunca kontrol grubu ve stevia katkili probiyotik yogurt
orneklerinde titrasyon asitligi (%) (a) ve serum ayrilmasi (ml/25g) (b) degerleri
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Renk, gidalarin tiiketici tarafindan degerlendirilmesi ve tercih edilmesinde etkili olan en
onemli kriterlerden biridir. Bu nedenle uygulanan renk analizinde, probiyotik yogurt
ornekleri L, a ve b olmak tizere ti¢ farkli parametre agisindan degerlendirilmistir. L, O
(siyah) ile 100 (beyaz) arasinda deger almakta ve parlakligs; a, -120 ile 120 arasinda deger
alarak kirmizilik/yesillik; b ise -120 ile 120 araliginda deger alarak sarilik/mavilik
degerini ifade etmektedir. Yogurt orneklerinde L degerleri 70,86 ile 74,61 arasinda
degisiklik gostermis; ortalama L degerlerine gore en diisiik deger (72,09) depolamanin
28. giiniinde, en yiiksek deger (73,81) ise 1. glinde belirlenmistir (Cizelge 4.17).

Yogurt 6rneklerinde belirlenen a degerleri -3,11 ile -2,51 arasinda degisim gostermistir.

Ortalama a degerleri incelendiginde ise en diisiik deger (-2,80) depolama siresinin 14.
giiniinde oOlciiliirken, en yiiksek deger (-2,63) 28. giinde Olciilmiistiir (Cizelge 4.17).
Yogurt 6rneklerinde belirlenen b degerleri 6,72 ile 8,23 arasinda degisim gostermistir.
Cizelge 4.17°de belirtilen ortalama b degerlerine gore en diisiik deger (7,07) depolamanin
1. gliniinde, en yiiksek deger (7,78) ise 28. giinde saptanmustir.

Probiyotik yogurt orneklerinde renk parametrelerine (L, a ve b) dair varyans analizi
sonuglarina gore; yogurt orneklerinin L ve a degerleri arasindaki yogurt gesidi ve
depolama siiresi farkliliklari ile yogurt ¢esidi ve depolama siiresi interaksiyonu istatiksel
acidan 6nemli bulunmustur (p<0,01). Yogurt 6rneklerinin b degerleri arasindaki yogurt
cesidi ve depolama siiresi farkliliklar: istatiksel ac¢idan (p<0,01) 6nemli bulunurken;
yogurt ¢esidi ve depolama siiresi interaksiyonu ise 6nemli bulunmamistir (p>0,01;0,05)

(Cizelge 4.18).

Probiyotik yogurt 6rneklerinin L, a ve b degerlerine ait LSD testi sonuglar1 Cizelge
4.18de verilmistir. En yliksek L degeri (73,12) LSI 6rneginde, en yiiksek a degeri (-2,46)
B o6rneginde ve en yiiksek b degeri (7,84) ise yine B orneginde saptanmstir (Cizelge
4.18). Orneklerin L, a ve b degerlerinin depolama siiresine iliskin LSD testi sonuglarina
gore depolama suresince en yiiksek L degeri (73,81) 1. giinde, en yiiksek a degeri (-2,63)
ve en yiksek b degeri (7,78) ise 28. giinde belirlenmistir. Bulgular incelendiginde
depolama siiresince yogurt drneklerinde L degeri yani parlaklik azalirken; b degerinin

yani sarilik derecesinin artt1g1 goriilmektedir (Cizelge 4.18).

85



98

Cizelge 4.17. Kontrol grubu ve stevia katkili probiyotik yogurt 6rneklerinin L, a ve b degerlerindeki degisim

Yogurt

Cesidi L a b

1. 7. 14, 21. 28. 1. 7. 14, 21. 28. 1. 7. 14, 21. 28.
Gln Gin | Gin Gin Gin Gin Gin Gin Gin Gin Gin Gin Gin Gin Gin
L 73,58 | 73,16 | 73,34 | 72,77 | 72,41 | -2,87 -2,76 -2,78 -2,64 -2,60 6,73 7,27 7,44 7,37 7,65
LS 73,27 | 72,93 | 72,30 | 72,2 72,68 | -2,95 -2,90 -2,79 -2,72 -2,60 7,21 7,31 7,75 7,62 7,92
LSi 73,22 | 73,17 | 73,03 | 73,28 | 72,89 | -2,88 -2,69 -2,72 -2,68 -2,54 6,87 6,99 7,14 7,12 7.47
B 7461 | 72,81 | 72,41 | 7153 | 71,02 | -2,90 -2,78 -2,76 -2,68 -2,58 7,39 7,59 7,90 8,23 8,11
BS 73,84 | 72,3 | 72,02 | 71,79 | 72,07 | -2,51 -2,66 -2,68 -2,56 -2,66 7,47 7,65 7,80 7,66 7,56
BSi 74,35 | 72,46 | 70,86 | 71,18 | 71,47 | -2,62 -2,92 -3,11 -2,91 -2,83 6,72 6,94 7,06 7,10 7,99
Minimum | 73,58 | 72,46 | 70,86 | 71,18 | 71,47 | -2,95 -2,92 -3,11 -2,91 -2,83 6,72 6,94 7,06 7,10 7,47
Maksimum | 74,61 | 73,17 | 73,34 | 73,28 | 72,89 | -2,51 -2,66 -2,68 -2,56 -2,54 7,47 7,65 7,90 8,23 8,11
Ortalama | 73,81 | 72,81 | 72,32 | 72,13 | 72,09 | -2,79 -2,79 -2,80 -2,70 -2,63 7,07 7,29 7,51 7,52 7,78




Cizelge 4.18. Kontrol grubu ve stevia katkili probiyotik yogurt 6rneklerinin L, a ve b
degerlerine ait LSD testi sonuglar1

Yogurt Cesidi N L a b

L 15 73,05® -2,73¢ 7,29¢

LS 15 72,68 -2,79¢ 7,56°

LSi 15 73,122 -2,70™ 7,12¢

B 15 72,47% -2,46° 7,842

BS 15 72,41% -2,61° 7,63

BSI 15 72,06¢ -2,88¢ 7,16°

Depolama Siresi (Gln)

1 18 73,81° -2,79 7,07

7 18 72,81° -2,79™ 7,29

14 18 72,32° -2,80° 7,51°

21 18 72,13° -2,70P 7,52°

28 18 72,09° -2,63? 7,78°

ANOVA
Ornek (O) 5 *% o *x
Depolama Siresi (D) 4 EaEe ** faie
OxD 20 *k & ns
Hata 60

(*) p<0,05dizeyinde 6nemli  (**) p<0,01 diizeyinde 6nemli (ns) 6nemli degil
Farkli harf tasiyan ortalamalar birbirinden farklidir.

Elde edilen veriler incelendiginde, parlakligi ifade eden L degerinin L grubu 6rneklerde
(L, LS ve LSI), B grubu (B, BS ve BSI) 6rneklere gore daha yiiksek oldugu yani L grubu
orneklerin daha parlak bulundugu goériilmektedir. Bu durumun yogurt tiretiminde kiiltiir
olarak kullanilan iki bakterinin (B. animalis subsp. lactis ve L. acidophilus) metabolik

faaliyetleri ve fermantasyon seyrindeki farkliliklardan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.

28 glnluk depolama siiresi boyunca kontrol grubu ve stevia katkili probiyotik yogurt

orneklerinin L, a ve b degerlerinin degisimi Sekil 4.7’de gorilmektedir.
4.2.3. Stevia iceren yogurtlarin tekstiirel 6zellikleri

Maksimum kuvvet olarak tanimlanan firmness ya da piht1 sikiligi degeri yogurt
kalitesinin belirlenmesinde etkili olan parametrelerden biridir (Izadi ve ark. 2015).
Probiyotik yogurt drneklerinin sikilik degerleri 114,60 g ile 208,71 g arasinda degisim
gostermistir. Ortalama sikilik degeri incelendiginde ise en diisiik deger (139,98 g)
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depolamanin 1. giiniinde ve en yiiksek deger (158,63 g) 28. giinde saptanmustir (Cizelge
4.19).
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Sekil 4.7. Depolama suresi boyunca kontrol grubu ve stevia katkili probiyotik yogurt
orneklerinde L (a), a (b) ve b (c) degerleri
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Probiyotik yogurt 6rneklerinin sikilik degerlerine ait varyans analiz sonuglarina gore;
orneklerin sikilik degerleri arasindaki yogurt ¢esidi ve depolama siiresi farkliliklari ile

yogurt ¢esidi X depolama siiresi interaksiyonu istatiksel acidan 6nemli bulunmustur
(p<0,01) (Cizelge 4.20)

Probiyotik yogurt 6rneklerinin sikilik degerlerine iliskin LSD testi sonuglar1 Cizelge
4.20’de verilmistir. Yogurt 6rneklerinde en yiiksek sikilik degeri 194,98 g ile B 6rneginde
belirlenmis; genel olarak L. acidophilus igeren 6rneklerde ise daha diisiik sikilik degerleri
saptanmugtir. Yogurt iiretiminde kullanilan kiiltiir ¢esidi, iiriiniin asitligi ve protein

matriksi; yogurt sikilik degerini etkileyen faktorler arasinda yer almaktadir.

Kontrol grubu ve stevia katkili probiyotik yogurt 6rneklerinin sikilik degerlerine iliskin
LSD testi sonuglarina gore; depolama siiresince en yiiksek sikilik degeri (158,63 g) 28.
gunde ol¢tilmiistiir (Cizelge 4.20). Sodini ve ark. (2004) uzun depolama siiresinin yogurt
orneklerinin bazi tekstiirel 6zellikleri tizerinde etkili oldugunu; bu durumun asitlik ve

kazein hidratasyonundaki artistan kaynaklanabilecegini ifade etmislerdir.

Konsistens degeri, iiriiniin yogunlugu hakkinda bilgi vermekte ve tekstiir analiz
grafiginde pozitif egrinin altinda kalan alanin hesaplanmasi ile belirlenmektedir. Yiiksek
konsistens degeri iiriiniin kivamli ve yiiksek yogunluga sahip iirlinii ifade etmektedir.
Kontrol grubu ve stevia katkili probiyotik yogurt orneklerinin konsistens degerleri
1337,18 gs ve 3138,27 gs arasinda degisim gostermistir. Ortalama konsistens degerleri
incelendiginde en disiik konsistens degeri (2149,91 gs) depolamanin 21. giiniinde en

yiiksek konsistens degeri (2375,47 gs) ise 14. giinde saptanmustir (Cizelge 4.19).

Probiyotik yogurt 6rneklerinin konsistens (gs) degerlerine ait varyans analizine gore;
orneklerin konsistens degerleri arasindaki farklilik yogurt ¢esidi agisindan istatistiksel
olarak p<0,01 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Depolama siiresi farkliliklar: ile yogurt
¢esidi ve depolama siiresi interaksiyonu ise istatiksel a¢idan onemsiz bulunmustur

(p>0,01;0,05) (Cizelge 4.20).
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Yogurt 6rneklerinin konsistens degerlerine ilisgkin LSD testi sonuglar1 Cizelge 4.20°de
verilmistir. Probiyotik yogurt 6rneklerinde en yiiksek konsistens degeri 3033,59 gs ile B
orneginde, en diisiik konsistens degeri ise 1907,84 gs ile LSI 6rneginde tespit edilmistir
(Cizelge 4.19). Yogurt pihtisinin 6lgiilebilen reolojik 6zelliklerinden biri olan konsistens
degeri; toplam kuru madde ve protein orani basta olmak tlizere denatiire serum proteinleri
orani, denatiire serum proteinleri ile k-kazein interaksiyonu, prebiyotik substrat ¢esidi ve
miktar;, pH degisimi gibi pek cok faktdrden etkilenmektedir (Puvanenthiran ve ark.
2002). Yogurt o6rneklerinin konsistens degerleri incelendiginde prebiyotik potansiyeli
arastirilan stevianin ve prebiyotik bir substrat olan inulinin miktarmin peynir alt1 suyu
proteinleri ve k-kazein arasindaki etkilesim ve misel stabilitesini ve yogurt konsistensini

etkiledigi diistiniilmektedir.

Kontrol grubu ve stevia katkili probiyotik yogurt orneklerinin depolama boyunca
konsistens degerlerine iliskin LSD testi sonuglar1 Cizelge 4.20°de verilmistir. Elde edilen
veriler incelendiginde; konsistens degerinin depolama siiresince arttigi ancak istatiksel

acidan onem tasimadigi sonucuna ulasilmaktadir (p>0,01;0,05).

I¢c yapiskanlik degeri; maksimum negatif kuvvet olarak tanimlanmakta, giiclii bir bag
olusumu ve yogurdun yapisal bir biitiinliikk gostermesiyle iliskilendirilmektedir. Tekstiir
analizinde uygulanan ikinci sikistirma sonrasindaki pozitif alan, birinci sikistirmadaki
pozitif alana oranlanarak i¢ yapiskanlik degeri hesaplanmaktadir (Peng ve ark. 2009,
Delikanli ve Ozcan 2014). Stevia katkili probiyotik yogurt 6rneklerinin i¢ yapiskanlik
degerleri -53,08 g ile -92,79 g arasinda degisim gostermistir. Ortalama i¢ yapigskanlik
degerleri incelendiginde en diisiik degerin (-65,38 g) depolamanin 1. giiniinde, en yiiksek
degerin (-73,74 g) ise 21. giinde belirlendigi goriilmektedir (Cizelge 4.19).

Kontrol ve stevia katkili probiyotik yogurt drneklerinin i¢ yapiskanlk (g) degerlerine
iliskin varyans analizine gore; drneklerin konsistens degerleri arasindaki farklilik yogurt
cesidi agisindan onemli (p<0,05) bulunurken; depolama siiresi farkliliklar ile yogurt
¢esidi ve depolama siiresi interaksiyonu ise 6nemsiz bulunmustur (p>0,01;0,05) (Cizelge
4.20).
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Cizelge 4.19. Kontrol grubu ve stevia katkili probiyotik yogurt 6rneklerinin teksttrel 6zellikleri

Yogurt Sikilik (Firmness, g) Konsistens (gs)
Cesidi

1. Gin 7.GuUn | 14.Gun | 21. Gun | 28. Gun 1. Gin 7.GUn 14. Gun 21. Giln 28. Giun
L 136,26 134,95 137,44 130,00 131,56 2098,57 2098,37 2142,43 2158,67 2108,53
LS 121,69 112,55 136,15 142,53 144,63 1954,32 1990,91 2184,54 2207,55 2247,56
LSI 123,72 136,61 116,01 106,26 135,91 1902,56 2115,69 1795,69 1739,80 1975,35
B 173,60 196,84 196,21 199,53 208,71 2815,48 3015,09 3104,13 3128,30 3138,27
BS 168,22 159,64 153,18 162,53 156,50 2318,93 2508,37 2314,45 2327,98 2323,83
BSI 116,44 115,87 114,60 117,85 174,49 2129,35 1740,53 2711,58 1337,18 2242,63
Minimum 116,44 115,87 114,60 117,85 131,56 2098,57 1740,53 2142,43 1337,18 2108,53
Maksimum 173,60 196,84 196,21 199,53 208,71 2815,48 3015,09 3104,13 3128,30 3138,27
Ortalama 139,98 142,74 142,26 143,12 158,63 2203,20 224483 2375,47 2149,91 2339,36




c6

Cizelge 4.19. Kontrol grubu ve stevia katkili probiyotik yogurt 6rneklerinin tekstiirl 6zellikleri (devamr)

Yogurt I¢ Yapiskanhk (g) Viskozite indeksi (gs)
Cesidi

1. Gun 7. GUn 14. Gin 21. Gin 28. Gin 1. Gin 7.GUN 14. Gln 21. GiUn 28. GlUn
L -54,83 -60,97 -65,71 -63,16 -64,74 -97,06 -97,76 -98,70 -100,67 -102,92
LS -53,08 -59,70 -67,40 -71,41 -73,34 -91,31 -95,27 -103,44 -107,58 -108,67
LSI -62,53 -75,03 -63,38 -55,04 -65,89 -93,17 -114,35 -95,92 -84,51 -112,47
B -82,74 -79,63 -83,65 -82,66 -84,29 -199,90 -199,74 -189,23 -195,53 -179,35
BS -77,93 -81,11 -78,43 -77,37 -72,21 -136,28 -139,89 -136,00 -128,37 -108,88
BSI -61,16 -57,09 -69,03 -92,79 -65,64 -112,65 -91,92 -102,95 -110,61 -117,06
Minimum -53,08 -57,09 -63,38 -55,04 -64,74 -91,31 -91,92 -95,92 -84,51 -102,92
Maksimum -82,74 -81,11 -83,65 -92,79 -84,29 -199,90 -199,74 -189,23 -195,53 -179,35
Ortalama -65,38 -68,92 -71,27 -73,74 -71,02 -121,73 -123,15 -121,04 -121,21 -121,56




Yogurt 6rneklerinin i¢ yapiskanlik (g) degerlerine ait LSD testi sonuglar1 Cizelge 4.20°de
verilmistir. Probiyotik yogurt drneklerinde en yiksek i¢ yapiskanlik degeri -82,59 g ile B
orneginde, en diislik i¢ yapiskanlik degeri ise -61,95 g ile L 6rneginde belirlenmistir
(Cizelge 4.20). Tunick (2000), yogurttaki i¢ yapiskanliktan protein matriksinin sorumlu
oldugunu belirtmektedir.

Elde edilen bulgulara gore; B grubu orneklerinin i¢ yapigskanlik degerleri L grubu
orneklerinden daha ytliksek bulunmustur. Yiiksek bir i¢ yapigkanlik degerinin giiclii bir
jel yapisiyla iliskili oldugu bilinmektedir. Bu dogrultuda B. animalis subsp. lactis
kullanilarak iiretilen yogurt 6rneklerinde daha giiglii bir jel yapisinin olustugu sonucuna

ulasilabilmektedir.

Stevia katkili probiyotik yogurt orneklerinin depolama siiresince i¢ yapiskanlik (g)
degerlerine iliskin LSD testi sonuglar1 Cizelge 4.20’de verilmistir. Elde edilen veriler
incelendiginde; i¢ yapiskanlik degerinin depolama siiresince stabil kaldigi sonucuna

ulasilmaktadir.

Yogurtlarda viskozite indeksi; fermantasyon sirasinda meydana gelen fizikokimyasal ve
biyokimyasal degisimlere bagli olarak kazein misellerinin agregasyonu ve jel olusumu ile
iligkilendirilmektedir (Singh ve Kim 2009). Kontrol ve stevia katkili probiyotik yogurt
orneklerinin viskozite indeksi degerleri -84,51 gs ile -199,06 gs arasinda degisim
gostermistir. Ortalama viskozite indeksi degerleri incelendiginde ise en diisiik deger
(-121,04 gs) depolamanin 14. giiniinde ve en yuksek deger (-123,15 gs) ise 7. gunde
saptanmistir (Cizelge 4.19).

Stevia katkili probiyotik yogurt 6rneklerinin viskozite indeksi degerlerine ait LSD testi
sonuglar1 Cizelge 4.20°de verilmistir. Probiyotik yogurt 6rneklerinde en yiiksek viskozite
indeksi degeri -192,75 gs ile B 6rneginde, en diisiik viskozite indeksi degeri ise -99,42 gs
ile L 6rneginde belirlenmistir (Cizelge 4.20).

93



76

Cizelge 4.20. Kontrol grubu ve stevia katkili probiyotik yogurt 6rneklerinin tekstirel 6zelliklerine ait LSD testi sonuglari

Yogurt Cesidi N Sikihk (Firmness, g) Konsistens(gs) | I¢ Yapiskanhk (g) | Viskozite Indeksi (gs)
L 15 133,35¢ 2121,31™ -61,95¢ -99,42°
LS 15 131,51° 2116,98™ -64,99 -101,39°
LSi 15 123,71° 1907,84¢ -63,11% -99,49¢
B 15 194,98° 3033,59° -82,59° -192,75°
BS 15 160,01° 2358,71° -77,41% -129,80°
BSi 15 127,67° 1968,98° -69,14%¢ -106,97"
Depolama
1 18 139,99° 2203,21° -65,38% -121,73°
7 18 142,74° 2244 ,83% -68,92° -123,15°
14 18 142,27° 2375,47° 71,272 -121,04°
21 18 143,12° 2149,90° 73,742 121,218
28 18 158,63° 2339,36° -71,022 -121,56°
ANOVA
Ornek (0) 5 ok ok * **
Depolama Siresi (D) 24 ** ns ns ns
OxD 20 *k ns ns ns
Hata 60

(*) p<0,05 diizeyinde dnemli

(**) p<0,01 diizeyinde 6nemli
Farkli harf tastyan ortalamalar birbirinden farklidir.

(ns) 6nemli degil




Elde edilen bulgular incelendiginde; B grubu 6rneklerinin viskozite indeksi degerlerinin
L grubu orneklerine gore daha yiksek oldugu goriilmektedir. Bu durum Kiltir olarak
kullanilan bakterinin, Uriiniin vizkozite indeksi ve diger tekstiirel 6zellikleri tizerine etkili
olmasindan kaynaklanmakta ve farkl kiiltiirler kullanilarak iiretilen yogurt 6rneklerinin
jel yapisindaki farkliliklar: ortaya koymaktadir. Genel olarak stevia ve stevia + indlin
katkili orneklerin viskozite indeksi degerleri benzer bulunmustur. Prebiyotik substrat
olarak degerlendirilen stevia ve bifidojenik faktor olan indlinin, protein-su hidrofilik
reaksiyonu dolayisiyla su tutma kapasitesini ve viskozite indeksini attirmasi elde edilen

veriler Gzerinde etkili olmustur.

Stevia katkil1 probiyotik yogurt 6rneklerinin depolama siiresi boyunca viskozite indeksi
(gs) degerlerine iliskin LSD testi sonuglar1 Cizelge 4.20’de verilmistir. Elde edilen
bulgular incelendiginde; viskozite indeksi degerinin depolama siiresince stabil kaldig1 ve

istatiksel agidan 6nem tagimadigi sonucuna ulagilmaktadir.

Sekil 4.8’de kontrol grubu ve stevia katkili probiyotik yogurt 6rneklerinin depolama
stresi boyunca sikilik, konsistens, i¢ yapiskanlik ve viskozite indeksi degerlerindeki

degisim goriilmektedir.

4.2.4. Stevia iceren yogurtlarin duyusal ozellikleri

Duyusal 6zellikler, gidanin tiiketici tarafindan degerlendirilmesinde satin alma ve tiiketim
kararmi etkileyen en 6nemli unsurdur. Duyusal degerlendirmenin ilkeleri; tiiketici
tepkilerinin  olusturulmasi, Olclilmesi, analizi ve sonuglarin  yorumlanmasini
kapsamaktadir (Altug-Onogur ve Elmac12011). Stevia katkili probiyotik yogurt 6rnekleri
goriiniis, yap1 ve tekstiir, koku, renk, aroma yogunlugu, tat, duyusal asitlik ve genel kabul
edilebilirlik parametreleri agisindan maksimum 5 puan iizerinden degerlendirilmis,
yapilan analiz sonucunda elde edilen degerler Cizelge 4.21°de verilmistir. Bulgular tim
duyusal degerlendirme parametreleri acisindan incelendiginde panelistler tarafindan

verilen puanlarin 4,42 ile 5,00 arasinda degisim gosterdigi goriilmektedir.
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Probiyotik yogurt Orneklerinin duyusal degerlendirme testi degerlerine ait varyans
analizine gore; goriiniig, yap1 ve tekstiir, renk, aroma yogunlugu, tat, duyusal asitlik ve
genel kabul edilebilirlik parametreleri agisindan 6rneklerin yogurt ¢esidi ve depolama
stiresi farkliliklar1 istatistiksel olarak p<0,01 diizeyinde 6nemli bulunurken; yogurt cesidi
ve depolama siiresi interaksiyonu ise onemli bulunmamistir (p>0,01;0,05). Varyans
analizi verileri koku parametresi agisindan incelendiginde; yogurt ¢esidi ve depolama
stiresi farkliliklarmin istatistiksel olarak p<0,01 diizeyinde, yogurt ¢esidi ve depolama
stiresi interaksiyonunun ise p<0,05 duzeyinde 6nemli bulundugu gériilmektedir (Cizelge
4.22).

Yogurt Orneklerinin duyusal degerlendirme parametreleri puanlarina ait LSD testi
sonuglar1 Cizelge 4.22°de verilmistir. Probiyotik yogurt orneklerinde en diisiik puan
duyusal asitlik agisindan, BS (4,70) ve BSI (4,69) drneginde; en yiiksek puan ise renk
acindan 4,99 ile L, LS, LSi ve 4,98 ile B 6rneginde belirlenmistir (Cizelge 4.22). Goriiniis,
yap1 ve tekstiir, renk, aroma yogunlugu, tat, duyusal asitlik ve genel kabul edilebilirlik
acisindan L grubu drnekler (L, LS, LSI), B grubu 6rneklere (B, BS, BSI) gore daha cok
begenilmis ve tercih edilmistir. Bu durumun L grubu 6neklerin iiretiminde kiiltiir olarak
kullanilan bakteri tiiriiniin (Lactobacillus acidophilus) sekillendirdigi fermantasyonun
seyri ve olusturdugu aroma metabolitleri ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica
depolama siiresince tiim duyusal degerlendirme parametrelerine ait puanlarmn artis

gosterdigi de saptanmustir.

Depolama siiresi; probiyotik bakterilerin biiylimesi, pH gelisimi ve sineresise bagl olarak
yogurtlarin renk, aroma ve yapisal 6zelliklerini 6nemli 6lglde etkilemektedir (Aryana ve
McGrew 2007). Probiyotik yogurt Orneklerinin depolama siiresince duyusal
degerlendirme sonuglarma iliskin LSD testi incelendiginde en yiiksek puan degeri renk
parametresi agisindan depolamanin 28. (5,00) ve 14. (4,99) giiniinde, goriiniis agisindan
(4,99) ise depolamanin 14. ve 28. giinlinde verilmistir. Elde edilen verilere gore yap1 ve
tekstiir, duyusal asitlik ve genel kabul edilebilirlik 6zellikleri agisindan panelist puanlari
depolama boyunca artma egilimi gostermistir. Fermantasyonun 1. ve 14. glinleri arasinda

genel kabul edilebilirlik puaninin siirekli olarak arttig1 tespit edilmistir (Cizelge 4.22).
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Cizelge 4.21. Kontrol grubu ve stevia katkili probiyotik yogurt 6rneklerinin duyusal degerlendirme puanlari

. Goriiniis Yapi ve Tekstir Koku Renk
Yogurt
Cesidi
1. 7. | 14. | 21. | 28. | 1. 7. | 14. | 21. | 28. | 1. 7. | 14. | 21. | 28. | 1. 7. | 14. | 21. | 28.
GUn | GUNn | GUn | GUn | GUNn | GUn | Gin | Gln | GUn | GUn | Gln | GUn | GUn | Gin | GUn | GUn | GUn | GUn | GUn | GUn
L 49214,99|4,98|4,98|5,00|4,75[4,94|4,90|4,98|4,92|4,97|4,99|4,98|4,97 | 5,00 |5,00]|5,00 |5,00|4,98]5,00
LS 4,9314,93|5,00|4,95|4,99|4,63|4,80|4,88|4,85|4,93|4,70|4,83|4,96|4,87|4,97|4,90|4,99|5,00|5,00 | 5,00
LSi 4,92 14,92 |5,00|5,00|500|4,88|4,91|4,92|4,98|4,91|4,95|4,94|4,98|4,97|4,96|4,98|4,99|5,00|5,00 | 5,00
B 4,97 14,96 | 4,98 |5,00|5,00(4,92|4,90|4,94|4,88|5,00|4,90|4,88|4,98|4,98|4,96 |4,95|5,00|5,00|5,00 5,00
BS 4,87 |4,87|4,98|4,93|4,96|4,73|4,72|4,88|4,85[4,91|4,73|4,88|4,90|4,93|4,96|4,90|4,94|4,98|4,95|5,00
BSi 4,97 14,80|4,98|4,85|4,97|4,80|4,82|4,98|4,85|4,89|4,70|4,87|4,90|4,88|4,96|4,92|4,93|4,98|4,90 | 5,00
Minimum 487|4,80|4,98|4,85|4,96|4,63|4,72|4,88|4,85|4,89|4,70|4,83|4,90|4,87|4,96(4,904,93|4,98|4,90|5,00
Maksimum | 4,97 | 4,99 |5,00| 5,00 | 5,00|4,92|4,94| 4,98 | 4,98 | 5,00 | 4,97 | 4,99 | 4,98 | 4,98 | 5,00 | 5,00 | 5,00 | 5,00 | 5,00 | 5,00
Ortalama 49314,91|4,99|4,95|14,99|4,79|4,85(4,92|4,90|4,93|4,83[4,90|4,95|4,93|4,97(4,94|4,98|4,99|4,97|5,00
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Cizelge 4.21. Kontrol grubu ve stevia katkili probiyotik yogurt 6rneklerinin duyusal degerlendirme puanlari (devami)

. Aroma Yogunlugu Tat Duyusal Asitlik Genel Kabul Edilebilirlik
Yogurt
> T | 7. 14 (21 (28 | 1. [ 7. [14 [21. [28. | 1. [ 7. [14. [21. [28. | 1. | 7. | 14 [ 21. | 28.
GUn | GUn | GUn | Gin | Gin | GUn | Gin | Gin | GUn | GUn | Gln | GUn | GUn | GUn | GUn | GUn | GUn | GUn | GUn | GUn
L 468|496 |4,96|4,93(4,90|4,67(4,93|4,90(4,93|4,87(4,80|4,97|4,90|4,92|4,90|4,85|4,96|4,92|4,92|4,89
LS 448 14,70 4,78 4,87 (4,91 |4,60|4,77|4,80|4,83|4,89|4,67|4,73|4,76|4,92|4,91|4,75|4,76|4,79|4,87 | 4,88
LSi 49714,81|14,84|4,93(4,93|4,90(4,86|4,88|4,97|4,88|4,68|4,87|4,82|4,88|4,90|4,84|4,88|4,92|4,98 4,91
B 48714,89|4,86|4,92(4,98|4,85(4,88|4,88(4,90|4,89|4,65|4,87|4,86|4,87|4,94|4,75|4,89|4,91|4,90|4,94
BS 480|4,73|4,76|4,85|4,92|4,80|4,83|4,78|4,80|4,81|4,53(4,57|4,74|4,82|4,84|4,74|4,84|4,83|4,82|4,84
BSi 465|4,74|14,76|4,75|4,90 | 4,58 | 4,67 |4,80|4,83|4,86|4,42|4,61| 48 |4,73|4,87|4,74|4,76|4,81|4,81|4,88
Minimum 4,484,701 4,76 | 4,75|4,90 | 4,58 | 4,67 | 4,78 | 4,80 | 4,81 4,42 4,57 | 4,74 4,73 4,84 |4,74|4,76|4,79|4,81| 4,84
Maksimum 497|4,96|4,96|4,93|4,98|4,90|4,93|4,90|4,97|4,89[4,80(4,97[490(4,92|494|4,85|4,96|4,92|4,98| 4,94
Ortalama 47414,81)|4,83|4,88|4,92|4,73|4,82|4,84|4,88|4,87|4,63|4,77|4,81|4,86|4,89(4,78|4,85|4,86|4,88|4,89
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Cizelge 4.22. Kontrol grubu ve stevia katkili probiyotik yogurt 6rneklerinin duyusal degerlendirmesine ait LSD testi

g < ol vl Yapi1 ve Aroma Duyusal |Genel Kabul
Yogurt Cesidi N Gorinlis | e | KO Renk I yogunlugu| 'O Asitlik | Edilebilirlik
L 35 4,96° 4,90® 4,98 4,99° 4,89° 4,86%¢ 4,90 4,91°
LS 35 4,96° 4,92° 4,96 4,99° 4,90 4,90 4,83% 4,91°
LSi 35 4,98 4,93 4,94® 4,98? 4,90 4,88 4,84% 4,88°
B 35 4,96° 4,82° 4,87° 4,98° 4,75° 4,78 4,80 4,81°
BS 35 4,91° 4,82° 4,88 4,94° 4,81%® 4,81%¢ 4,70P 4,81°
BSi 35 4,97 4,87% 4,86° 4,93° 4,76° 4,77° 4,69° 4,80°
Depolama Suresi
(Gun)
1 42 4,93 4,79 4,83° 4,94° 4,74° 4,73 4,63° 4,78°
7 42 4,91° 4,85% 4,90 4,98° 4,81 4,82% 4,77° 4,85%
14 42 4,99 4,922 4,95% 4,992 4,83%c 4,84% 4,81% 4,86°
21 42 4,95P 4,90° 4,93% 4,97% 4,88% 4,88? 4,86% 4,88°
28 42 4,99° 4,93 4,97° 5,00 4,922 4,87 4,89 4,89
ANOVA
Ornek (O) 5 ** *% *%x *%x *% *x *x *%
Depolama Sures' (D) 4 *% *% *% *% *% *%* *%* *%*
OxD 20 ns ns * ns ns ns ns ns
Hata 180

(*) p<0,05 dizeyinde 6nemli  (**) p<0,01 diizeyinde 6nemli (ns) onemli degil
Farkli harf tastyan ortalamalar birbirinden farklidir.



Ek olarak, panelistler tiim parametrelerin depolama boyunca iyilestigini belirtirken
duyusal asitligin L. acidophilus igeren yogurtlarda daha fazla, ancak tatliligin ise asitligin
daha az algilandig1 B. animalis subsp. lactis iceren yogurtlarda daha belirgin oldugunu
ifade etmislerdir. Ayrica, iniilin iceren yogurtlarin yap1 ve tekstiir 6zelliklerinin
digerlerine gore daha yogun ve iniilinin yag ikamesi olarak etkisinin de bir sonucu olarak

daha kremams1 oldugu da belirtilmistir.

Sekil 4.9°da kontrol grubu ve stevia katkili probiyotik yogurt érneklerinin depolama
stresince duyusal degerlendirme parametreleri agisindan verilen puanlara iliskin degisim

gorulmektedir.

Goriiniis
5

Genel Kabul Edilebilirlik

\Yapl ve Tekstiir

Duyusal Asitlik Koku @)
Tat “Renk
Aroma Yogunlugu
| cm— S LSI B e===BS e=PRSi
Genel Kabul Edilebilirlik Yapi ve Tekstiir
Duyusal Asitlik Koku (b)
Tat Renk
Aroma Yogunlugu
1. Gin 7. Gin 14. Gun 21.Gln  e=28. Gin

Sekil 4.9. Kontrol grubu ve stevia katkili probiyotik yogurt drneklerinin (a) depolama
suresince (b) duyusal 6zellikleri
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5. SONUC

Son yillarda gidalarin saglik tizerindeki etkileri goz onilinde bulundurularak, geleneksel
gidalarin ve icerdikleri biyoaktif bilesenlerin bagirsak mikrobiyotasini modiile etme
potansiyeline sahip fonksiyonel gida iirlinlerine doniistiiriilmesi gida alanindaki
yeniliklerin ve alternatif iiriinlerin ortaya ¢ikmasinin nedeni olmustur. Bu sebeple de
fonksiyonel gidalardan biri olan fermente sut drtinlerine probiyotik mikroorganizmalar

ve/veya prebiyotik bilesenlerin ilave edilmesi ilging bir pazar stratejisi haline gelmistir.

Intestinal mikrobiyota, ¢esitli metabolik hastaliklarin iyilestirilmesinde tamamlayici bir
tedavi segenegi olarak diisiiniilmektedir. Bu anlamda Lactobacillus ve Bifidobacterium
tirleri probiyotik olarak en ¢ok kullanilan mikroorganizmalardir. En yaygm kullanilan
prebiyotikler ise sindirilmeyen oligosakkaritler ve iniilindir. Son yillarda mevcut
prebiyotik bilesenlere ek olarak probiyotik bakteri gelisimini ve aktivitesini stimiile
edebilecek, prebiyotik potansiyele sahip dogal bifidojenik karbonhidratlar ve seker
preperatlari giderek 6nem kazanmaktadir. Terap0tik aktiviteye sahip birgok bilesen igeren
stevianin kalorisiz olmasi gida endiistrisinde seker orani azaltilmis gidalarda potansiyel

probiyotik kaynagi olarak kullanimina iligkin arastirmalar1 giindeme tasimaktadir.

Yapilan bu ¢alismanm ilk asamasinda B. animalis subsp. lactis ve L. acidophilus’un
gelisimi lizerine stevianm etKisi in vitro kosullarda arastirilmistir. Bu amacla karbonhidrat
icermeyen negatif kontrol; %1 glikoz ve %1 iniilin iceren pozitif kontrol ve farkl
oranlarda stevia (%0,025 stevia, %0,025 stevia + %1 iniilin, %1 stevia + %1 indlin) iceren
stvi besi ortamlarinda bakteri fermantasyonu ve gelisimi saptanmustir. 48 saatlik
fermantasyon sonucunda pH, hiicre yogunlugu (ODsoo), prebiyotik aktivite sayisi (PAS),
probiyotik bakteri sayist ile laktik asit ve KZY A miktarlar1 belirlenmistir.

Stevianin B. animalis subsp. lactis ve L. acidophilus tarafindan in vitro kosullarda
fermantasyonunun pH ve OD degerleri lizerinde etkili oldugu; B. animalis subsp. lactis
bulunan Orneklerde daha diisiik pH degerlerine ulasildig1 tespit edilmistir. Besiyeri
orneklerinde en diisiik pH degeri ise B. animalis subsp. lactis kiiltiiriiniin kullanildigi
%0,025 stevia + %1 iniilin ve %1 stevia + %1 iniilin iceren Orneklerde saptanmistir.

Fermantasyon siiresince asitlik gelisimine bagli olarak B. animalis subsp. lactis ve
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L. acidophilus’un hiicre yogunlugu degerlerinin (ODeoo) artis gosterdigi belirlenmistir.
Genel olarak her iki 6rnek grubunda da kullanilan probiyotik bakterilerin en iyi gelisim
gosterdigi besi ortami %0,025 stevia + %1 iniilin igeren ortam olmustur. %0,025 ve %1
stevia igeren ortamlardaki karbonhidratlarin B. animalis subsp. lactis ve L. acidophilus
tarafindan degerlendirilebildigi ancak bu ortamlara yapilan iniilin ilavesinin bakteri
gelisimini uyararak daha yiiksek seviyelere ulastirdig1 sonucu ortaya ¢ikmistir. Calisma
sonucunda elde edilen bulgulara gore B. animalis subsp. lactis’e ait PAS degeri
L. acidophilus’un PAS degerinden daha yiiksek bulunmusg; B. animalis subsp. lactis
steviayl prebiyotik substrat olarak daha iyi derecede degerlendirmistir. Elde edilen
sonuglar dogrultusunda stevia bilesimindeki karbonhidratlarm B. animalis subsp. lactis
ve L. acidophilus’un gelisimi iizerine etkide bulundugu ancak B. animalis subsp. lactis’in
asitlik ve oksijene daha duyarli olmas1 sebebiyle L. acidophilus kadar yuksek bakteri

sayis1 ve gelisme orani degerlerine ulasamadigi sonucuna varilmistir.

Besi ortamlarinda B. animalis subsp. lactis ve L. acidophilus tarafindan {iretilen laktik
asit ve KZY A miktarlar1 incelendiginde genel olarak L.acidophilus’un B. animalis subsp.
lactis’e gore daha fazla miktarda laktik asit ve toplam KZY A tirettigi tespit edilmistir. En
yiiksek laktik ve asetik asit miktar1 L. acidophilus varliginda; sirasiyla %0,025 stevia ve
%0,025 stevia + %1 iniilin i¢eren 6rneklerde tespit edilmistir. Her iki bakteri grubunda
da inalin ilavesinin propiyonik asit Uretimini az da olsa arttirdig1 belirlenmistir. En yiiksek
biitirik asit miktar1 ise B. animalis subsp. lactis ve %21 stevia iceren 0Ornek ile

L. acidophilus ve %0,025 stevia igeren 6rnekte olgiilmiistiir.

Calismanin ikinci asamasinda stevia katkili probiyotik yogurt 6rneklerinin depolama
stresince (1., 7., 14., 21. ve 28.) probiyotik bakteri sayilari, fizikokimyasal
karakteristikleri (titrasyon asitligi, serum ayrilmasi ve renk), tekstiirel 6zellikleri (sikilik,
i¢c yapiskanlik, konsistens, viskozite indeksi) ve hedonik test ile duyusal ozellikleri

belirlenmistir.
Yogurt 6rneklerinde bakteri sayismin fermantasyon ve depolama boyunca biyoterapotik

seviyede (>7 log kob/mL) kaldigi saptanmistir. L. acidophilus kullanilarak {iretilen

yogurtlarda en yiiksek titrasyon asitligi degerleri bulunmustur. L. acidophilus ile Uretilen
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yogurtlarin L (parlaklik) ve a (-a: yesillik) renk degerleri daha yiiksek; b (+b: sarilik)
degerleri ise daha diisiik bulunmustur. Her iki 6rnek grubu igerisinde de iniilin ilavesi b

degerini yani sarilik derecesini arttirmustir.

Probiyotik yogurt ornekleri tekstiirel 6zellikler agisindan incelendiginde B. animalis
subsp. lactis kullanilarak iretilen yogurtlarda sikilik, konsistens, i¢ yapiskanlik ve
vizkozite indeksi parametrelerinin genel olarak daha yiiksek degerlere ulastigi tespit
edilmistir. Ornek gruplar1 kendi igerisinde ele alindiginda stevia ve stevia + iniilin
ilavesinin B grubu Orneklerde sikilik, konsistens, i¢ yapiskanlik ve vizkozite indeksi
degerlerini az oranda azalttig1; L grubu 6rneklerde tekstiirel agidan belirgin bir degisimin

olmadig1 saptanmistir.

Stevia ilaveli probiyotik yogurt 6rnekleri duyusal anlamda goriiniis, yap1 ve tekstiir, koku,
renk, aroma yogunlugu, tat, duyusal asitlik ve genel kabul edilebilirlik agisindan
degerlendirilmis; genel olarak L. acidophilus kullanilarak iiretilen yogurt 6rnekleri daha
cok begenilmistir. Stevia ve iniilin ilavesi hem L hem de B grubu 6rneklerde yap1 ve

tekstiir agisindan daha yiiksek puanlar almistir.

Probiyotik mikroorganizmalarin gida sistemlerine dahil edilmesiyle iiretilen probiyotik
gida driinlerinin sayisi her gegen giin artmaktadir. Bununla birlikte, probiyotik gida
iretimindeki en Onemli zorluk, gida isleme ve depolama sirasinda probiyotik
mikroorganizma sayisinin ve beklenen terap6tik etkinin korunmasidir. Sonug olarak,
stevia ilavesi probiyotik bakteri gelisimini ve aktivitesini arttirarak yogurtlardaki
probiyotik bakteri sayisinin terap6tik etkinin goriilebilmesi igin gerekli seviyede (en az
105-107 kob/g) tutulmasin1 saglanmustir. Ancak steviaya ek olarak gerceklestirilen iniilin
ilavesi bakteri gelisimi ve sayisini arttirmada yalnizca stevia kullanimma gore daha
basarilt bulunmustur. Bu anlamda teknolojik 6zelliklerinin yani sira gastrointestinal
sistemde arzu edilen mikrobiyotanin olugmasi i¢in probiyotik mikroorganizmalar: tesvik
ve stimiille etmesi sebebiyle stevianin yenilik¢i fonksiyonel siit rinlerinin
gelistirilmesinde prebiyotik kaynak olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Stevianin
prebiyotik potansiyeli in vitro ve in vivo canli modellerinde probiyotik bakterilerin

canliligmni silirdiirmesi, gelismesi ve kolonizasyonuna etkisinin arastirilmasina dair
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gelecekteki ¢alismalardan elde edilecek sonuglarla desteklenmelidir. Buna ilaveten,
mikroenkapstiilasyon, hiicre koruyucu ajanlar, biiylimeyi tesvik eden gida bilesenleri,
antioksidanlar, oksijen bariyerli ambalaj malzemeleri ve depolama kosullarinin
modifikasyonu ile yiiksek basingli isleme (HPP), darbeli elektrik alan1 (PEF), aktif ve
akilli paketleme gibi yeni teknolojilerin probiyotiklerin hayatta kalmasini saglayarak
fonksiyonel siit iiriinlerinin gelistirilmesinde kullanabilecegi belirtilmektedir. /n vitro
degerlendirmelerin yani swra sdzkonusu teknolojilerin probiyotik gida {retiminde
uygulanabilirligi ve insan saglig1 lizerindeki yararl etkileri konusunda in vivo ¢alismalara
da ihtiya¢ duyulmaktadir. Bununla birlikte, gen teknolojisi de strese ve diger olumsuz
kosullara dayaniklilig1 arttirilmis yeni probiyotik tiirler gelistirmek icin gelecekte dnemli
bir rol oynayacaktir. Bu calismalar ve elde edilen bulgular seker orani azaltilmis siit

uriinlerine adapte edilerek konu ile ilgili arastirmalar da arttirilabilecektir.
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