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OZET

Cesitli Ticari Kaynaklardan izole Edilen Saccharomyces
cerevisiae var. boulardii'nin Probiyotik Ozelliklerinin

Belirlenmesi ve Dondurma Uretiminde Kullanimi

Hamza GOKTAS

Gida Miithendisligi Anabilim Dali

Doktora Tezi

Danisman: Prof. Dr. Osman SAGDIC

Es-Danisman: Dog. Dr. Enes DERTLI

Saccharomyces cerevisiae var. boulardii farkli probiyotik o6zellikler gosteren essiz
probiyotik bir mayadir. Bu calismada 11 farkl ticari tirtinlerden S. boulardii suslari
izole edilerek bu 11 susun fenotipik ve genotipik tanimlamalar1 yapilmistir. S.
boulardii suslarinin oto-agregasyon yeteneklerinin birbirinden farkli oldugu tespit
edilmistir ve S10 susunun 2. ve 24. saatlik inkiibasyon siiresi sonunda en yiiksek
agregasyon yetenegine sahip olan sus oldugu belirlenmistir. S. boulardii suslarindan
S10,S2 ve S5 pH 2,5 gibi diisiik asidik kosullarda canliligini devam ettirmistir. Gastro
intestinal kosullarda S10 susu %96,2 ile en fazla canlihik gosteren sus olarak
belirlenmistir. S. boulardii suslar1 test edilen antibakteriyel antibiyotiklerin
tamamina direngli bulunmus olup antifungal antibiyotiklere karsi duyarh
bulunmustur. Son olarak, S. boulardii suslar sirasiyla Salmonella Typhimurium ve
Aspergillus niger'e karsi yliksek diizeyde antibakteriyel ve antifungal aktivite
gostermistir. Yapilan analizler sonucunda en iyi probiyotik 6zellik gosteren sus

olarak S10 belirlenmistir ve probiyotik dondurma tretimi gerceklestirilmistir. S.

Xiv



boulardii ile birlikte Lactobacillus rhamnosus dondurma orneklerine ilave edilerek
dondurma tUzerindeki etkisi incelenmistir. S. boulardii ilavesinin dondurma
orneklerinin parlaklik degerlerini kontrole gére arttirdigl ve artisin istatistiksel
olarak 6nemli oldugu belirlenmistir (P<0,05). S. boulardii ve L. rhamnosus igeren
dondurma 6rneklerinin kivam katsayilar1 kontrol érnegine gore istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir (P>0,05). Buna karsin S. boulardii ve L. rhamnosus’un birlikte
ilave edildigi 6rneklerin kivam katsayilar1 kontrole gore istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur (P<0,05) ve daha yiiksek kivam katsayis1 degerleri elde edilmistir.
Duyusal degerlendirmesi yapilan probiyotik dondurma 6rneklerinin genel kabul
edilebilirligi kontrol o6rnegine gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(P<0,05) ve panelistler tarafindan daha diisiik puanlama yapilmistir. Ancak
dinlendirme sonrasi probiyotik ilavesinin panelistler tarafindan olumlu puanlama
yapildigi belirlenmistir. Dondurma érneklerinde ugucu bilesen analizi yapilmis olup
dinlendirme oncesi S. boulardii ilave edilen o6rneklerde dinlendirme sonrasi S.
boulardii ilave edilen 6rneklere gore daha yiiksek diizeyde etanol tespit edilmistir.
S. boulardii ilave edilen tiim dondurma orneklerinde 3-metil-1-butanol, izoamil
alkol ve asetaldehit, L. rhamnosus ilave edilen tim dondurma orneklerinde ise
asetoin ucucu bilesenler olarak tespit edilmistir. Sonuc olarak, piyasada satilan S.
boulardii trtnlerinin probiyotik 6zelliklerinin farkliik gosterdigi, probiyotik
dondurma iiretiminde S. boulardii ilavesinin énemli oldugu ve 06zellikle duyusal
degerlendirme agisindan dinlendirme sonrasi probiyotik ilavesinin 6nem arz ettigi

belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: S. boulardii, probiyotik o6zellikler, dondurma, duyusal

degerlendirme

YILDIZ TEKNiK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

Determination of Probiotic Properties of Saccharomyces
cerevisiae var. boulardii Isolated from Various
Commercial Sources and Its Use in Ice Cream Production

Hamza GOKTAS

Department of Food Engineering

Doctor of Philosophy Thesis

Advisor: Prof. Dr. Osman SAGDIC

Co-advisor: Assoc. Prof. Dr. Enes DERTLI

Saccharomyces cerevisiae var. boulardii is a unique probiotic yeast due to some
probiotic characteristics. In this study, S. boulardii strains were isolated from 11
different commercial products and their phenotypic and genotypic characteristics
were determined. It was determined that auto-aggregation abilities of S. boulardii
strains were different from each other and the strain of S10 showed high
aggregation at the end of 2nd and 24th incubation period. S. boulardii strain of S10,
S2 and S5 were able to survive at pH 2,5. The strain S10 had the highest viability
with 96,2% in the in vitro conditions. Distinct S. boulardii strains were found to be
resistant to bacterial antibiotics whereas they were sensitive to fungal antibiotics.
Finally, S. boulardii strains showed a high level of antibacterial and antifungal
activities particularly against Salmonella Typhimurium and Aspergillus niger,
respectively. As a result of the analysis of probiotic properties, S10 was determined
as the best probiotic strain of S. boulardii and for the production of probiotic ice
cream this strain used. S. boulardii and Lactobacillus rhamnosus were inoculated to

ice cream samples and their effect was investigated on ice cream samples. Addition

XVvi



of S. boulardii was increased the brightness value of ice cream samples and this
increasing was found statistically significant (P<0,05). Consistency coefficients of
ice cream samples containing S. boulardii and L. rhamnosus were not statistically
significant compared to control sample (P>0,05). On the other hand, the consistency
coefficients of the samples to which S. boulardii and L. rhamnosus were added
together were found to be statistically significant (P<0.05) and higher consistency
coefficient values were obtained. Sensory evaluation of probiotic ice cream samples
was done and overall acceptability of probiotic ice cream samples was found to be
statistically important (P<0,05) compared to the control and scored lower by the
panelists. However, probiotic inoculation after aging was positively scored by the
panelists compared to the before aging. The volatile compound of ice creams was
determined and ethanol was determined higher level at inoculated S. boulardii
before aging than after aging. 3-methyl-1-butanol, isoamyl alcohol and acetaldehyde
were the volatile components detected in all ice cream samples inoculated with S.
boulardii, and acetoin was detected in all samples inoculated with L. rhamnosus.
Finally, this study revealed the differences in the functional characteristics of S.
boulardii strains available in the market. Inoculation of S. boulardii is important in
the production of probiotic ice cream and in terms of sensory evaluation, inoculation

of probiotics after aging is critically important.

Keywords: S. boulardii, probiotic properties, ice cream, sensory evaluation

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
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GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

1.1.1 Fonksiyonel Gidalar

Fonksiyonel gidalar, insan viicudunda 6nemli veya sinirli islevler saglayan, refahi ve
saglig1 destekleyen, hipertansiyon, diyabet, kanser, osteoporoz ve kalp hastaliklari
riskini azaltan veya bu risklerden koruyan bir ya da daha fazla fonksiyonel bilesen
iceren gidalar olarak tamimlanmaktadir [1]. Fonksiyonel gidalar, ayni zamanda
farma gidalar veya nutrasotikler olarak da bilinmektedir [2]. Fonksiyonel gidalar
probiyotikler, prebiyotikler, antioksidanlar, polifenoller, steroller, karotenoitler gibi
yararl bilesiklerden en az bir tanesini igeren gidalardir [3]. Dilinya capinda
tiiketicilerin gidalarin saglik tizerindeki etkisine (Sekil 1.1) iliskin artan farkindahgi
nedeniyle fonksiyonel gidalara olan talep hizla artmaktadir [4, 5]. Glinlimiizde
probiyotik mikroorganizma igeren fermente siit tirtinleri, dondurma, ¢esitli peynir
tiirleri, bebek mamalary, siit tozu, dondurulmus siitlii tathlar, peynir alti suyu bazh
icecekler, ayran, tereyagl, normal ve aromali sivi siit ve konsantre siit gibi siit

trinlerinin tiiketiminde giiclii bir artis olmustur [6].

Omega-3 yag asitleri
' ) Fonksiyonel gida
Prebiyotikler Yesil ¢ay ekstraktlar iiriinleri
. ‘ \ Saghk iizerine yararh etkileri
Probiyotikler

E: *Antioksidan etki

v *Anti-enflamatuvar etki
*Antikarsinojenik etki

Tarmmsal iiriinler Kurkuminoidler *Antimutajenik etki

X *Antidiyabetik etki
‘ *Anti-aterosklerotik etki
*Anti-yaslanma etki
'| *Bagirsak saghgim gelistirici etki
*Kardiyovaskiiler hastaliklar:
onleyici etki
*Sinirsel bozukluklar ile miicadele
*Hafiza ve bagisikh@ giiclendirici
etki

Meyve suyu ekstraktlar:

—KE

Sekil 1.1 Fonksiyonel gidalarin insan saghgi lizerine etkileri [7]
1



Dondurma siit, seker, stabilizatér, emilgator ve lezzet veren cesitli bilesiklerin
kombinasyonundan olusan dondurulmus bir siit triintidiir [8]. Dondurma kalite
ozelliklerinde degisiklik olmadan uzun siire depolanabilen, lezzetli, saghkli ve
besleyici degeri ytliksek olan bir siit tirtintidir ve diinya ¢apinda her yastan insan
tarafindan severek tiiketilmektedir [9, 10]. Ferahlatici etkisinden dolay1 ¢ogunlukla
yaz aylarinda tiiketilen bir iirtin olsa da, baz1 kisiler tarafindan yil boyunca da
tiiketilmektedir [8]. Dondurmanin besleyici 6zelligi olmasina ragmen tedavi edici
ozelligi yoktur ve tliketicilerin tedavi edici Uriinlere artan talebi dogrultusunda
probiyotik kiiltiirlerin dondurma irtinlerine dahil edilmesi probiyotik dondurma
tretiminin popiilerlik kazanmasina neden olmustur [9, 10]. Dondurma diger
fermente siit Urlnlerine kiyasla probiyotik mikroorganizmalarin insan viicuduna
alinmasinda tasiyic1 olarak kullanilabilecek ideal bir matristir ve ayrica igermis
oldugu siit proteinleri, lipitler, laktoz ve diger bilesenler sayesinde probiyotiklerin

canliligini devam ettirmesine katkida bulunmaktadir [8].
1.1.2 Probiyotikler

Probiyotik terimi Yunancadan gelmektedir ve “yasam i¢in” anlaminda
kullanilmaktadir [11]. Zaman icinde probiyotikler icin cesitli tanimlamalar
yapilmistir. FAO/WHO probiyotikleri “yeterli miktarda alindiginda konakg¢inin
saghgl Uzerinde yararhh etkiler gosteren canli mikroorganizmalar” seklinde
tanimlamaktadir [12]. Probiyotikler ilk defa 20. yiizyill baslarinda Elie
Metchnikoff'un fermente siitte (yogurt) bulunan laktik asit bakterilerinin
immiinolojik yararini kesfetmesiyle kavramsallastirilmistir. Glintimtizde en 6nemli
ve genis capta tiiketilen probiyotikler laktobasiller ve bifidobakterlerdir. Tablo
1.1’de yaygin olarak kullanilan probiyotik mikroorganizmalar gosterilmistir [13].
Escherichia, Bacillus ve Enterococcus gibi diger bakteri cinsleri de probiyotik olarak
kullanilsa da bu cinsler 6zellikle patojenik tiirler icerdigi icin probiyotik giivenilirligi
ile ilgili endiseler vardir [14]. Mayalar gibi baz1 bakteri olmayan mikroorganizmalar,
Saccharomyces cerevisiae var. boulardii, probiyotik olarak calisilmis ve

ticarilestirilmistir [13].



Tablo 1.1 Yaygin olarak kullanilan probiyotik mikroorganizmalar

Lactobacillus turleri

Bifidobacterium tiirleri

Diger laktik asit bakterileri

Laktik asit bakterisi olmayan tiirler

Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus amylovorus
Lacticaseibacillus casei
Lactobacillus crispatus

L. delbrueckii subsp. bulgaricus
Lactobacillus gallinarum
Lactobacillus gasseri
Lactobacillus johnsonii
Lactiplantibacillus plantarum
Limosilactobacillus reuteri

Lacticaseibacillus rhamnosus

B. adolescentis
B. animalis

B. bifidum

B. breve

B. infantis

B. lactis

B. longum

Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium
Lactococcus lactis
Leuconostoc mesenteroides
Pediococcus acidilactici
Sporolactobacillus inulinus

Streptococcus thermophilus

Bacillus cereus var. toyoi
Escherichia coli strain Nissle
Propionibacterium freudenreichii
Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces boulardii




Bir mikroorganizmanin probiyotik olarak kabul edilebilmesi i¢in sahip olmasi

gereken bazi 6zellikler vardir [15];

¢ Diistik pH ve safra tuzu gibi ekstrem kosullardan etkilenmemelidir,

¢ Bagirsak mikrobiyotasina tutunabilmeli ve ince bagirsakta kolonize
olabilmelidir,

% Yan etki gostermeyip giivenilir olmalidir,

¢ Patojen mikroorganizmalara kars1 antagonistik etkiye sahip olmalidir,

% Antibimikrobiyal maddeler tiretebilmelidir,

% Konakeinin saghigi iizerinde olumlu etkiler gostermelidir,

¢ Antibiyotik ajanlara kars1 direncli olmalidir,

* Probiyotik iiriin liretiminde iiretim ve depolama periyodu boyunca aktivitesini
koruyabilmelidir,

¢ Probiyotik mikroorganizmalar patojenik olmamali ve toksin tiretmemelidir,

Probiyotik mikroorganizmalarin etki mekanizmalar;; gida turiinlerinin besin
degerinin arttirilmasi, bagirsak sagliginin iyilestirilmesi ve antimikrobiyal
maddelerin iiretimi, patojenlerin epitel ve mukozal bdélgelere tutunmasinin
onlenmesi, sinirh diizeydeki substratlar icin patojenlerle rekabet etmesi, bagisiklik
sisteminin diizenlenmesini saglayarak konakg1 saghigi lizerinde yararlar sunmasi
gibi farkl yollarla gerceklesebilmektedir [16]. Sekil 1.2’de bu etki mekanizmalari

kisaca 6zetlenmistir;

a) Patojen mikroorganizmalarla rekabet ederek hiicre yiizeyine tutunurlar,

b) Cesitli antimikrobiyal maddeler liretmektedirler,

c) Besin maddeleri ve gelisme faktorleri icin patojen mikroorganizmalarla
rekabet ederler,

d) Intestinal mukozoya tutunabilme yeteneginin artmasi,

e) Epitel bariyer fonksiyonunun artmasi,

f) Immiin sistemin uyarilmasi (Ig A iiretiminin artmasi),
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Sekil 1.2 Probiyotik mikroorganizmalarin etki mekanizmasi [16]
1.1.3 Mayalar ve Probiyotik Bir Maya, S. boulardii
Mayalar

Mayalar okaryotik mikroorganizmalardir ve gida endiistrisinde biyoteknolojik
potansiyele sahip olan mayalar Ascomycetes ve Basidiomycetes bolimiinde temsil
edilmektedir [17]. Mayalar alkollii icecekler, peynir gibi fermente siit iirtinleri ve
tahil bazh c¢esitli tirtinlerin fermentasyonunda kullanilmaktadir [18]. Mayalar gida
fermentasyonunda alkol {iretimi, organik asitlerin liretimi ve kullanimi, lezzet,
aroma ve tekstiirel yapinin iyilestirilmesi, beslenme 6zelliklerinin gelistirilmesi ve
beslenme onleyici faktorlerin ve toksinlerin 6nlenmesi gibi bir¢ok 6nemli rol
oynamaktadir [18, 19]. Mayalar bircok fermente iriinden izole edilerek
tanimlanmistir ve endistriyel diizeyde cesitli fonksiyonel triinlerin iiretiminde
starter kiiltiir (baslatici kiltlir) ya da co-starter kiiltiir (yardimcn kiiltiir) olarak
kullanilmaktadir [17]. Mayalar farklh fonksiyonel {riinlerin iiretiminden
sorumludur ve nutrasotik gidalarin tiretiminde kilit rol oynamaktadir [17, 20]. Sekil
1.3'te gorildigi tlizere mayalarin fonksiyonel gida endiistrisinde ¢esitli

uygulamalar1 mevcuttur;
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« Probiyotik olarak kullanilan canl hiicreler

¢ Nutrasotik degere sahip hiicre duvari bilesenleri (3-glukan gibi)

¢ Biyoaktif metabolitlerden (folat, karotenoidler, amino biitirik asit) olusan hiicre
dis1 fraksiyonlarin salgilanmasi

¢ Ve gida metabolitlerinin biyotransformasyonu icin gerekli olan spesifik
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Sekil 1.3 Mayalarin gida endiistrisinde fonksiyonel tiriin tiretiminde oynadiklari

rol [17]

Mayalar, bakteriyel hiicrelerden yaklasik on kat daha biliyiik olmalarn ve
antibiyotiklere dogal olarak diren¢li olmalar1 gibi bakterilere kiyasla cesitli

avantajlara sahiptir [17].

Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces marxianus, K. lactis, Debaryomyces
hansenii, S. boulardii, Torulaspora delbrueckii, Candida krusei, Yarrowia lipolytica,
Pichia fermentase ve P. kudriavzevii gibi ¢esitli maya tiirlerinin probiyotik 6zellige
sahip oldugu bildirilmistir [21-23]. S. boulardii, gesitli probiyotik 6zelliklere sahip,

kapsamli olarak g¢alisilmis bir maya tiirtidiir ve bir¢ok tilkede terapotik ve onleyici
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bir ajan olarak kullanilmaktadir [24]. Ayrica, S. boulardii enflamatuar bagirsak
hastaliklarin 6nlenmesinde ve insan ve hayvanlarda cesitli ishal tiirlerinin
tedavisinde ekonomik ve etkili probiyotik bir maya olarak genis c¢apta

kullanilmaktadir [24-26].
S. boulardii

S. boulardii 1920’li yillarda Fransiz bilim ad1 Henri Boulard tarafindan bir kolera
salgini sirasinda Hindistan-Cin bolgesinde kesfedilmistir. Henri Boulard ligi ve
mangodan gibi tropik meyvelerden veya bu meyvelerden hazirlanan caylar tiikketen
insanlarda kolera semptomlarinin goriilmedigini goézlemlemis ve bdylece S.
boulardii’yi izole etmistir [27]. S. boulardii gastrik kosullarda canli kalabilen,
antibiyotikler tarafindan inhibe edilmeyen, normal mikrobiotayr olumsuz yénde

etkilemeyen benzersiz probiyotik ve biyoterapotik bir mayadir [14].

S. boulardii, endiistriyel mikrobiyolojide cesitli gida tlrtnlerinin turetilmesinde
kullanilan ve firincilik mayasi olarak da bilinen S. cerevisiae’nin yakin akrabasidir
[27]. Bu iki maya arasindaki temel farkhiliklar (Tablo 1.2) S. boulardii’nin optimum
gelisme sicakliginin insan viicut sicakligi olan 37 °C olmasi, diisiik pH degerlerinde
canli kalabilmesi, galaktozu kullanamamasi ve askospor olusturamamasidir [14,

27].

Tablo 1.2 S. boulardii ile S. cerevisiae arasindaki temel farkliliklar

S. boulardii S. cerevisiae

Optimum gelisme sicaklig1 (37 °C) Optimum gelisme sicakligi (30 °C)

Diisiik pH degerlerine daha yiliksek
Diisiik pH degerlerine daha az direng

direng
Galaktozu kullanamaz Galaktozu kullanabilir
Askospor olusturamaz Askospor olusturabilir

Ty 1/2 elementelerinden bazilarina
Ty 1/2 elementlerine sahip degildir
sahiptir



Cesitli PZR teknikleri S. boulardii’yi S.
S. boulardii’nin karyotipleri S.
cerevisiae’dan ayirmada basarisiz
cerevisiae’ya ¢ok benzerdir
olmustur

ilk baslarda S. boulardii, S. cerevisiae’den ayr1 maya olarak teshis edilmis [28] olsa
da yapilan genetik calismalar S. boulardii ile S. cerevisiae’'nin 6zdes oldugunu ancak
metabolizma ve probiyotik 6zellikler bakimindan 6nemli farkhliklar1 oldugunu
gostermistir [29]. Ayrica, S. boulardii'nin genetik olarak farkli oldugu essiz spesifik
mikrosatellit allellerinin karakterize edildigi ve S. cerevisiae’den bu 6zelligi ile
ayrildigi tespit edilmistir [30]. Mevcut taksonomik ¢alismalar S. boulardii'nin ayri
bir tlir olmayacagini ve Saccharomyces cerevisiae var. boulardii olarak tanimlanmasi

gerektigini gdstermistir [31, 32].

S. boulardii'nin antimikrobiyal etkisi Sekil 1.4’te goriildugu tizere farklh sekillerde
gerceklesebilmektedir. Bunlardan bir tanesi, bakterilerin maya yiizeyine geri
doniisiimsiiz baglanmasi ve mukoza zarlarina yapismasinin dnlenmesidir (Sekil
1.4). S. boulardii'nin enterik patojenleri bir reseptér olarak mannoza baglama

kabiliyetine sahip oldugunu belirtmislerdir [33].

S. boulardii cesitli substratlarin kullanimi ve uriinlerin salinimi ile bagirsak
mikroflorasinin gelisimini etkilemektedir (Sekil 1.4)[27]. Maya hiicreleri;

proteinler, B grubu vitaminleri, niikleik asitler, vitaminler ve minerallerce zengindir.

S. boulardii bakteriyel toksinleri inaktive ederek etki gostermektedir (Sekil 1.4).
Ornegin S. boulardii'nin salgilamis oldugu 63-kDa protein fosfotazin Escherichia coli
endotoksinlerini defosforile edebildigini ve kismen inaktive ettigini gostermistir.
Ayrica S. boulardii'nin salgillamis oldugu 54-kDa serin proteaz Clostridium

difficile’nin A ve B toksinleri sindirmektedir [34].

S. boulardii tarafindan ortama salinan molekiillerden bazilari cogunluk algilanmasi
olarak da bilinen quorum sensing molekiilleridir (Sekil 1.4). Bu molekiiller
mikroorganizmalarin metabolizmasini ve 6zelliklerini etkilerler, 6rnegin bu
molekiiller patojenlerin yapisma ve filamentasyon gibi baz 6zelliklerinin

kaybolmasini saglamaktadir [35, 36].



S. boulardii hiicreleri, hiicre olgunlasmasini, enzim ekspresyonunu ve membran
tasinmasini etkiledigi bilinen poliaminleri (spermidin ve spermin) icermektedir. Bu
nedenle poliaminler bagirsakta tropik etki gostermektedir (Sekil 1.4). Tropik
etkinin en az ¢ mekanizma ile bagirsak fonksiyonunu iyilestirdigi
varsayllmaktadir: maya tarafindan ¢esitli endoluminal bilesiklerin salgilanmasi,
transdiiksiyon tropik sinyallerini etkileyen poliaminlerin salgilanmasi ve bunlarin
neticesi olarak fircamsi ylizey membran protein (enzimler ve tasiyicilar) sentezinin

artmasidir.

S. boulardii’'nin bir diger antimikrobiyal ve antiinflamatuar etki mekanizmasi
immiinomodiilasyonudur (Sekil 1.4) [37]. Immiinomodiilasyon, enflamasyonla
iliskili olan antibakteriyel ve antiinflamatuvar etki ile sinerjik hareket etmektedir.
Yapilan calismalar S. boulardii'nin immunoglobulin A salgilanmasini arttirdigini
gostermektedir [38]. Immiinomodiilasyon, mukozal dendritik hiicrelerin

etkilesimiyle S. boulardii tarafindan uygulanmaktadir.

Enflamatuar bagirsak hastaliklarina yol acan bakteriyel enfeksiyonlar, bagirsak
epitel hiicre hasarina neden olmaktadir. Bu nedenle, bu hastaliklarin azalmasi, hem
enflamasyonun durmasini hem de enterosit gociinden etkilenen hasarh epitel icinde
hiicrelerin onarimini (Sekil 1.4) gerektirmektedir. S. boulardii hiicre onarimini

arttiran a231 gibi maddeler salgilamaktadir [39].
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Sekil 1.4 S. boulardii’'nin olasi antimikrobiyal etki mekanizmalari [27]

S. boulardii patojenik olmayan bir mayadir ve genel olarak agiz yoluyla gida
takviyesi olarak kullanilmaktadir [40]. Ancak S. boulardii’'nin fonksiyonel gidalarda
kullanimi yaygin degildir [41]. S. boulardii i¢ceren fonksiyonel gida gelistirilmesinde
yaygin olarak arastirilan gida maddeleri arasinda siit Uriinleri, meyve sulari,
fermente icecekler, tahillar, baklagiller ve bunlarin tiirevi olan gida tirtinleridir [42-
51].

1.1.4 S. boulardii ile ilgili Yapilan Calismalar

Posteraro vd [52] yaptiklar1 bir calismada S. cerevisiae’nin klinik ve probiyotik
suslarinin farkliiginin belirlenmesinde cesitli molekiiler teknikler kullanmislardir.
Buna gore, YKL139w ve YLR177w genlerinin mikrosatellit polimorfizm analizinin
yani sira Ty917 hibridizasyonu ile yapilan analizlerin S. boulardii suslarinin dogru

bir sekilde tanimlanmasi i¢in en yararl ara¢ oldugunu belirtmislerdir [52].

Liu vd [53] yaptiklar1 ¢alismada S. boulardii'nin S. cerevisiae’ye gore galaktozu
kullanamadigini1 veya yavas kullandigin1 belirtmislerdir. Ancak bu konuyla ilgili
molekiiler mekanizmalar heniiz aydinlatilmamistir. galaktoz kullanimindan eksik
PGM2 genlerinin 6nemli rol oynadigini ve bu genlerin tamamlanmasiyla S.
boulardii'nin galaktozu daha etkili kullandigini belirtmislerdir [53].
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Fietto vd [29] yaptiklar: bir ¢calismada S. cerevisiae ile S. boulardii'nin molekiiler ve
fiziksel 6zelliklerini kiyaslamislardir. iki maya tiiriiniin genetik olarak birbirine ¢ok
benzedigini ancak biytume verimi, sicaklik ve asidik kosullara diren¢ gibi 6nemli
probiyotik ozellikler agisindan ¢ok farkl davranis sergilediklerini belirtmislerdir

[29].

Khatri vd. [54] yaptiklar1 bir calismada 145 tane S. cerevisiae susu ile ticari S.
boulardii suslarinin genom seviyelerinin benzer ve farkl yonleri belirlenislerdir
[54]. Bu kapsamda, S. boulardii suslarinda Ty1, Ty3 ve Ty4 elementlerinin eksik
oldugunu ancak Ty2 ve Ty4 elementlerinin tam olarak tanimlandigini
belirtmislerdir. Ayrica, heksoz tasiyicilari olan HXT9 ve HXT11 genleri ve asparajin

kullaniminin tiim S. boulardii suslarinda olmadigini belirtmislerdir.

Rajkowska ve Kunicka [55] yaptiklar1 ¢alismada S. boulardii'min baz1 patojenler
tzerindeki antimikrobiyal etkisini degerlendirmislerdir [55]. S. boulardii’nin
Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa ve Staphylococcus aureus gibi
patojenlerin hiicre sayisinda istatistiksel olarak 6nemli bir azalmanin oldugunu
belirtmislerdir. Ayrica, Escherichia coli, Salmonella Typhimurium, S. aureus,
Campylobacter jejuni ve Entrococcus faecalis’in S. boulardii hiicre duvarina
baglanmasina ragmen, L. monocytogenes ve P. aeruginosa’'nin hiicre duvarina

baglanmadigini belirtmislerdir.

Kiihle ve Jespersen [32] yaptiklar1i calismada S. boulardii'nin taksonomik
pozisyonunu degerlendirmis olup, 26S rDNA D1/D2 domain sekans analizi, ITS1-
5.8S rDNA-ITS2 boélgesi ve mitokondriyal sitokrom-c oksidaz II genlerinin yiiksek
oranda S. boulardii ile S. cerevisiae arasinda benzer oldugunu ve S. boulardii'nin S.
cerevisiae'ye olan yakin iliskisini giicli bir sekilde ortaya koymuslardir. S.
boulardii'nin S. cerevisiae'nin bir liyesi olarak taninmasini ve ayri bir tiir olarak

kullanilmamasini gerektigini ifade etmislerdir [32].

Graff vd [56] yaptiklarnn bir ¢alismada probiyotik yararlar1 kanitlanmis olan S.
boulardiinin hem dondurulmus toz hem de sulu siispansiyon halindeki iki farkh
ticari Urtnin mide (pH 1,1 0,1 N HCI) ve bagirsak (6,8 fosfat tamponu) pH
degerlerindeki hayatta kalma oranini in vitro kosullarda arastirmislardir. pH 6,8

fosfat tamponunda her iki formdaki S. boulardii'nin 6 saat boyunca canhliklarinin
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ayni kalmis olmasina ragmen, pH 1,1'de canliliklarinin 5 dk iginde 6nemli 6l¢iide
azaldigim1 belirtmislerdir. Sonu¢ olarak, sulu siispansiyon halindeki mayanin,
dondurularak kurutulmus mayadan asidik kosullara daha az duyarli olmasina
ragmen, canli S. boulardii'nin oral biyoyararliliginin iyilestirilmesi i¢in bir gastrik

korumanin gerekli olacagini ifade etmislerdir.

Hudson vd [57] S. boulardii'nin saglhkli mukoza bagisiklik sisteminde hem gergek
hem de immiinmodiilatér 6zelliklerini arastirmislardir. Genomik sekanslama ve
morfolojik analizlerin, S. boulardii’nin hiicre duvari bilesiminde S. cerevisiae’ye gore
farkliliklar oldugunu ve bu durumun kismen S. boulardii’nin probiyotik

ozelliklerinden kaynaklanabilecegini belirtmislerdir [57].

Naimah vd [58] S. boulardii’yi aljinat ve aljinat-kitosan ile mikroenkapsiile ederek
gastrointestinal kosullardaki direncini belirledikten sonra dondurmadaki canliligini
belirlemislerdir. Enkapsiile edilmis S. boulardii'nin canliliginin 21 giinliik depolama
periyodu boyunca kontrol érnegine gore daha iyi oldugu belirtilmistir. S. boulardii
iceren dondurmanin fonksiyonel gida tiretiminde kullanilabilecek iyi bir ara¢ oldugu

ifade edilmistir [58].

Heenan vd [48] fermente edilmemis dondurulmus soya tathisina 106 kob/g
diizeyinde farkli probiyotik mikroorganizmalar inokiile etmisler ve probiyotik
mikroorganizmalarin canliligl ve duyusal kabul edilebilirligini belirlemislerdir. S.
boulardii'nin depolama periyodu boyunca yeterli diizeyde canlilik saglayamadigi
belirtilmistir. Ayrica duyusal agidan S. boulardii igeren 6rneklerin kabul edilebilir

diizeyde olmadigini belirtmislerdir.

Salik ve Arslaner [59] fonksiyonel dondurma tretiminde sarug ve tiziim ¢ekirdegi
ile birlikte S. boulardii kullanmislar ve dondurmanin bazi1 6zellikleri tizerindeki
etkisini incelemislerdir. Saru¢ ve Ulzim cekirdegi ilavesinin S. boulardii'nin
canliligini olumlu yonde etkiledigi ve S. boulardii ile birlikte saru¢ ve liziim
cekirdeginin yiliksek besinsel degerli fonksiyonel dondurma iiretiminde birlikte

kullanilabilecegini belirtmislerdir [59].

Zamora vd [60] yaptiklar1 bir calismada probiyotik S. boulardii’yi prebiyotik ajan

olan intilin ile enkapsiile etmislerdir. S. boulardii enkapsiile form ve enkapsiile
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edilmeden peynire dahil edilmistir. Bu peynirlerin raf émrii boyunca probiyotik
canlilik ve duyusal 6zellikleri degerlendirilmistir. Peynir 6rnekleri 4°C’de 30 giin
boyunca depolanmis ve bu periyot boyunca enkapsiile edilmeyen probiyotik
mikroorganizmanin canlilig1 enkaspiile forma gére daha az olmustur. S. boulardii ile
intilin simbiyotik iliskisinin peynirin duyusal o6zelliklerini degistirmedigi ve
depolama periyodu boyunca probiyotik {irtin i¢in gerekli olan canlilik miktarini

karsiladig belirtilmistir [60].

Pandiyan vd. [61] yaptiklar1 ¢alismada probiyotik Lactobacillus acidophilus ve S.
boulardii ve prebiyotik frukto-oligosakkaritler (FOS) peyniralti suyu protein
konsantresi ile zenginlestirilerek dondurma iiretimi gerceklestirmisler ve depolama
boyunca probiyotiklerin canliligi ve FOS etkisini incelemislerdir. ~FOS’larin
probiyotik kiltirlerin canliligl tizerinde 6nemli 6l¢iide etkisi oldugu vurgulanmistir
(P<0,01). Dondurmanin depolanmasi boyunca L. acidophilus ve S. boulardii
sayllarinda onemli bir azalmanin oldugu belirlenmistir. L. acidophilus ile S.
boulardiinin kombine olarak dahil edildigi 6rneklerdeki canhlik sayilarinin tek
basina ilave edilen 6rneklere kiyasla daha ytliksek oldugu ifade edilmistir. FOS iceren
dondurmanin, insan gastrointestinal sistemindeki L. acidophilus ve S. boulardii'nin
genel gelisimi ve korunmasi icin miikemmel bir ortam olusturdugu belirtilmistir

[61].

Pandiyan [62] farkli pH fermantasyon kosullarinda (6,0, 5,5 ve 5,0) hazirlanan
dondurma mikslerine probiyotik S. boulardii’yi inokiile ederek dondurma
orneklerindeki probiyotik canliligl belirlemis ve duyusal degerlendirmesini
yapmistir. Farkli fermantasyon kosullarinin duyusal 6zellikler iizerinde anlamh
farklilik gosterdigi belirtilmistir (P<0,01). Farkli kosullarda fermente edilen miksler
ile dondurma orneklerindeki S. boulardii sayillarinda 6nemli bir farklilik
gozlemlenmistir. pH 5,5 ve 5,0 olan dondurma 6rneklerinde probiyotik gidalar icin
belirtilen yeterli diizeyde canli mikroorganizma oldugu belirtilmistir. Ancak pH 5,5
ile hazirlanan dondurmalarin duyusal 6zelliklerinin pH 5,0’a gore daha iyi oldugu
belirtilmistir. Sonuc¢ olarak probiyotik dondurma iiretiminde S. boulardii’'nin dahil
edilebilecegi ve pH degeri 5,5’ten yiliksek olan dondurma o6rneklerinin duyusal

acidan daha fazla tercih edildigi belirtilmistir [62].
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1.2 Tezin Amaci

S. boulardii probiyotik 6zellikleri kanitlanan tek maya tiirtidiir. Optimum gelime
sicakliginin insan viicut sicakligl olan 37 °C olmasi, dusiik pH degerlerine direngli
olmasi1 ve antibiyotikler tarafindan inhibe edilmemesi gibi probiyotik 6zellikler
bakimindan diger maya tiirlerinden ayrilmaktadir. Bu baglamda bu tez ¢alismasinda
probiyotik olarak S. boulardii secgilmis, baz1 probiyotik o6zellikleri belirlenerek

probiyotik liriin denemesinin yapilmasi amag¢lanmistir.
Bu amag¢ dogrultusunda yapilmasi planlanan asamalar asagida 6zetlenmistir:

1) Piyasada ticari olarak satilan S. boulardii igeren ticari preparatlarin eczane ve

marketlerden temin edilmesi,

2) S. boulardii suslarinin bu preparatlardan izole edilerek biyokimyasal
ozelliklerinin belirlenmesi, uygun primerler kullanilarak PZR ile hem genetik hem

de FTIR spektroskopisi ile tanimlanmas;,
3) Tanimlanan S. boulardii suslarinin probiyotik 6zelliklerinin belirlenmesi,

4) Probiyotik 6zelligi iyi olan susun segilerek L. rhamnosus ile birlikte triin

denemesinin yapilmasi
1.3 Hipotez

Eczane ve marketlerde probiyotik iirtin olarak bir ¢ok gida takviyesi satilmaktadir.
Bunlardan bir kismi probiyotik olarak sadece laktik asit bakterilerini icerirken bir
kisminda ise S. boulardii tek ya da diger probiyotik kiltirlerle birlikte
kullanilabilmektedir. Ancak kullanilan mikroorganizmalarin probiyotik 6zellikleri
tam olarak bilinmemektedir ve bu triinleri insanlar sadece hastalik durumunda
alarak kullanmaktadir. Probiyotiklerin insan saglig1 tizerindeki olumlu etkileri hem
in vitro hem de in vivo ¢alismalar ile belirlenmistir. Bu sebepten dolay1 insanlar
probiyotikleri sadece hasta olduklarinda degil, sagliklarini1 devam ettirebilmek i¢in

daha sik kullanmalar1 gerekmektedir.

Bu c¢alismanin hipotezini S. boulardii igeren ticari preparatlarin eczane ve
marketlerden toplanmasi, izole edilerek probiyotik 6zelliklerinin belirlenmesi ve en

iyi 6zellige sahip suslarin her yastan insan tarafindan sevilerek tiiketilen bir iiriin
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olan dondurma da kullanilarak herkesin rahat¢a ulasabilecegi probiyotik bir tirtiniin

gelistirilmesi olusturmaktadir.

15



2

MATERYAL VE YONTEM

2.1 S. boulardii Suslarinin izole Edilmesi

S. boulardii suslarinin izole edilmesi i¢in Istanbul’da satilan 11 farkli markadan 11
farkl tablet satin alinmistir. Bu tabletler ile ilgili detayli bilgilere Tablo 2.1’de yer
verilmistir. izolasyon icin, 10 g liyofilize kiiltiir 90 mL NaCl (%0,9) (Merck, Almanya)
¢oOzeltisi ile karistirillarak 2 dk boyunca homojenize edilmistir. Seri dillisyonlar
hazirlanarak Yeast Extract Peptone Dextrose Agar (YPD Agar, (Difco, italya))
lizerine yayma teknigine uygun olarak ekim yapilmistir. YPD agarlar 37°C’de 48 saat
inkiibe edildikten sonra tek koloniler secilerek YPD agar iizerine cizilerek
saflastirma islemi yapilmistir. Saf olan koloniler %20 gliserol (%20 gliserol+%80

distile su) soliisyonunda -80°C’de muhafaza edilmistir.
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Tablo 2.1 S. boulardii igeren ticari tabletlerin detayl bilgisi

Suslar  Mensei T.ET.T Bilesenler kob/g  Sus formiilasyonu

TK. 1 Tiirkiye Ocak 2022 Maltodekstrin, Magnezyum stearat 5x109 S.  boulardii, L. acidophilus/bulgaricus, S.
thermophilus, B. animalis subsp. lactis

TK. 2 Fransa Nisan 2020 [zomalt, Magnezyum stearat, Vanilya, Mikrokristalin seliiloz 5x10° S. boulardii

TK.3 Bulgaristan = Mayis 2021 Inulin, Magnezyum stearat 1x10° S boulardii, L. acidophilus/casei, B. bifidum

TK. 4 Tiirkiye Subat 2021 Maltodekstrin, Hidroksipropil metil seliiloz 5x109 S boulardii

TK. 5 Tiirkiye Haziran 2020 Maltodekstrin, izomalt 5x10° S. boulardii

TK. 6 Tiirkiye Subat 2020 Mannitol, Mikrokristalin seltiloz, Magnezyum stearat 5x10° S boulardii

T.K.7 Tiirkiye Mart 2020 Maltodekstrin, Mannitol 5x10° S. boulardii

TK.8 Tiirkiye May1s 2020 Maltodekstrin, Hidroksipropil metil seliiloz 5x10°% S boulardii, L. acidophilus/plantarum B. longum

T.K.9 Tiirkiye Temmuz 2020 [zomalt, Mannitol 5x10° S. boulardii

T.K. 10 Tiirkiye Ekim 2019 Mikrokristalin seliiloz, Mannitol, Vanilya, izomalt, Magnezyum stearat 5 x 109 S. boulardii

TK. 11 Fransa Nisan 2020 Laktoz monohidrat, Fruktoz 5x10° S. boulardii

T.K.: Ticari Kiiltiir, T.E.T.T.: Tavsiye Edilen Tiiketim Tarihi



2.2 8. boulardii Suslarimin Biyokimyasal Ozelliklerinin

Belirlenmesi
2.2.1 Glukoz ve Galaktoz Fermantasyonu

Elde edilen izolatlarin karbonhidratlari fermente etme yeteneginin belirlenmesi
Kurtzman vd. [63] tarafindan belirtilen metotta bazi degisiklikler yapilarak
uygulanmistir. Bu amacgla glukoz ve galaktoz (Merck, Almanya) kullamilmistir.
Fermantasyon bazal ortami icin 1 litre saf su icinde 7,5 g pepton (Biolife, italya), 4,5
g yeast extract (Biolife, Italya) ve %2 oraninda karbonhidrat ¢éziindiiriilmiistiir.
Yeterince koyu yesil bir renk vermek icin bromotimol mavisi eklenmistir.
Bromotimol mavisi stok ¢ozeltisi, 50 mg / 75 mL saf sudur. 100 mL fermantasyon
bazal ortami basina 4 mL stok ¢ozeltisi eklenmistir. Ters ¢evrilmis durham tiipi
(vaklasik 6 mm x 50 mm) iceren 12 mm x 150 mm boyutundaki tiiplere 2 mL bazal
ortam c¢ozeltisi koyulmus ve 15 dk 121 °C'de steril edilmistir. Otoklavlama
isleminden sonra Durham tiiplerinin icinde gaz olusumu varsa el ile hafif
yuvarlayarak gaz cikartilmis ve cam tiiplerin geriye kalan kismi aseptik olarak
fermentasyon bazal ortamiyla tamamlanmistir. Fermentasyon bazal ortamina daha
onceden aktiflestirilmis olan taze Kkiiltiirden %1 oraninda ilave edilmistir.
Kilttirlerin glikoz ve galaktozu fermente etme yetenegi 37 °C'de 10 giin boyunca
takip edilmis ve gaz olusumu, glikoz ve galaktoz ortaminda gelisimi belirlenmistir.
Tupler, ucta gaz birikmesi icin sik araliklarla ¢calkalanmis ve denetlenmistir ve eger
sekerler tiiketilirse, gosterge rengi yesilden sariya degismis, fakat sekerler
tiiketilmezse ve mevcut amino asitler karbon kaynag: olarak kullanilirsa, ortam

rengi maviye donmustiir.
2.2.2 Askospor Formasyonunun Belirlenmesi

Elde edilen izolatlarin askospor olusumlar1 McClary vd. [64] tarafindan belirtilen
metoda gore yapilmistir. McClary asetat agar bilesimi (100 mL) potasyum asetat
(%1) (Merck, Almanya), yeast exctract (%0,25), dextrose (%0,1) (Dejung), agar
(%3) (Merck, Almanya) seklindedir. Onceden hazirlanan McClary Asetat Agar
tizerine daha 6nceden aktiflestirilmis kiiltiirler platin 6zeyle siirtilmiistiir. Agarlar

25 °C’de 10 giin boyunca inkiibe edilmistir ve iki glin araliklarla kontrol edilmistir.
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Askospor olusumunun belirlenmesi i¢cin daha 6nce asetat agar lizerine sturulmis tek
koloniden alinmis ve mikroskop lami lizerine yayilarak atesle fikse edilmistir.
Preparat %5’lik malasit yesili ile 3 dk boyanmis ve saf su ile yikanmis ardindan
%95’lik etil alkol ile 30 saniye dekolorize edilmis ve tekrar saf su ile yikanmistir.
Preparat daha sonar %5’lik safranin ile 30 saniye karsi boyama yapilmis ve saf su
ile yikanarak kurumaya birakilmistir. Immersiyon yag ile mikroskop altinda (100X)
askospor olusumu gorintilenmistir. Mayanin vejetatif kismi kirmizi sekilde
goriiniirken, askosporlar yesile boyanmis halde tetrahedral yapida ya da dogrusal

sekilde goriinmiistiir.
2.3 S. boulardii Suslarinin Tanimlanmasi

2.3.1 DNA izolasyonu

YPD Broth (Difco, italya) ortaminda 37 °C’de 24 saat boyunca gelistirilen kiiltiirden
1 mL alinarak 10 dk boyunca santrifiij islemi (8000 rpm) uygulanarak pellet
toplanmistir. Tipteki siipernatant uzaklastirildiktan sonra Tris EDTA (TE)
tamponundan 450 pL hiicre pelletine ilave edilmis ve hiicreler hafif karistirma ile
tampon icinde yeniden siispanse edilmistir. %10’luk sodyum dodesil siilfat (SDS) 50
uL ve Proteinaz K’dan 2 pL ilave edildikten sonra bu karisim iyice vortekslenerek 37
°C'de 1 saat  inklibasyona  birakilmistir. Inkiibasyondan sonra
fenol:kloroform:izoamil alkol (25:24:1) karisimindan 0,5 mL igerige ilave edilip,
tiipler bas asag1 cevrilerek iyice karistirlmis ve 5 dk boyunca oda sicakliginda
inkiibe edilmistir. Icerik 4 °C’de 10 dk boyunca 8000 rpm’de santrifiijlenmistir.
Stipernatant benzeri yliksek viskoziteli karisim otomatik pipet kullanilarak yeni bir
tiipe aktarilmustir. islem fenol:kloroform:izoamil alkol karisimi ile bir kez daha
tekrarlanmistir. Karisima 5M’lik sodyum asetattan 50 pL ilave edilmis ve hafifce
karistinlmistir. izopropanol’den 1 mL ilave edilmis ve ¢6ken DNA'nin beyaz iplikleri
olusana kadar ters cevrilerek hafifce karistirlmistir. icerik 10 dk boyunca 5000 rpm
de santrifiijlenmistir. Siipernatant uzaklastirilmis ve 0,5 mL %70’lik etanol ilave
edilmistir. Yukaridaki igerik 10 dk boyunca 5000 rpm’de santrifiij edildikten sonar
37 °C’de 5-10 dk kurutulup tlizerine 100 pL steril distile su ilave edilerek siispanse
edilmistir. Elde edilen DNA kullanilincaya kadar -18 °C’de muhafaza edilmistir.
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2.3.2 S. boulardii Suslarinin Mikrosatellit Amplifikasyonu

Polimorfik mikrosatellit lokuslarin amplifikasyonu icin YLR177w geni secilerek
Tablo 2.2’de belirtilen Boul3 ve Boul4 primerleri uygun PZR kosullarinda amplifiye
edilmistir [30, 52].

2.3.3 S. boulardii Suslarinin 26S rDNA Gen Sekansi ile Tanimlanmasi

S. boulardii suslar1 D1/D2 alaninin amplifikasyonu i¢in Tablo 2.2’de belirtilen NL-1
ve NL-4 primerleri uygun PZR sartlarinda amplifiye edilmistir [65].
Amplifikasyondan sonra, amplikonlar sekans analizi icin Medsantek (Istanbul)
firmasina gonderilerek sekanslama islemi yapilmistir. Suslar yeast-genome fungal
blast database kullanilarak tanimlanmistir. Filogenetik analizler MEGA X paket
programi kullanilarak gergeklestirilmistir ve filogenetik agaclar Neighbour-joining

metodu (NJ) kullanilarak olusturulmustur [66].
2.3.4 PZR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde Gériintillenmesi

PZR triinlerinin jel elektroforezinde kontrolii i¢cin konsantrasyonu %1 olan agaroz
jeli 0,5 X Tris Borat EDTA (TBE) tamponu kullanilarak hazirlanmistir. PZR
triiniinden 12,5 pL alinarak agaroz jeldeki kuyucuklara yiiklenmis ve TBE tamponu
kullanilarak elektroforez islemine birakilmistir (120 V 90 dk). Elektroforez
isleminin ardindan jeller 1 mg/L 'lik etidyum bromid ¢ozeltisi icerisinde 15 dk
bekletilerek jelde ytiklii olan DNA parcaciklarinin boyanmasi i¢in beklenmistir. Bu
islemin ardindan jeller deiyonize su igerisinde kisa siire tutularak durulandiktan
sonra UV Transilluminator (Cleaver) kullanilarak UV 151k altinda goriintiilenmistir.
Vivantis (VC) 100 b¢ DNA Ladder her elektroforetik jelde DNA boyutlayicisi olarak

kullanilmistir.
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Tablo 2.2 S. boulardii suslarinin tanimlanmasinda kullanilan primerler ve PZR

kosullari
PZR Kontroli 23S
Boul3 (5-3') NL-1 (5-3")
CTTAAACAACAGCTCCCAAA GCATATCAATAAGCGGAGGAA AAG-3'
Primerler
Boul4 (5°-3) NL-4 (5-3")
ATTTCTGATGCGCTGATTCAT GGTCCGTGTTTCAAGACGG
Denatiirasyon 94 °C5 dk Denatiirasyon 95°C10dk
Denatiirasyon  94°C30s Denatiirasyon 94°C1dk
PZR
Baglanma 50°C40s Baglanma 54 °C 2 dk
Kosullari
Uzama 72°C30s Uzama 70 °C 3 dk
Son uzama 72°C 7 dk Son uzama 72°C7dk
H20 36,35
DNA 1
5X Phusion
PZR 10
Buffer
Karisimi
(50 uL.  dANTP karigimi 0,4
icin
¢in) Primer 1 1
Primer 2 1
Taq polimeraz 0,25
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2.3.5 FT-IR Spektroskopisi ile Tanimlama

Elde edilen izolatlarin FTIR ile tanimlanmasi1 Karaman vd. [67] tarafindan belirtilen
metoda gore yapilmistir. Kisaca, maya izolatlar1 YPD Agar lizerine siirme yontemi ile
aktiflestirilmistir. 48 saat sonra tek koloni secilerek YGC (Yeast extract Glucose
Chloramphenicol, Merck, Almanya) Agar iizerine drigalski spatiilii ile yayilmis ve 27
°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Steril 6ze yardimiyla yarim 6ze olacak sekilde
hiicreler toplanmis ve 100 pL steril saf suda ¢6zlindiriilmiistir. Her bir siispansiyon
ZnSe plate iizerine yayilarak 40°C’de 45 dk kurumaya birakilmistir. FTIR ol¢limleri
HTS-XT birimli Bruker Tensor 27 spektrometre (Bruker Optic GmbH, Almanya)

kullanilarak yapilmistir. Sonuglar OPUS yazilimi kullanilarak degerlendirilmistir.
2.4 Probiyotik Ozelliklerin Belirlenmesi

2.4.1 Oto-agregasyon Yiizdesinin Belirlenmesi

S. boulardii suslarinin oto-agregasyon yiizdeleri Gil-Rodriguez vd. [68] tarafindan
belirtilen metot lizerinde baz degisiklikler yapilarak belirlenmistir. Kisaca, maya
hiicreleri 7mL’lik YPD broth ortamina %1 oraninda inokiile edilerek 37°C’de 24 saat
inkiibe edilmistir. 0., 2., 4. ve 24. saat dilimlerinde inokiile edilen ortamdan 1,2 mL
alinarak 7000 rpm’de 4°C’de 15 dk santrifiijlenerek elde edilen pellet 2 defa steril
%0,9 NaCl c¢ozeltisi ile yikanmistir. Ayni hacimde tekrar siispanse edilerek
spektrofotometrede ODeoo nm Olciilmiistiir. Oto-agregasyon yiizdesi asagidaki

matematiksel esitlik 2.1 kullanilarak belirlenmistir;

Oto-aggregasyon (%) = (1— A (2.1)

A

At 2., 4. ve 24. zaman dilimlerindeki absorbans degerlerini, Ao ise 0. zaman

dilimindeki absorbans degerlerini gostermektedir.
2.4.2 Hiicre Yiizey Hidrofobisitesinin Belirlenmesi

S. boulardii suslarinin hidrofobisite yeteneklerinin belirlenmesi Vinderola ve
Reinheimer [69] tarafindan belirtilen metot lizerinde baz1 degisiklikler yapilarak
gerceklestirilmistir. Maya izolatlar1 YPD ortamina %1 oraninda inokiile edilmis ve

37 °C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra 7000 rpm 4 °C’de 10 dk santrifiijlenerek
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stipernatant uzaklastirilmis, 50 mM KzHPO4 tampon ¢6zeltisi ile iki defa yikanarak
ayni ¢Ozeltiyle tekrar stispanse edilmistir. Elde edilen siispansiyon ODeoo nm’de 1’e
ayarlanmistir. ODeoo nm ayarlanan stuspansiyonlarin 560 nm’de absorbans degerleri
okunmustur (A1). 3 mL maya stispansiyonu 0,6 mL hekzan, dietileter, n-hekzadekan
ve ksilen ile muamele edilerek 2 dk boyunca vortekslenmistir. Karisim iki farkl faz
olusana kadar 37 °C'de 20 dk inkiibe edilmistir. Sulu faz dikkatli bir sekilde
cikartilarak 560 nm’de absorbans degeri o6l¢iilmiistiir (Az). Maya izolatlarinin

hidrofobisite (%) degerleri esitlik 2.2 kullanilarak hesaplanmustur.

H (%) = [(%)1*100 2.2)

2.4.3 Diisik pH ve Safra Tuzu Toleransinin Belirlenmesi

S. boulardii izolatlarinin diisiik pH ve safra tuzuna toleransinin belirlenmesi Ispirli
vd. [70] tarafindan belirtilen metot tlizerinde baz1 degisiklikler yapilarak
belirlenmistir. Diisiik pH’ya direncin belirlenmesi amaciyla 1 M HCI (Merck,
Almanya) kullanilarak YPD ortaminin pH’s1 1,5, 2,0, 2,5 ve 3,0 olarak ayarlanmistir.
Safra tuzuna toleransin belirlenmesi amaciyla da %0.3 safra tuzu YPD ortamina
eklenmistir. Inokiilasyondan 6énce maya hiicrelerinin ODeoo degerleri 1’e
ayarlanmistir ve 10 mL’lik YPD ortamlarina %1 oraninda inokiile edilmistir.
Spektrofotometrede 6rneklerin absorbans degerleri 600 nm’de her dort saatte bir

24 saat boyunca 6lctilerek diisiik pH ve safra tuzu toleranslari belirlenmistir.
2.4.4 Gastrointestinal Kosullara Direncin Belirlenmesi

S. boulardii suslarinin simtile edilmis gastrointestinal kosullara direnci Bonatsou vd.
[71] tarafindan belirtilen metot {zerinde kigiik degisiklikler yapilarak
gerceklestirilmistir. Sentetik mide ortami tampon ¢ozeltisi NaCI (2,05 g/L), KH2PO4
(0,60 g/L), CaCl2 (0,11 g/L) ve KCI (0,37 g/L) kullanilarak olusturulmus, pH 2’ye
ayarlanmis (1 M HCI kullanilarak) ve 121°C’de 15 dk otoklavlanmistir. Kullanmadan
once pepsin (0,0133 g/L) ve lizozim (0,01 g/L) enzimleri eklenmistir. S. boulardii
kiltirleri 24 saat boyunca YPD Broth ortaminda gelistirilerek 4 °C’de 7000 rpm’de
10 dk. boyunca santrifiij edilerek slipernatant uzaklastirilmis, elde edilen pellet

enzim ilavesi yapilmamis steril tampon ¢ozeltisi ile iki defa yikanmistir. S. boulardii
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suslarinin ODsoo 1,0’e ayarlanarak sentetik mide ortaminda stispanse edilmis ve 37
°C’de 2,5 saat boyunca calkalamali inkiibatorde inkiibe edilmistir. Son olarak
kiltirlerin seri diliisyonlar1 YPG Agar tizerine spot ekim teknigine uygun olarak

ekilerek 37 °C’de 48 saat inkiibe edildikten sonra sayim yapilmistir.

Sentetik pankreatik ortam safra tuzu (3,0 g/L), pankreatin (0,1 g/L), sodyum fosfat
dibazik heptahidrat (50,81 g/L) ve NaCI (8,5 g/L) kullanilarak olusturulmus ve pH
8’e ayarlanmistir (1 M HCI ile). Sentetik mide ortamina maruz kalan S. boulardii
hiicreleri yukaridaki santrifiij kosullarina uygun olarak santrifiij edilerek pellet elde
edilmis ve sentetik pankreatik ortam sivisi ile yikanmistir. Daha sonra ayni ortamda
ayni hacimde tekrar slispanse edilmis ve 37 °C’de 3 saat boyunca calkalamali
inkiibatérde inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda kiiltiirlerin seri diliisyonlar:
YPG Agar tizerine spot ekim teknigine uygun olarak ekilerek 37 °C’de 48 saat inkiibe

edildikten sonra sayim yapilmistir.
2.4.5 Antibiyotik Direncin Belirlenmesi

S. boulardii suslarinin antibiyotik direncinin belirlenmesi amaciyla bazi
antibakteriyel ve antifungal antibiyotikler secilmistir; ampicillin (AM, 10 mcg),
chloramphenicol (C, 30 mcg), ciprofloxacin (CIP, 5 mcg), doxycycline (DO, 30 mcg),
erythromycin (E, 15 mcg), gentamicin (CN, 10 mcg), kanamycin (K, 30 mcg),
oxytetracycline (T, 30 mcg), penicillin (P, 10 U), streptomycin (S, 10 mcg),
tetracycline (TE, 30 mcg) and amphotericin B (AMB, 20 mcg), clotrimazole (CLT, 10
mcg), flucanazole (FLU, 25 mcg), ketoconazole (KTC, 10 mcg), nystatin (NY, 100 U)
(Bioanalyse, Tiirkiye). S. boulardii suslarinin antibiyotik direngleri Ispirli vd. [70]
tarafindan belirtilen metot lizerinde bazi degisiklikler yapilarak belirlenmistir.
Aktiflestirilmis S. boulardii suslart YPD Broth ortamina %1 oraninda inokiile
edilerek 37°C'de 24 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra her bir susun optik yogunluk
degeri ODesoo’de 1,0’e ayarlanmistir ve 100 upL hiicre stspansiyonu YPD Agar
ortamina yayilmistir. Her bir petri dorde boltiinerek 2 farkli antibiyotik disk petriler
uzerine yerlestirilmistir. Petriler 37°C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra olusan

zonlar mm cinsinden 6l¢iilmustir.
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2.4.6 Antifungal Aktivitenin Belirlenmesi

S. boulardii izolatlarinin antifungal 6zelliklerinin belirlenmesi Demirbas vd. [72]
tarafindan belirtilen metot lizerinde bazi degisiklikler yapilarak gerceklestirilmistir.
Antifungal 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla Aspergillus flavus, Aspergillus niger,
Penicillium expansum, Fusarium oxysporum, ve Alternaria alternata kiifleri
kullanilmistir. Bu amacla belirtilen kiifler 27°C’de A. flavus, A. niger ve P. expansum
sporulasyon evresinde F. oxysporum ve A. alternata ise 5 giinliik inkiibasyon
periyodu boyunca Malt Agar (Neogen Culture Media) besiyerinde gelistirilmistir.
Maya izolatlari ise %1 oraninda YPD broth ortamina inokiile edilerek 37°C’de 24
saat inkilibe edildikten sonra malt agar besiyerine %1 oraninda tekrar inoktile
edilerek agarlar petri kutularina dékiilmiistiir. Maya iceren agarlar katilastiktan
sonra, belirtilen kufler 2 numarali delge¢ kullanilarak aseptik olarak kesilmis ve
steril pens kullanilarak delgecten ¢ikarilan maya iceren malt agar pargasi besiyerine
koyulmustur. Ayni sekilde kontrol grubu olarak da maya icermeyen malt agar
besiyerine sadece kif koyulmustur. Kiiflerin gelisimi 48 saatlik inkiibasyon sonunda

oOlgiilerek asagidaki esitlik 2.3 yardimiyla % inhibisyon orani belirlenmistir.
Inhibisyon oran1 (%) =[1—(A — A,)]*100 (2.3)

A1 maya icermeyen kontrol grubundaki kiiflerin gelisimini, A2 ise maya iceren

ortamdaki kiiflerin gelisimini gostermektedir.
2.4.7 Antibakteriyel Aktivitenin Belirlenmesi

Aktiflestirilmis S. boulardii suslar1 30 mL YPD Broth ortamina inokiile edilerek 37°C
‘de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra 10 dk. 7000 rpm ve 4°C’de
santrifiij edilerek siipernatant elde edilmis ve 0,22 pm filtre kullanilarak filtre
edilmistir. Elde edilen S. boulardii ekstraktlari liyofilize edilmis ve steril saf suda ti¢

farkli konsantrasyonda ¢6ziindurilmistir (1:1, 1:2 ve 1:5 g/mL) [58].

Antibakteriyel aktivitenin belirlenmesi amaciyla Bacillus cereus BC 6830,
Escherichia coli BC 1402, Salmonella Typhimurium RSSK 95091, Staphylococcus
aureus ATC 25923, Yersinia enterocolitica ATCC 27729 patojen bakterileri se¢ilmis
ve agar diflizyon metodu kullanilarak belirlenmistir [73]. Aktiflestirilmis patojen

bakteriler Triptic Soy Agar (Merck, Almanya) ortamina %1 oraninda inokiile
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edilerek petrilere dokulmiistiir. Steril corck borer kullanilarak her bir petride 10
mm c¢apinda 3 kuyucuk acilmis ve 100 uL S. boulardii ekstraktlari belirtilen
konsantrasyonlarda kuyucuklara ilave edilmistir. Petriler 37°C'de 24 saat inkiibe
edildikten sonra olusan zonlar mm cinsinden olgiilerek antibakteriyel aktivite

belirlenmistir.
2.5 Probiyotik Dondurma Uretim Prosesi

Dondurma formiilasyonu ve érneklerin tiretimi Kurt vd. ve Durmaz vd. [74, 75]
tarafindan belirtilen metot lizerinde bazi degisiklikler yapilarak (Delonghi, II
Gelataio, ICK500, Cin) marka dondurma cihaz1 kullanilarak gerceklestirilmistir.
Dondurma iiretim prosesinin akis diyagrami ve formiilasyon Sekil 2.1 ve Tablo
2.3'te yer almaktadir. Stabilizatér olarak salep, emiilgatér olarak ise mono ve

digliseritler kullanilmistir.

Probiyotik dondurma {retimi amaciyla S. boulardii ve L. rhamnosus kiiltiirleri
secilmistir. Her iki probiyotik kiiltir daha 6nceden bir kez aktiflestirilerek
dondurma iretiminde kullanilmak tizere daha yiiksek hacimde tekrar
gelistirilmistir. S. boulardii 600 mL YPD ortamina %?2,5 oraninda inokiile edilerek
37°C’de 48 saat galkalamali inkiibatérde aerobik kosullarda inkiibe edilmistir. L.
rhamnosus ise 500 mL MRS ortamina %1 oraninda inokiile edilerek 37°C’de 24 saat
inkiibe edilmistir. Her iki kiiltiir inkiibasyondan sonra 6000 rpm’de 10 dk 24°C’de
santriflijlenerek pellet toplanmis ve elde edilen pellet steril %0,9 NaClI ¢ozeltisi ile
iki defa ayni1 santriftij kosullarinda yikanmistir. Elde edilen pellet dondurma miksine
dinlendirme 6ncesi ve dondurma sonrasi olmak iizere iki farkli asamada birlikte ve
ayr1 ayn olacak sekilde inokiile edilmistir. Inokiilasyondan sonra karisim 30 dk
boyunca manyetik karistiricr ile karistirilmistir. Homojen dondurma miksi
dondurma cihazina koyularak probiyotik dondurma tretimi gerceklestirilmistir

[61].
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Tablo 2.3 Probiyotik dondurma formiilasyonu

= © Probiyotik
= é Sit Seker Salep Emiilgator Probiyotik
S = inokiilasyonu
2 < (mL) (g) (g) (g) mikroorganizma
= S (kob/mL)
Y
£

D1 250 62,5 1,875 0,625 S. boulardii 2,4x107
2
] D2 250 62,5 1,875 0,625 L. rhamnosus 1,9 x 1011
e
£
= S. boulardii 3,0x107
i D3 250 625 1875 0,625
= L. rhamnosus 8,0x10°
=

D4 250 62,5 1,875 0,625 S. boulardii 4,0 x 107
s
g D5 250 62,5 1,875 0,625 L. rhamnosus 7,4 x10°
o
§ S. boulardii 2,0x107
i D6 250 625 1875 0,625
E L. rhamnosus 1,2x1010
=

Kontrol 250 62,5 1,875 0,625

2.5.1 Probiyotik Dondurma Orneklerinin Fizikokimyasal Analizleri

2.5.1.1 Kuru Madde Miktarinin Belirlenmesi

Cam petriler 105°C'de 1 saat kurutulduktan sonra darasi alinan (K1) petrilere

probiyotik dondurma 6rneklerinden 1-1.5 g tartilmis (K2) ve 105°C’de etiivde 24

saat kurutulmustur.

Kurutulan o6rnekler desikatorde sogutulduktan

sonra

tartilmistir (K3). Orneklerin % kuru madde degerleri formiil 2.4 ile belirlenmistir

[76].

% Kuru madde = K= K

2
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2.5.1.2 Titrasyon Asitliginin Belirlenmesi

Probiyotik dondurma o6rneklerinde titrasyon asitligi Kurt vd. [76] tarafindan
belirtilen metot lzerinde bazi degisiklikler yapilarak gerceklestirilmistir. 1 g
dondurma o6rnegi 1:2 oraninda saf su ile homojenize edilerek 3 damla fenolftalein
indikotiirii damlatilmis olup 0,1 N NaOH ile hafif pembe renk olusuncaya kadar titre
edilmistir. Sonuclar % laktik asit cinsinden asagidaki esitlik 2.5 yardimiyla

belirlenmistir.

N x Sarfiyat x 0.009 x 100

Asitlik (%, laktik asit)= .. -
Ornek miktar1 (g)

(2.5)

2.5.1.3 Yag Miktarinin Belirlenmesi

Probiyotik dondurma o6rneklerinin yag miktar1 biitirometre kullanilarak Gerber

yOontemiyle belirlenmistir [76].
2.5.1.4 Protein Miktarinin Belirlenmesi

Probiyotik dondurma orneklerinin protein miktar1 Kjeldahl yo6ntemiyle

belirlenmistir [76].
2.5.1.5 pH Degerlerinin Belirlenmesi

Dondurma ornekleri oda sicakliginda 30 dk bekletilerek eritilmis ve érneklerin pH

degerleri Mettler Toleda (Seven Compact) pH metre cihazi kullanilarak 6l¢tilmiistiir.
2.5.1.6 Hacim Artisinin (Overrun) Belirlenmesi

Probiyotik dondurma 6érneklerinin hacim artisini belirlemek i¢in, 6rnekler, darasi
tespit edilen ol¢ili silindir icine belli hacme kadar bosluk kalmayacak sekilde
doldurulmus ve hassas terazide tartilmistir. Probiyotik dondurma o6rnekleri
tamamen sivi forma gecene kadar oda sicakliinda erimeye birakilmistir ve eriyen
dondurma miksi silindir i¢cine ayn1 hacme kadar tamamlanarak hassas terazi ile
tartilmistir. Dondurma o6rneklerinin hacim artis1 asagidaki esitlik 2.6 yardimiyla

hesaplanmistir [76].

Hacim artis1 (%) = ( Dondugzzgj:r'ﬁ:'kzl't'lzzik“t'es' ) x 100 (2.6)
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2.5.2 Probiyotik Canli Sayimi

Dondurma orneklerinde probiyotik mikroorganizma sayimi yayma ekim teknigine
uygun olarak gerceklestirilmistir. 1 g 6rnek 9 mL %0,9 NaCl ¢6zeltisinde homojenize
edilerek seri diliisyonlar hazirlanmistir. Uygun diliisyonlardan 100 pL S. boulardii
icin YPD Agar ve L. rhamnosus i¢in MRS Agar ortamlarina inokiile edilerek drigalski
spatiillii yardimiyla yayilmistir. 37°C’de 48 saat inkiibe edildikten sonra canli
mikroorganizmalar sayilarak kob/g cinsinden ifade edilmistir. Dondurma

orneklerinde probiyotik mikroorganizma sayimi 4 giin araliklar ile yapilmistur.
2.5.3 Renk Ozelliklerinin Belirlenmesi

Renk degerleri olarak belirtilen L*, a* ve b* (CR-400 ChromaMeter, Konica, Minolta,
Japonya) renk cihazi kullanilarak belirlenmistir [77]. L* degeri parlakligi (0-100), a*
degeri kirmizidan (+) yesile (-) olan renk degisimini, b* degeri ise saridan (+) maviye

(-) olan renk degisimini belirtmektedir.
2.5.4 Erime Ozelliklerinin Belirlenmesi

Dondurma 6rneklerinin erime davranisi Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DTK)
(TA Instrument Q100, New Castle, USA) kullanilarak belirlenmistir [78]. 10-15 mg
ornek aliiminyum panlara koyularak hermetik olarak kapatilmistir. -30°C’den
+20°C’ye dakika da 5°C artacak sekilde belirlenmistir. Analiz iki paralel olacak

sekilde yiiritilmistir.
2.5.5 Reolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Dondurma mikslerinin reolojik 6zellikleri Dertli vd. [79] tarafindan belirtilen
metoda gore belirlenmistir. Reolojik 6zellikler 5°C‘de reometre cihazi (Anton Paar,
MCR 302, Avusturya) kullanilarak, 6lciim mesafesi 0,5 mm olacak sekilde 50 mm’lik
prob ile gerekli dl¢limler yapilmistir. Prob ile alt tabaka arasindaki sicaklik dengeye
gelmesi ve ornegin kendine gelmesi icin prob 0,5 mm’ye indikten sonra analiz
oncesinde ornek 2 dk bekletilmistir. Dondurma miksi o6rneklerinin reolojik
ozellikleri 25 noktada 6l¢tim alarak 0,1-100/s kesme hiz1 (shear rate) uygulanarak
belirlenmistir ve kesme hizina karsilik kayma gerilmesi (shear stress) degerleri elde

edilerek orneklerin akis davranislari belirlenmistir. Analiz sonucunda elde edilen
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veriler Ostwald de Waele modeline uyarlanarak ilgili parametreler asagidaki esitlik

yardimiyla hesaplanmistir.
o=K(y)n

o degeri kayma gerilimini (Pa), K degeri kivam katsayisini (Pa.s?), y degeri kayma

hizini (1/s) ve n degeri ise akis davranis indeksini gostermektedir.
2.5.6 Ucucu Bilesenlerin Belirlenmesi

Probiyotik dondurma érneklerinin ugucu bilesen analizi GCMS-QP2010 (Shimadzu,
Milan, Italya) cihaz kullanilarak gerceklestirilmistir. Analizlerde CTC-Combi-PAL-
otosampler (Bender ve Hobein, Ziirih, Isvi¢re) oto-érnekleyici kullanmilmistir.
Kromatografik ayrim Rtx-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) silika kolon, tasiyic1 gaz
olarak helyum kullanilarak gerceklestirilmistir. Tepe boslugu analizleri, kat1 faz
mikroekstraksiyon fiberleri (DVB/CARBOXEN-PDMS) kullanilarak
gerceklestirilmistir. 4,6 g olarak tartilan probiyotik dondurma 6rnekleri 20 mL’lik
tepe bosluguna sahip viallere konulmustur. Vialler oto-érnekleyici tarafindan
1sitilarak 15 dk boyunca 70 °C’de ¢alkalanmistir. Tepe boslugu oto-6rnekleyicinin
inkiibasyon sicakligi 70°C, inkiibasyon siiresi 15 dk, enjeksiyon sicakligi 70°C,
calkalama hi1z1 500 rpm, enjeksiyon hacmi 1000 pL, dolum hiz1 200 pL/s, enjeksiyon
hiz1 350 pL/s olarak ayarlanmistir. GC-MS sistemine 0,5 mL tepe boslugu numunesi
verilmistir. Sicaklik programi 3 dk 40°C, 8 dk 40-176°C ve 20 dk 176°C olacak
sekilde kullanmilmistir. Enjektoriin sicakligi 150°C’de sabit tutulmustur. Basing 95,8
kPa ve lineer hiz 47,1 cm/s, tasiyici gaz akis hiz1 1,71 mL/dk olarak ayarlanmistir.
Ara ylizey sicaklig1 280°C ve iyon kaynagi sicaklig1 230°C olarak kullanilmistir. Kiitle
spektrometresi secili iyon-izleme modunda, elektron iyonizasyon dedektoriiniin
voltaj1 70 eV'a ayarlanmis ve bilgiler 35-550 m/z araliginda toplanmistir. Elde
edilen toplam iyon kromatogramlar cihazin sahip oldugu ticari kiitiiphaneler ile
(NIST27 ve WILEY7) eslestirilerek tanimlama dogrulugu %90 tizerinde olan ugucu
bilesenler sonug olarak kabul edilmistir [80].

2.5.7 Duyusal Degerlendirme
Probiyotik dondurma oOrneklerinin duyusal degerlendirmesi hedonik skala

kullanarak Soukoulis vd. [81] tarafindan belirtilen metot tizerinde bazi degisiklikler
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yapilarak gerceklestirilmistir. Panelistlere konunun amaciyla ilgili bilgi verildikten
sonra duyusal degerlendirme yapmalar istenmistir. Panelistlerin dagilimi yiiksek
lisans, doktora ve akademisyen olacak sekilde gerceklestirilmistir. Panelistlerden
her bir ornekten sonra agizlarini su ile temizlemeleri istenmistir. Dondurma
orneklerinin begenilme derecesi; renk, yapi, tat, koku, erime, yabanci tat ve genel
kabul edilebilirlik agisindan 1 ile 5 puan arasinda degisen bir Oo6lcekte
degerlendirmeleri istenmistir. Orneklerin begenilme derecesi; renk/goriiniis, koku,
tat/lezzet, buzlu yapi, erime kalitesi, yabanci tat ve genel kabul edilebilirlik
acisindan 1 ile 5 puan arasinda degisen bir 6l¢ekte degerlendirilmistir (1: ¢ok koti,

2: begenmeme, 3: cok kot degil, 4: iyi ve 5: ¢ok iyi).
2.6 Istatistiksel Analiz

Tim analiz sonuglari en az iki paralel olacak sekilde gerceklestirilmistir. Elde edilen
verilerin ortalama degerleri ve standart sapmalar1 hesaplanarak tablo ve grafikler
olusturulmustur. Istatistiksel analizin gerceklestirilmesi amaciyla JMP 15.2.1
yazilim programi kullanilmistir. Farkliliklarin belirlenmesi amaciyla tek yonlu

varyans analizi (ANOVA) Student’s t testi kullanilmistir (P<0,05).
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3

BULGULAR VE TARTISMA

3.1 S. boulardii Suslarinin Tanimlanma Sonuglari

S. boulardii son yillarda hem probiyotik olarak kullanimi nedeniyle hemde yakin
zamanada kadar taksonomik pozisyonunun belirlenmesiyle ilgili tartismalardan
dolay ilgi gormiistiir [52]. 1990’hh yapilan ¢alismalarda S. boulardii’nin hem S.
cerevisiae hemde diger maya tiirlerinden farkh bir tir olarak degerlendirilmesi
gerektigini gostermistir [82]. Daha sonra PCR polimorfizmine dayali yapilan
calismalar onceki calismalarin hatali oldugunu ve S. cerevisiae ile S. boulardii
arasinda %95 tizerinde benzerlik oldugunu gostermistir [83, 84]. 2000°li yillarda
tiire 6zgii primerlerle yapilan ¢alismalar sayesinde ¢ok sayida Saccharomyces susu
analiz edilerek belirtilen anlasmazlik a¢ikliga kavusturulmustur [85]. Elde edilen
sonuglar kesin olarak S. boulardiinin tiim suslarinin S. cerevisiae tiiriine ait
oldugunu ve Saccharomyces cerevisiae var. boulardii olarak isimlendirilmesi

gerektigini gostermistir [32, 52].

S. boulardii iceren on bir ticari lirtinden izolasyon yapilarak DNA ekstraksiyonu
yapilmistir. Elde edilen DNA’lar ile Boul3 ve Boul4 primer ciftleri kullanilarak uygun
PZR sartlarinda spesifik gen bolgeleri cogaltilmistir [52]. Sekil 3.1’de S. boulardii'ye
0zgu primer cifti ile basarili bir sekilde elde edilen jel elektroforezi gortintileri yer
almaktadir. Genotipik olarak test edilen tiim suslarin S. boulardii i¢in spesifik olan

mikrosatellite allel genine sahip oldugu belirlenmistir [30, 52].
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Sekil 3.1 S. boulardii suslarinin PZR jel elektroforez goriintiisii

S. boulardii galaktozu fermente edememesi veya S. cerevisiae’ye gore daha yavas
fermente etmesi ve askospor olusturmamasi gibi oOzellikler bakimindan S.
cerevisiae’den ayrilmaktadir [28, 53]. S. boulardii suslar1 hem glikoz ve galaktoz
fermentasyonlar1 hem de askospor olusturma yetenekleri daha énce tanimlanmis
olan S. cerevisiae ile kiyaslanmistir. Ticari Urtlinlerden izole edilen S. boulardii
suslarinin 10 gilinliik inkiibasyon periyodu boyunca galaktozu fermente edemedigi,
ancak S. cerevisiae’'nin galaktozu fermente edebildigi gorilmiustiir (Sekil 3.2). S.
cerevisiae susunun beklenildigi gibi askospor olusturdugu buna karsin S. boulardii

suslarinin ise askospor olusturamadigi belirlenmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3 S. boulardii ve S. cerevisiae suslarinin askospor olusumlari

S. boulardii suslar1 26S rDNA PZR islemi ile amplifiye edilmis ve sekanslama islemi
icin Medsantek Laboratuar Malzemeleri San. ve Tic. Ltd. Sti. (Istanbul) firmasina
gonderilmistir. Sekil 3.4’te S. boulardii suslarina 26S geninin PZR ile amplifikasyonu
sonucu elde edilen agaroz jel goriintlisii yer almaktadir. Sekanslama isleminin
ardindan DNA gen dizilimleri (https://www.yeastgenome.org/blast-fungal) veri
tabanina yiiklenerek S. boulardii ile olan benzerlikleri % olarak belirlenmistir. Sonug
olarak, 26S rDNA ile tanimlamasi yapilan tim suslarin S. boulardii susu oldugu
dogrulanmistir. Elde edilen driinlerin filogenetik analizi MEGA-X paket
programinda Neighbour-joining (N]J) metodu kullanilarak Saitou ve Nei [66]
filogenetik aga¢ olusturulmustur (Sekil 3.5).
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Sekil 3.4 S. boulardii suslarinin 26S geninin amplifikasyonunu gésteren agaroz jel

goruntusu

$3, %100
S10, %99
S5, %99
S$11, %100
S2, %99
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— S6, %100
57 %90

0.50

Sekil 3.5 S. boulardii suslarinin 26S sekanslarina bagh olarak filogenetik iliskisini

gosteren Neighbour-joining (N]J) metodu ile olusturulmus dendogram

Simdiye kadar mikrobiyal tiirlerin ayirt edilmesinde birgok farkli teknik
kullanilmistir ve yakin zamanlarda ise FT-IR spektroskopisi glivenilir ve hizli bir
tanimlama teknigi olarak 6énem kazanmistir [86, 87]. DNA tabanli tanimlama

yontemleriyle kiyaslandiginda, bu parmak izi teknigi mikrobiyal tiirleri tanimlamak
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icin IR radyasyonunun emilimine maruz kalan hiicrelerin genel kimyasal bilesimini
hedeflemektedir [86]. FT-IR teknigi ile mikroorganizmalarin tanimlanmasinin
%90’dan daha ytiksek oranda dogruluk gosterdigi belirtilmistir [86, 88, 89]. Bu
teknik ayrica maya tirlerinin tanimlanmasi icinde kullanilabilmektedir [89]. S.
boulardii suslart on iki S. cerevisiae, sekiz Torulospora delbrueckii ve iig
Kluyveromyces marxianus referans suslari ile FT-IR analizi yapilmistir. S. boulardii
suslarinin S. cerevisiae de dahil olmak tizere test edilen diger maya tiirlerinden ayirt
edilebildigini ortaya koymustur (Sekil 3.6). FT-IR analizi sayesinde S. boulardii diger
mayalardan basari ile ayirt edebilmis ve test edilen diger maya suslarina kiyasla

farkl bir kiime bélgesi olusturmustur.
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3.2 8. boulardii Suslarimin Probiyotik Ozellikleri

3.2.1 Oto-agregasyon Sonuglari

Potansiyel probiyotik mikroorganizmada aranan 6zelliklerden bir tanesi hiicrelerin
agregasyon yetenegidir, ¢linkii agregasyon bagirsaga mikrobiyal tutunmayi
arttirmaktadir [90]. Probiyotik mikroorganizmalarin yiiksek oto-agregasyon
ozellikleri, bagirsak mukozasina baglanmalari i¢cin 6nemlidir [91]. Daha ytiksek oto-
agregasyon, daha fazla tutunmaya neden olabilir [92]. Maya hiicreleri bakteri
hiicrelerinden daha biiyiik ve daha agirdir, boylece daha hizli ve daha ytliksek oranda

¢okmektedir [68].

Sekil 3.7°’de goruldigi gibi S. boulardii suslarinda en ylksek oto-agregasyon
yluzdesine 24. saatte ulasilmistir. 2 saatlik inkiibasyon periyodu boyunca suslarin
agregasyon yiizdeleri %10,00 ile %70,59 arasinda degismis olup en ytksek
agregasyon yetenegi S10, S2 ve S5 suslarinda tespit edilmistir (70,59, 64,71 ve
53,25, sirasiyla). S2, S10 ve S3 suslarinda 4 saatlik inkiibasyon periyodu sonunda en
yliksek agregasyon ylizdesi belirlenmistir (92,68, 85,68 ve 82,14, sirasiyla). Suslarin
agregasyon yiizdeleri 24 saatlik inkiibasyon periyodu sonunda %100’e yaklasmis
olup bu durum probiyotik bir mikroorganizma i¢in istenilen bir 6zelliktir. En ytliksek

agregasyon yetenegine sahip sus olarak %99,60 ile S10 belirlenmistir.

Bizim c¢alismamizda oldugu gibi, Gil-Rodriguez vd. tarafindan [68] maya
kiltirlerinin 2 saatlik inkiibasyon i¢in yiiksek diizeyde degiskenlik gosterdigini ve
4 saatlik inkiibasyon sonunda yiiksek agregasyon ytlizdelerine ulastig1 bildirilmistir.
iki farkl S. boulardii susunun agregasyon yiizdelerinin 2 saatlik inkiibasyon igin
%30,59 ve 42,86 oldugu belirtilmistir [93]. S. boulardii dahil tiim maya izolatlarinin
2 saatlik inkibasyon i¢cin %16'dan daha dusiik agregasyon kapasitesi gosterdigini
ve 24 saatlik inkiibasyondan sonra %96'ya ulastig1 bildirilmistir [94]. Oliveira vd.
[95] yaptiklar1 ¢calismada S. boulardii’yi kontrol sus olarak kullanmislardir ve 2
saatlik inkiibasyon icin %25,5 agregasyon kapasitesine ulastigini, 4 ve 24 saatlik
inkiibasyondan sonra %34,75 ve 77,05 agregasyon Kkapasitesine ulastigini
belirtmislerdir. Agregasyon, hiicre yiizeyinin fiziko-kimyasal 6zellikleri, ortamdaki
Ca2+ iyonlarinin veya mannoz varligi, inokiile edilen kiiltiiriin inkiibasyon siiresi
veya uygulanan yontemlerin farkli olmasi gibi cesitli faktoérlere baghdir [96, 97].
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Yapilan ¢alismalar S. boulardii suslarinin agregasyon yeteneklerinin farkli oldugunu
gostermektedir. Bu ¢alismayla birlikte ilk defa S. boulardii suslarinin agregasyon
yetenekleri kendi arasinda kiyaslanmistir. Elde edilen veriler 1siginda bu
farkliliklarin nedeni olarak c¢alismalarda kullanilan suslarin veya uygulanan

metotlarin farkli olmasi ve gevresel faktorlerin etkili olabilecegi diisiiniilmektedir.

= s
= 45
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51 52 53 54 55 56 57 58 59 510511
S. boulardii suglar

Sekil 3.7 S. boulardii suslarinin oto-agregasyon ytizdeleri

3.2.2 Hiicre Yiizey Hidrofobisitesi Sonuglar:

Hidrofobisite, mikroorganizmalarin probiyotik potansiyellerinin belirlenmesinde
siklikla tercih edilen parametrelerden bir tanesidir [98]. Mikroorganizmalarin
hidrofobik karakteri, konak¢inin dokularina tutunmasi i¢in 6nemli bir 6zelliktir [99,
100]. Bu o6zellik, probiyotik mikroorganizmalara gastrointestinal sistemde rekabet
avantaj saglamaktadir [101]. Hidrofobisitenin belirlenmesi icin ¢esitli yontemler
gelistirilmis olup bunlardan yaygin olarak tercih edilen n-heksadekan, ksilen,

hekzan ve dietil eter gibi farkl hidrokarbonlara mikrobiyal tutunmadir [100].

S. boulardii suslarnin hidrofobisitesi dort farkli hidrokarbon, hekzan, dietil eter,
ksilen ve n-hekzadekan, ile belirlenmis olup Sekil 3.8'de gosterilmistir. Suslarin
hidrofobisite ytizdeleri hidrokarbonlara gore degismis olup en yliksek hidrofobisite
ylzdeleri n-hekzadekan hidrokarbonunda %30,57, 28,22 ve 27,31 ile S9, S5 ve S11
suslarinda, en diisiik hidrofobisite ytlizdeleri ise ksilen hidrokarbonunda %0,99,

1,38 ve 1,47 ile S6, S2 ve S1 suslarinda belirlenmistir. Genel olarak tiim suslarda en
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ylksek hidrofobisite ylizdesi n-hekzadekan hidrokarbonunda, en diisiik
hidrofobisite ylizdesi ise ksilen hidrokarbonunda belirlenmistir. S3 susu, hekzan,
dietil eter ve ksilen hidrokarbonlarinda en yliksek hidrofobik karakter gosteren sus
olmasina ragmen en yiiksek hidrofobik karakter n-hekzadekan ile S9 susunda
belirlenmistir. Elde edilen sonuglar S. boulardii suslarinin hidrofobisite degerlerinin

hidrokarbonlara gore degistigini gdstermistir.

Sekil 3.8 S. boulardii suslarinin hiicre yiizey hidrofobisiteleri

Menezes vd. [102] tarafindan yapilan ¢alismaya gore S. boulardii n-hekzadekan icin
%99,4 hidrofobisite gostermistir. Hidalgo vd. [103] dort farklh mayanin
hidrofobisitelerini karsilastirmislar ve en yiiksek hidrofobisite yiizdelerini
kloroform ve n-hekzadekan’da belirlemislerdir ve bizim calismamizda oldugu gibi S.
boulardii i¢in en diisiik hidrofobisite yiizdesini ksilen de belirlemislerdir. iki farkl S.

boulardii susunun hidrofobisite yiizdesini %15,58 ve %21,18 olarak n-hekzadekan
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da bulmuslardir [93]. Kaushik vd. [104] hidrofobisite ylizdelerindeki farkliliklarin,
bir tiirtin suslar1 arasindaki hiicre ytlizey proteinlerinin ekspresyon seviyesinin yani

sira gevresel kosullarla da iligkili olabilecegini ifade etmislerdir.
3.2.3 Diisiik pH ve Safra Tuzlarina Tolerans Sonuglari

Probiyotikler, diisiik pH'larda ve safra tuzlarinin varliginda, gastrointestinal
sistemde olumlu etkilerini gostermek i¢in canliigini devam ettirebilmelidir [94].
Diistik pH ve safra tuzu toleransi bir susun gastrointestinal sartlarda canli kalmasi
hakkinda bilgi vermektedir [105]. Genel olarak mide suyunun asitlik degeri pH 3
olarak kabul edilmektedir ve pH 2 ekstrem mide kosullar1 i¢in kullanilmaktadir

[106].

pH 3,0 ve safra tuzu varliginda S. boulardii suslarinin gelisimi etkilenmemistir ancak
S2, S4 ve S6 suslari digerlerine kiyasla daha az gelisim gostermistir (Sekil 3.9). Bu
pH degerinin S. boulardii suslarinin canliligini devam ettirebilmesi i¢in esik bir deger
oldugu one siirilmistir c¢iinkii pH 3,0’dan daha diisiik pH degerlerinde canliligin
onemli olciide azaldigi belirtilmistir [56]. Onceki bulguya benzer sekilde,
calismamizda pH 2,0 ve 1,5’te S. boulardii suslarinda gelisme gézlemlenmemistir, bu
durum S. boulardii suslari i¢in diisiik pH kosullarinda canliligi devam ettirmek icin
bir korumanin gerekli olabilecegini 6nermektedir. Ancak S. boulardii suslar1 pH
2,5'te farklh karakteristik o6zellik gostermis olup bu pH degerinde S2 ve S10
suslarinin gelisebildigi belirlenmistir. Bu iki susun pH 2,5 gibi ¢ok diisiik kosullarda
canlilik gostermeleri probiyotik bir mikroorganizma igin ayirt edici 6nemli bir

ozelliktir.
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3.2.4 Gastrointestinal Kosullara Diren¢ Sonuclari

Asidik mide kosullari, bazik ince bagirsak sartlari, lizozim ve safra tuzlarina direng
gibi gastrointestinal sistemde probiyotiklerin canliligini devam ettirmesi 6nemli bir
o6n kosuldur [93]. Bundan dolay1 S. boulardii suslarinin gastrik ve pankreatik
ortamdaki canliliklar1 belirlenmistir (Tablo 3.1). Genel olarak tiim suslar gastrik
kosullarda %95,6’dan daha fazla canlilik yilizdesine sahiptir. Ancak bu oran
pankreatik kosullarda %88,5’e diismiistiir. Genel canlilik yiizdesinde ise S6 susu
%86.1 ile en diisiik canliliga sahipken S10 susu %96,2 ile en fazla canlilik ylizdesine
sahip olan sus olarak 6n plana ¢cikmistir. Test edilen 11 S. boulardii susundan 9 tanesi
%90’'1n lzerinde genel canhlik yiizdesi gostermistir. Ve bu durum bir
mikroorganizmanin probiyotik olarak degerlendirilmesi ac¢isindan arzu edilen
onemli bir karakteristik 6zelliktir. Gastrointestinal kosullarda canlilik yiizdelerinde

istatistiksel olarak anlaml farkliliklar bulunmustur (P<0,05).

Rajkowska ve Styczynska [107] tarafindan bes farkli S. boulardii susunun
gastrointestinal kosullara yiliksek oranda adapte oldugunu ancak inkiibasyon
slresinin artmasinin adaptasyon yiizdesinde azalma ile sonuclandig bildirilmistir.
Kontrol susu olarak kullanilan iki S. boulardii susunun gastrointestinal kosullarda
canliligini devam ettirebildigi belirtilmistir [108]. Gut vd. [93] kontrol olarak
kullanilan S. boulardii suslarinin gastrointestinal kosullarda en az etkilenen suslar
oldugunu bildirmistir. Genel olarak, bulgularimiz S. boulardii suslarinin mide ve
pankreatik kosullar altinda yiiksek canlilik diizeylerini gosteren literattir verileriyle

uyumlu bulunmustur.

45



Tablo 3.1 S. boulardii suslarinin gastrointestinal kosullardaki canlilig

Simiile edilmis sindirim (%)
S. boulardii suslar1

GC1 PC GC2
S1 98,3+0,0de 97,7+0,32 95,8+0,02
S2 99,3+0,02b 96,2+0,9b 95,5+1,02b
S3 99,2+0,3abc 96,9+1,32b 94,8+0,32abc
S4 98,8+0,4abcd 88,5+0,6d 87,4+0,24d
S5 97,5+0,9¢ 95,9+0,4b 93,5+0,6¢
S6 95,6+0,2f 89,8+0,34d 86,1+0,14
S7 98,4+0,0bcd 97,2+0,42b 95,7£0,42
S8 99,6+0,22 96,5+0,32b 95,4+0,82b
S9 98,7+0,3abcd 94,1+0,5¢ 93,8+1,9bc
S10 99,1+0,7abcd 97,8+0,22 96,2+0,02
S11 98,4+0,1¢de 97,6+0,42 95,6+0,92b

GCL: Gastrik canhilik, PC: Pankreatik canlilik, GCZ: Genel canlhilik. Aymi sttundaki farkli harfler
istatistiksel olarak farklidir (P<0,05).

3.2.5 Suslarin Antibiyotik Direncleri

Streptomisin, tetrasiklin, eirtromisin, kloramfenikol, penisilin ve ampisilin
antibiyotik direncin belirlenmesi amaciyla yaygin olarak kullanilan antibiyotiklerdir
[109]. S. boulardii, antibakteriyel antibiyotiklere karsi direnc¢lidir ancak c¢ogu
probiyotik bakteri antibiyotiklere duyarlidir veya bunlari tolere edemez [94, 110].
Bununla birlikte S. boulardii, nistatin gibi antifungal ajanlara karsi duyarli olup
sindirim sisteminden uzaklastirilmaktadir [111]. Antibiyotikle iliskili diyare (AID),

normal bagirsak  mikrobiyotasinin  bozulmasi ve patojenik  bakteri
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kolonizasyonunun neden oldugu antibiyotiklerle tedavinin yaygin bir
komplikasyonudur [110]. S. aureus, C. perfringens, K. oxytoca, Candida spp., E. coli ve
Salmonella spp. AID’ye neden olsa da, genellikle firsatci bir patojen olan C. difficile
neden olmaktadir [112-115]. S. boulardii'nin hem yetiskinler hem de ¢ocuklarda
goriilen AID iizerindeki etkisi kanitlanmis ve bu ama¢ dogrultusunda

kullanilmaktadir [116, 117].

Elde edilen sonucglara goére S. boulardii suslar1 test edilen tiim antibakteriyel
antibiyotiklere karsi direngli bulunmustur (Tablo 3.2). Elde edilen bu sonuglar
bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisi sirasinda S. boulardiinin antibakteriyel
antibiyotikler tarafindan etkilenmeyecegini gostermistir. Ancak, Tablo 3.3
belirtildigi gibi antifungal antibiyotiklere karsi ise duyarli bulunmustur.
Ketokonazol S. boulardii’'ye karsi en fazla etki gosteren antibiyotik olmusken,
Amfoterisin B ise en az etki gosteren antibiyotik olmustur (P<0,05). Bununla birlikte

suslarin gostermis oldugu direnclerde farklilik arz etmektedir.

Test edilen on bir susun timiiniin neomisin disinda tiim antibakteriyel
antibiyotiklere ve flukonazol, itrakonazol ve ketokonazol olmak iizere antifungal
antibiyotiklerin ¢oguna direngli oldugu ancak suslarin amfoterisin B ve nistatin’e
karsi degisken davranis gosterdigi belirtilmistir [118]. Amorim vd. [94] baz
mayalarin ve bir S. boulardii 'nin tim antibakteriyel antibiyotiklere direngli

oldugunu bildirmistir.
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Tablo 3.2 S. boulardii suslarinin antibakteriyel antibiyotiklere direnci

S. Test edilen antibakteriyel diskler
boulardii
suslar: AM C CIp DO E CN K T P S TE

S1 + + + + + + + + + + +
S2 + + + + + + + + + + +
S3 + + + + + + + + + + +
S4 + + + + + + + + + + +
S5 + + + + + + + + + + +
S6 + + + + + + + + + + +
S7 + + + + + + + + + + +
S8 + + + + + + + + + + +
S9 + + + + + + + + + + +
S10 + + + + + + + + + + +
S11 + + + + + + + + + + +

+: Direncli, AM: Ampisilin, C: Kloramfenikol, CIP: Ciprofloksin, DO: Doksilin, E: Eritromisin, CN:
Gentamisin, K: Kanamisin, T: Oxytetrasilin, P: Penisilin, S: Streptomisin, TE: Tetracilin
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Tablo 3.3 S. boulardii suslarinin antifungal antibiyotiklere direnci

S. boulardii Test edilen antifungal diskler

suslar: AMB CLT FLU KTC NY
S1 7,24¢0,4cd  17,0£0,7abc  22,8+1,1a 26,8040  18,00,02
S2 7,5+0,0bcd  16,8+0,4bc  21,840,42  26,0+0,0bcd  17,0+0,00
S3 7,8+0,4abcd  18,3+0,4a  23,0¢0,72  29,0+0,7a  15,3+0,4def
S4 8,3:0,4b  16,3:0,4bc  16,0+1,4ef  25,00,0d¢  16,5+0,7bc
S5 7,8+0,4abed  16,0¢0,7¢  18,0£0,004 253+1,1cde  13,0:0,08
S6 8,3:0,4ab  14,3:0,4¢  1530,4f  25,00,7d¢ 153+0,4def
S7 8,0:0,0abc  17,5+0,73b  19,8+0,4> 25,3+0,4cde  14,5:0,7f
S8 8,0:0,0abc  16,0+1,4c 16,50,7def 26,8+0,4b  17,0%0,0
S9 8,5¢0,7a  17,5%0,7ab  22,5%0,7a  26,3+0,4bc  16,0%0,0cd
S10 7,5+0,7bcd  16,5+0,0bc 17,00,7de  24,5:0,0¢  15,0£0,0ef
S11 7,0£0,0d  17,5%0,7ab  18,8+0,4bc 26,0+0,7bcd  15,8+0,4cde

AMB: Amfoterisin B, CLT: Klotrimazol, FLU: Flukonazol, KTC: Ketokonazol, NY: Nistatin
Ayni stitundaki farkli harfler istatistiksel olarak farklidir (P<0,05).

3.2.6 Suslarin Antifungal Aktivitesi

S. boulardii suslarinin antifungal aktivitesi, A. flavus, A. niger, P. expansum, F.
oxysporum ve A. alternata'ya karsi test edilmistir. S. boulardii suslari, test edilen
kiflere karsi farkli antifungal aktiviteleri Tablo 3.5’de gosterilmis olup farkl
aktiviteler gostermislerdir. A. alternata lizerinde en fazla inhibe edici 6zellik
gosteren suslar %41,94 ile S2, S7 ve S11 suslar1 olmustur. A. flavus lizerinde en fazla
inhibe edici etkiyi %60,78 ile S8 susu gostermistir. %67,82 ile S5 susu A. niger’i en

fazla inhibe eden sus olarak belirlenmistir. F. oxysporum %60,00 ile S10 susu
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tarafindan inhibe edilmistir. P. expansum ise S2, S8 ve S10 suslar1 tarafindan %46,15
ile en fazla inhibe eden suslar olmustur. Genel olarak, S2, S8 ve S10 suslar kiiflerin

inhibisyonunda 6n plana ¢ikan suslar olarak tespit edilmistir.

S. boulardii suslarinin Candida spp.'ye karsi etkili probiyotikler oldugu
bilinmektedir [119]. Ancak gidalar ile iliskili zararli kiiflere karsi antifungal
aktivitelerin incelendigi yeterli diizeyde ¢alisma mevcut degildir. Bulgularimiz, test
edilen S. boulardii suslarinin glglii antifungal aktivite gosterebilecegini ve S.
boulardii suslarinin bu 6zelliklerinin gida ortamlarinda istenmeyen funguslarin
gelisiminin engellemesini veya istenmeyen metabolitlerin olusumunu kontrol

etmek icin kullanilabilecegini gostermistir.
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Tablo 3.4 S. boulardii suslarinin antifungal aktiviteleri

_ Kiifler

S L

EE

3 F

= “ A alternata A. flavus A. niger P. expansum
@ oxysporum

S1 38,71+4,56ab  5490+2,77<d  52,50+3,54>  50,00£0,00¢d  26,92+5,44cd
S2 41,94+0,002>  52,94+0,00de  49,43+0,00bc 52,50+3,54bc  46,15+0,002

S3 35,48+0,00bc  56,86+0,00bc  52,50+3,54b  45,00+0,00ef 34,62+5,44abc
S4 38,71+4,56ab  52,94+0,00d¢  40,00+0,00¢  51,25%1,77¢  15,38+10,884
S5 25,81+13,69¢ 52,94+0,00de 67,820,002 58,751,772 42,3145,44ab
S6 32,26+4,56bc  50,98%2,77ef  47,50+3,54¢ 42,17+0,00f  42,3145,44ab
S7 41,94+9,12ab  49,02+0,00f 31,03+0,00e  46,99+0,004¢ 30,77+10,88b«c
S8 48,39+0,004 60,780,002 35,63%£0,004e 56,25%1,772b 46,150,002

S9 38,71+x4,56ab 58,82+2,773b  50,00£0,00bc  50,00£0,00¢¢  38,46+0,002bc
S10 35,480,006« 56,86+0,00bc  47,50%3,54¢ 60,00+0,002 46,15%0,002

S11 41,94+0,002>  50,98%2,77¢f  40,00+0,004 57,50+3,542  34,62+£5,44abc

Ayni stitundaki farkli harfler istatistiksel olarak farklidir (P<0,05).
3.2.7 Antibakteriyel Aktivite Sonuglar:

S. boulardii’ farkli yollar ile antibakteriyel aktivite gosterebilmektedir. Bunlardan bir

tanesi bakterilerin maya hiicre yiizeylerine kalici olarak baglanmasidir [33]. Ikinci

olarak gostermis oldugu proteolitik aktivite ve sterik engellemesi sayesinde C.

difficile 'nin hiicrelere yapismasini engellemesidir [120]. Diger mekanizmalar ise

ortamdaki substratlarin kullanilmasi, ¢evrenin degistirilmesi ve c¢esitli bilesiklerin

salgilanmasidir [27]. S. boulardii tarafindan salgillanan bu bilesikler arasinda
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glikoproteinler, proteinler, poliaminler, proteaz serin enzimi, alkalin fosfomono

esterleri ve kisa zincirli yag asitleri yer almaktadir [121-124].

Onceki calismalar S. boulardii suslarinin S. aureus, E. coli, Y. enterocolitica, C.
perfringens, Salmonella spp. ve Candida albicans gibi patojenleri inhibe ettigini
gostermektedir [119]. Bundan dolay1 S. boulardii metabolik ekstraktlarinin E. coli, B.
cereus, S. Typhimurium, Y. enterocolitca ve S. aureus ’a karsi antibakteriyel aktivitesi
t¢ farkli konsantrasyonda test edilmistir (Tablo 3.4). S. boulardii suslarinin
antibakteriyel aktivitesinin konsantrasyona baglh oldugu ve S. Typhimurium harig
diger patojenlere karsi 1:5 konsantrasyonda antibakteriyel aktivitenin olmadigi
belirlenmistir. Farkli suslar farkli patojenlere karsi yliksek diizeyde antibakteriyel
aktivite gostermis olup B. cereus, Y. enterocolitica ve S. aureus ’a karsi en etkili sus
S11 olmustur. Buna karsin, E. coli ve S. Typhimurium’a karsi en etkili suslar ise

sirasiyla S1 ve S2 suslar1 olmustur.

S. boulardii’nin metabolik ekstrakti E. coli'ye kiyasla Enterobacter spp.’ye karsi daha
yuksek inhibisyon etkisi gostermistir [125]. Naimah vd. [58] test edilen patojenler
arasinda en yiiksek inhibisyon etkisinin B. cereus ’a karsi oldugunu ve
konsantrasyonun azalmasiyla etkinin azaldigim1 bildirmislerdir. S. boulardii'yi
referans sus olarak kullanmislardir ve test edilen P. aeruginosa, E. colive S. aureus 'a
karsi antimikrobiyal aktivite gostermedigini belirtmislerdir [95]. Rajkowska vd.
[55] yaptiklar1 ¢alismada, S. boulardii'nin L. monocytogenes, P. aerugenosa ve S.
aureus hiicre sayilarinda istatistiksel olarak anlaml bir diizeyde azalmaya neden
oldugunu ve L. monocytogenes ve P. aerugenosa’nin gelisme hizlarini yavaslattigini

belirtmislerdir.
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Tablo 3.5 S. boulardii suslarinin patojenik bakterilere karsi antibakteriyel aktivitelerinin inhibisyon zonlar1 (mm)

Bakteriler Kons.

S. boulardii suslari

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11
1 29,0£0,0 23,5+0,7 23,0+0,0 25,0+1,4 23,0+1,4 22,0x1,4 25,000 25,0+1,4 22,0+0,0 28,0+0,0 26,5+0,7
E.coli 2 23,5+0,7 20,0+0,0 - 20,5+0,7 18,5%0,7 19,5+0,7 20,5+0,7 18,5+0,7 18,0+1,4 23,5+0,7 22,5%0,7
1 31,0£0,0 31,5+0,7 24,5+0,7 28,0+0,0 28,5+0,7 27,0£0,0 27,5%0,7 26,5+2,0 25,5+0,7 30,0+0,0 31,0+0,0
.S' . 2 25,0£0,0 25,0+1,4 - 25,0£0,0 25,0x0,0 24,0£0,0 24,0#1,4 24,5+0,7 22,5+0,7 23,0£0,0 26,0£0,0
Typhimurium
5 - 19,5+0,7 - 20,5+0,7 20,5+0,7 19,0+0,0 19,5+0,7 20,0+0,7 - - -
1 23,0x1,4 23,0+0,0 24,5+0,7 24,5+0,7 24,0+0,0 24,0x1,4 25,0+0,0 22,5+0,7 22,0+1,4 27,0+0,0 29,5+0,7
v " 2 20,5+0,7 20,0+0,0 - 21,5+0,7 20,0x1,4 21,014 21,0+1,4 19,5+0,7 18,5+0,7 23,0+0,0 24,5+0,7
enterocolitica
5 - - - - - - -+ - - - -
1 27,5+0,7 24,5+0,7 24,5+0,7 23,5+0,7 23,5+0,7 23,5+0,7 21,5+2,0 22,0+0,0 22,0+0,0 27,5+0,7 28,5+0,7
B. 2 24,0£0,0 19,0+0,0 19,5+0,7 20,5+0,7 21,0+0,0 19,5+0,7 18,0+0,0 19,0+1,4 18,5+0,7 24,5+0,7 24,0+0,0
cereus
1 26,0+0,0 - 24,5+0,7 26,5+0,7 23,5#2,1 26,0+0,0 26,5+0,7 26,0+0,0 24,5+0,7 - 28,0+0,0
S. aureus 2 24,0+0,0 - - 23,0+0,0 - 21,5+0,7 23,5+0,7 21,0+1,4 21,5+0,7 - 24,0+1,4

-: Inhibisyon yok



3.3 En lyi Probiyotik Ozellik Gosteren Susun Belirlenmesi

Ticari triinlerden izole edilen S. boulardii suslarinin oto-agregasyon, hidrofobisite,
antifungal ve antimikrobiyal 6zellikleri, diisiik pH ve safraya direng, gastrointestinal
kosullara direng, antibiyotiklere diren¢ olmak tizere yedi farkli probiyotik 6zelligi

belirlenmistir.

Tum S. boulardii suslari i¢in en yliksek oto-agregasyon ylizdesine 24. saat diliminde
ulasilmistir. S10 susu 2. ve 24. saat diliminde, S2 susu ise 4. saat diliminde en ytliksek
oto-agregasyon yiuizdesine sahip olan suslar olarak belirlenmistir. Sirasiyla, 2. saat
diliminde oto-agregasyon ytuizdesi en yiiksek olan ti¢ sus, S10, S2 ve S5, 4. saat
diliminde S2, S10 ve S3, 24. saat diliminde ise S10, S8 ve S4 olmustur. Genel olarak

S10 ve S2 yiizde oto-agregasyon oraninda 6n plana ¢ikan suslar olmustur.

S. boulardii suslarinin hidrofobisiteleri dort farkl hidrokarbon, hekzan, dietileter,
ksilen ve n-hekzadekan, lizerinde yapilmistir. Tiim hidrokarbonlar i¢in en yiiksek
hidrofobisite degeri, n-hekzadekan, %30,57 ile S9’dan izole edilen S. boulardii
susunda, en diisiik hidrofobisite degeri, ksilen, %0,99 ile S6’dan izole edilen S.
boulardii susunda elde edilmistir. Tim suslar i¢in en dusiik hidrofobisite degeri
ksilen tizerinde goriiliirken, en yiiksek hidrofobisite degerleri ise degisiklik

gostermektedir.

S. boulardii suslarinin A. flavus, A. niger, P. expansum, F. oxysporum ve A. alternata
lizerindeki antifungal etkisi incelenmistir. Inkiibasyon sonunda A. flavus ve A. niger
lizerinde en fazla etkili olan S9 (sirasiyla %60,78 ve 54,02), P. expansum ve F.
oxysporum uzerinde S10 (sirasiyla %46,15, 60,00), A. alternata tizerinde etkili olan

ise S8 (%48,39) susu olmustur.

S. boulardii suslarinin disiik asidik kosullardaki (pH 3, 2,5, 2 ve 1,5) gelisimleri
incelenmistir. Tum S. boulardii suslar1 pH 3’te kontrol grubuna gore daha iyi bir
gelisim gostermistir ve bu probiyotik bir mikroorganizma i¢in arzu edilen bir
durumdur. Ayrica pH 2,5 gibi daha distik asidik kosullarda ise gelisimini devam
ettirebilen suslar bulunmustur. S10, S2 ve S5 pH 2,5’da en fazla gelisim gosterebilen
en iyi suslar olarak 6n plana ¢ikmistir (sirasiyla 0,7815, 0,442 ve 0,1585). pH 2 ve
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pH 1,5 gibi ¢ok diisiik kosullarda ise tim suslarda herhangi bir gelisim olmamus,

sadece kontrol grubuyla benzer sekilde absorbans degerleri 6l¢ilmustir.

Uc¢ farkll konsantrasyondaki S. boulardii suslarinin metabolik ekstraktlarinin
antimikrobiyal etkisi E. coli, B. cereus, S. Typhimurium, Y. enterocolitica ve S. aureus
'a kars1 test edilmistir. S2 ve S10 harig, diger S. boulardii suslarinin S. aureus
tzerinde antibakteriyel aktivitesinin oldugu belirlenmistir ve genel olarak en
yuksek inhibisyon ¢api, tim S. boulardii suslar1 i¢in S. Typhimurium 'a karsi
Olctilmistir. Konsantrasyonun azalmasi ile S. boulardii suslarinin antibakteriyel
aktivitelerinde azalma goriilmiistiir ve 1:5 (g/mL) konsantrasyon i¢in sadece S.
Typhimurium iizerinde antibakteriyel aktivite gozlemlenmistir. B. cereus, Y.
enterocolitica ve S. aureus’a karsi en yliksek antibakteriyel aktiviteye sahip S.
boulardii susu S11 olurken, E. coli ve S. Typhimurium'a Kkarsi en yiiksek

antibakteriyel aktiviteye sahip S. boulardii suslar1 S1 ve S2 olmustur.

S. boulardii suslarn test edilen tiim antibakteriyel antibiyotiklere karsi direngli
olmasina ragmen, antifungal antibiyotiklere kars1 ise duyarli bulunmustur. Nystatin,
S. boulardii suslarina karsi anti-fungisidal etki gosterirken amphotericin B,
clotrimazole, fluconazole ve ketoconazole fungistatik etki gostermistir. Tim suslar
en fazla duyarlhiliga ketoconazole karsi sahipken en fazla dirence ise amphotericin
B'ye karsi sahiptir. Amphotericin B’ye kars1 S11, clotrimazole ve fluconazole karsi
S6, ketoconazole karsi S10 ve nystatin’e karsi S5 en fazla direng gosteren suslar

olarak bulunmustur.

S. boulardii suslarinin gastrik, pankreatik sindirim ve genel canlilik ytizdeleri
belirlenmistir. Gastrik sindirim i¢in tiim suslar %95’ten fazla canlilik géstermistir ve
en yuksek ve en diisiik yiizdeleri S2 (%99,3) ve S6 (%95,6) gostermistir. Pankreatik
sindirim icin en yliksek ve en dustik canlilik ytizdeleri %97,8-88.5 ile S10 ve S4
suslan icin tespit edilmistir. Tim suslar da gastrik kosullara gore pankreatik
kosullarda bir diisiis belirlenmistir. Bununla birlikte S10 (%96,2) en fazla genel
canlilik ytizdesine sahipken S6 (%86,1) ise en diistiik genel canlilik ytizdesine sahip
olan suslar olarak bulunmustur. Test edilen 11 farkl S. boulardii susundan 9 tanesi
%90 uzerinde genel canliliga sahiptir ve bu durum bir mikroorganizmanin

probiyotik olarak degerlendirilmesinde arzu edilen karakteristik bir 6zelliktir.
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Bu silirecte belirlenen probiyotik ozellikler arasindan o6zellikle diisiik pH ve
gastrointestinal kosullara en fazla direng¢ gosteren sus olarak S10 bulunmustur.
Sonraki siirecte yapilacak olan probiyotik dondurma tiretiminde S10 susunun tercih

edilmesi uygun bulunmustur.
3.4 Probiyotik Dondurma Orneklerinin Ozellikleri

3.4.1 Probiyotik Dondurma Orneklerinin Fizikokimyasal Ozellikleri

Probiyotik dondurma 6rneklerinin kuru madde oranlar:1 Tablo 3.6’da gosterilmistir.
Genel olarak probiyotik ilavesinin dondurma kuru maddesini arttirdig: belirlenmis
olsa da yapilan istatistiksel analiz sonucuna gore bu farklilik anlamli bulunmamistir
(P>0,05). Tiurk Gida Kodeksi Dondurma Tebliginde yarim yagh dondurma
orneklerinin kuru madde oraninin agirlikca minimum %31 dizeyinde olmasi
gerektigi belirtilmistir. Bu calismadan elde edilen veriler gore iiretilen probiyotik
dondurma o6rneklerinin kuru madde oranlar1 (%) tebligde belirtilen oranlar ile
uygunluk gostermektedir. Pandiyan vd. [61] S. boulardii iceren dondurma
orneklerinin toplam % kuru madde oranlarinin kontrol érnegiyle benzer oldugunu
belirtmislerdir ve bu calismadan elde edilen sonuclar ile benzerlik gostermektedir.
Buna karsin, Sarwar vd. [126] yaptiklar1 ¢alismada S. boulardii ilave edilen
dondurma orneklerinin toplam kuru madde degerlerini kontrole kiyasla anlaml
bulmustur (P<0,01). Ancak bu durumun nedeninin probiyotik ilavesinden sonra
dondurma orneklerinin 6 saatlik fermentasyona tabi tutulmasinin oldugu

diisiintilmektedir.

Probiyotik dondurma 6rneklerinin laktik asit cinsinden titrasyon asitligi degerleri
belirlenmis olup Tablo 3.6’da yer almaktadir ve %0,18 ile 0,36 arasinda degismistir
(Kontrol, D3). Kontrol 6rnegine kiyasla probiyotik ilavesinin dondurma asitligini
arttirdig1 belirlenmistir ve bu sonuclar D1 6rnegi haric istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur (P<0,05). S. boulardii ile birlikte L. rhamnosus 'un ilave edildigi
dondurma 6rneklerinin titrasyon asitlik yiizdesi en fazla bulunmustur. Dinlendirme
oncesi ve sonrasi probiyotik ilavesinde iki probiyotik mikroorganizmanin birlikte
ilave edildigi dondurma ornekleri ayri ilave edilen 6rneklere kiyasla istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur. Abghari vd. [127] dinlendirme 6ncesi ve dinlendirme

sonrast L. rhamnosus ilave edilen dondurma orneklerinin titrasyon asitliginin
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kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli oldugunu belirtmislerdir ve elde edilen

sonuglar bu ¢alismayla benzerlik gostermektdir.

Probiyotik dondurma o6rneklerinin pH degerleri dondurma turetimini takiben 1.
giinden baslayarak haftalik periyotlarla takip edilmistir. Ancak istatistiksel olarak
anlamh farkhliklar bulunmadig: i¢in sadece 1. giin ve 30. glindeki pH degerleri
verilmistir. Dondurma 6rneklerine probiyotik ilavesi neticesinde daha diisiik pH
degerleri Ol¢lilmiistiir ve elde edilen sonuglar istatistiksel olarak anlamh
bulunmustur (P<0,05). En diistik pH degerleri S. boulardii ile L. rhamnosus 'un
birlikte ilave edildigi D3 ve D6 6rneklerinde 6l¢tilmiistiir. Ayrica dinlendirme 6ncesi
ve sonrasli probiyotik ilave edilen dondurma 6rneklerinin pH degisimleri de anlaml
bulunmustur (P<0,05). Niamah vd. [128] yaptiklar1 ¢alismada S. boulardii igeren
dondurma orneklerinin pH degerlerinin 4,7 oldugunu belirtmislerdir. Abghari vd.
[127] dinlendirme oncesi ve dinlendirme sonrasi L. rhamnosus ilave edilen
dondurma 6rneklerinin pH degerlerinin kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli
oldugunu belirtmislerdir ve elde edilen sonuglar bizim buldugumuz sonuglar ile
benzerlik gostermektdir. Benzer sekilde Alemprese vd. [129] yaptiklar: calismada L.
rhamnosus ilavesinin dondurma o6rneklerinin pH degerlerini diisiirticii etkisinin
oldugunu belirtmislerdir. pH degerindeki bu diisiisiin nedeni S. boulardii'nin
dondurma miksindeki sekerleri fermente etme yetenegine sahip olmasidir. S.
boulardii ya asit hidrolizi yoluyla ya da tiretmis oldugu enzimler yardimiyla siikrozu
glikoz ve friiktoz birimlerine parg¢alamaktadir ve glikozu friiktoz ve siikroza oranla
daha hizli ve kolay kullanabilmektedir [84]. S. boulardii karbonhidratlar1 kullanarak
asetat uretebilmektedir [130].

Probiyotik dondurma 6rneklerinin protein degerleri Tablo 3.6’da gosterilmistir.
Elde edilen sonuclara gore protein oranlar1 %3,14 ile %3,49 arasinda degismis olup
bu sonuclar istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (P>0,05). Probiyotik
dondurma oérneklerinin yag orani1 %3,03 ile 3,19 arasinda degismis olup bu sonuglar
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (P>0,05). Bizim ¢alismamiza benzer bir
sekilde, Pandiyan vd. [61] S. boulardii ilavesinin donudurma 6rneklerinin protein ve
yag degerleri lizerinde 6nemli bir etkisinin olmadigini belirtmislerdir. Sarwar vd.

[126] ise yaptiklar1 ¢alismada S. boulardii ilave edilen dondurma orneklerinin
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protein ve yag degerlerini kontrole kiyasla anlamli bulmustur. Ancak bu durum
dondurma orneklerinin fermentasyona tabi tutulmasindan kaynaklabilecegi

diisiintilmektedir.

Probiyotik dondurma 6rneklerinin hacim artislar1 Tablo 3.6’da yer almaktadir. Elde
edilen verilere gore hacim artisinin en fazla ve en az oldugu 6rnekler dinlendirme
sonrasl L. rhamnosus ve S. boulardii ile L. rhamnosus "un birlikte ilave edildigi D5 ve
D6 ornekleri olmustur. Kontrol 6rnegi ile D5 ornegi istatistiksel olarak ayni
olmasina ragmen diger 6rnekler istatistiksel olarak farkli bulunmustur (P<0,05).
Benzer sekilde Sarwar vd. [126] yaptiklari calisma S. boulardii ilavesinin 6rneklerin
hacim artis1 lizerinde anlamli etkisinin oldugunu gostermistir. Genel olarak
probiyotik ilavesi daha diisiik hacim artisiyla sonu¢lanmistir. L. rhamnosus’un hem
dinlendirme 6ncesi hem de dinlendirme sonrasi ilavesinde hacim artisina olumlu
etkisinin oldugu, buna karsin S. boulardii ilavesinin hacim artis1 lizerinde olumsuz
etkisinin oldugu belirlenmistir. Abghari vd. ve Alemprese vd. [127, 129] L.
rhamnosus ilavesinin hacim artis1 lizerinde Onemli bir etkisinin olmadigini
belirtmislerdir. Bizim ¢alismamizda ise dinlendirme sonrasi L. rhamnosus ilavesinin
hacim artisi tizerinde 6nemli bir etkisinin olmadig1 buna karsin dinlendirme 6ncesi

ilavesinin ise hacim artis1 iizerinde 6nemli bir etkiye sebep oldugu goriilmektedir.
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Tablo 3.6 Probiyotik dondurma 6rneklerinin fizikokimyasal 6zellikleri

Ornekler Kuru madde fitrasyon pH 1. Giin pH 30. Giin Protein Yag Overrun
asitligi

D1 32,27 + 6,422 0,22 +0,06b< 6,31 0,02<A 6,25 0,00°A 3,14 £0,312 3,11 £0,052 25,82 + 0,84¢
D2 30,71 £ 0,122 0,26 + 0,00V 6,23 0,014A 6,19 0,019A 3,24 £0,312 3,030,082 28,39 + 0,41b
D3 33,15 + 1,942 0,36 £ 0,022 5,51 0,01fA 5,49 0,02fA 3,210,092 3,16 £ 0,052 23,57 £ 0,754
D4 32,72 + 2,822 0,25+0,01b 6,54 0,00PA 6,51 0,02PA 3,230,292 3,11+0,112 21,74 = 0,64¢
D5 30,69 + 0,512 0,25+ 0,02 6,26 0,014A 6,27 0,01°A 3,49 +£0,372 3,14 £ 0,082 31,09 £ 0,292
D6 33,51 £ 0,942 0,35+£0,002 5,84 0,03¢A 5,81 0,01¢A 3,49 £ 0,492 3,11 £0,052 21,17 £ 0,30¢

Kontrol 30,60 + 0,122 0,18 £ 0,00¢ 6,67 0,022A 6,66 0,002A 3,14 £ 0,052 3,19+0,162 30,81 1,182

Ustsel olarak gosterilen farkli harfler bir siitun igindeki istatistiksel farki gésterir (P<0,05). Ayni satirdaki farkh harfler istatistiksel farki gosterir (P<0,05). D1: S.
boulardii dinlendirme 6ncesi inokiilasyon (d.6.i), D2: L. rhamnosus (d.6.i), D3: S. boulardii ve L. rhamnosus (d.6.i), D4: S. boulardii dinlendirme sonrasi inokiilasyon
(d.s.i), D5: L. rhamnosus (d.s.i), D6: S. boulardii ve L. rhamnosus (d.s.i).



3.4.2 Dondurma Orneklerinde Probiyotik Canlihk

Probiyotik oldugu disiinilen bir tlrinde tiiketim esnasinda canli probiyotik
mikroorganizma konsantrasyonu (genellikle 106 kob/g ya da mL) yeterli diizeyde
olmalidir ve canli mikroorganizma sayisi raf 6mrii boyunca korunmalidir, eger canli
mikroorganizma sayis1 arzu edilen diizeyde olmaz ise probiyotiklerin potansiyel
saglk faydalar tiiketiciye sunulamayacaktir [131, 132]. Dondurma o6rneklerine
probiyotik S. boulardii ile L. rhamnosus dinlendirme 6ncesi ve dinlendirme sonrasi
olmak tzere iki farkli asamada ayr1 ayr1 ve birlikte inoktile edilmistir (Sekil 3.10).
Dondurma oOrneklerindeki canli probiyotik sayimina 4 giin araliklar ile devam
edilmistir. Baslangi¢ inokilasyon konsantrasyonu S. boulardii i¢in yaklasik 7log
kob/gve L. rhamnosus i¢in ise yaklasik 9log kob /g diizeyinde gerceklesmistir (Tablo
3.7). Probiyotik inokiilasyonu yapilan dondurma mikslerinden dinlendirme
periyodu boyunca sadece S. boulardii inokiile edilen D1 6rnegindeki canli sayisinda
artis olmasina ragmen diger 6rneklerde boyle bir artis gozlemlenmemistir ve artis
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0,05). S. boulardii ile L. rhamnosus’un
ayr1 ilave edildigi D1 ve D2 6rneklerindeki canli sayisinda dinlendirme periyodu
boyunca 6nemli degisiklik olmasina ragmen iki mikroorganizmanin birlikte inokiile
edildigi D3 orneginde istatistiksel olarak 6nemli diizeyde degisiklik olmamistir.
Dondurma isleminden sonra (1. Glin sayiminda) sadece L. rhamnosus inokiile edilen
D3 orneginde onemli degisiklik olmamistir. Depolama periyodu boyunca
orneklerdeki probiyotik canli sayisinda azalma gozlemlenmistir (Sekil 3.11).
Dinlendirme sonrasi S. boulardii inokile edilen D4 ve D6 o6rnekleri icin 1. giin
sonunda inokiile edilen miktara kiyasla istatistiksel olarak anlamli disiis
gozlemlenmis olmasina ragmen, L. rhamnosus inokiile edilen D5 e D6 6rneklerinde
boyle bir iliski gozlemlenmemistir. Elde edilen veriler depolama periyodu boyunca
probiyotik mikroorganizmalarin ortama adapte oldugunu ve canl sayisindaki
disiisiin azaldigin1 gostermistir. Ayrica L. rhamnosus'un S. boulardii’ye gore

dondurma ortamina daha hizli adapte oldugu belirlenmistir.

Pandiyan ve Pandiyan vd. [21,22] S. boulardii iceren probiyotik dondurma
orneklerinin canli sayisinda depolama periyodu boyunca 6nemli bir diisiisiin

oldugunu belirtmislerdir. Heenan vd. [18] yaptiklari1 calismada L. rhamnosus’un alt1
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aylik depolama periyodu boyunca 107 kob/g’'dan daha fazla canlilik gosterdigini
buna karsin S. boulardii'nin yeterli canliligl gosteremedigini ve arzu edilen diizey
olan 106 kob/g'dan daha diisiik diizeylere diistiigiinii belirtmislerdir. Abghari vd.
[127] yaptiklan ¢alismada 12 haftalik depolama siiresi boyunca L. rhamnosus
sayisinda 6nemli bir diisiisiin olmadigini belirtmislerdir. Bizim ¢alismamizda 28
giinliik depolama periyodu boyunca hem S. boulardii hem de L. rhamnosus sayisinin
tlim 6rnekler i¢in probiyotik tiriinlerde arzu edilen 106 kob/g’dan daha fazla oldugu
belirlenmistir. Ozellikle S. boulardii iceren probiyotik dondurma érneklerinin daha
uzun slire probiyotik 6zellik gdsterebilmesi icin ilk basta inokiile edilen S. boulardii
sayisinin daha yiiksek diizeylerde olmasi gerekmektedir. Bu duruma benzer olacak
sekilde dondurma orneklerinin depolama periyodu boyunca probiyotik 6zellik
gosterebilmesi icin S. boulardii’nin baslangi¢ konsantrasyonunun 108 kob/g

diizeylerinde olmasi gerektigi vurgulanmistir [48].
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Sekil 3.10 Probiyotik dondurma 6rneklerindeki S. boulardii ve L. rhamnosus’a ait

preparatlarin basit boyama mikroskop goriintiisii
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Tablo 3.7 Probiyotik dondurma 6rneklerinin canli mikroorganizma sayilari

o . 2 . 2 . 2 . 2
g 7 S & S & S & S &
« 3 %] < ~J Q %] < Q %] < ~ QS “ < Q
S 2% 8fg23-f fYTgiogi-i
% 7 A 3 /3 A 3 S A 3 SRS A 3 S
. 7,34 11,22 7,37 9,72 7,44 9,67 7,20 9,84
Ino.

+0,04b +0,072 +0,142 0,252 0,222 +0,272 +0,132 +0,332

7,57 9,61 7,26 9,60
D.D.M. - - - -
+0,062 +0,19v 0,042  +0,18ab
L i 7,14 9,49 6,73 9,56 6,78 9,59 6,73 9,79
. glin
& +0,13¢  £0,01bc +0,04>  +0,11ab 0,12  +0,012b +0,05b +0,022
4 o 6,97 9,46 6,69 9,5 6,57 9,48 6,57 9,69
. glin
8 +0,02¢4  £0,00bc +0,12>  +0,142b +0,04bc +0,01abc  +0,03bc  +0,012b
8 i 6,84 9,43 6,67 9,45 6,52 9,42 6,51 9,64
. glin
+0,19de  +0,05bc  +0,03bc  +0,212b +0,06cd +0,17abc  +0,12¢d  +0,053bc
12 i 6,82 9,38 6,57 9,42 6,46 9,40 6,45 9,42
.gln
8 +0,03def  +0,12¢  £0,17bcd 0,172 £0,01¢d  +0,03bc  +0,03cde  +(,18bcd
6,73 9,35 6,51 9,40 6,40 9,34 6,39 9,38
16. glin
+0,04efs  £0,17¢  +0,04bcd  £0,092b +0,09¢d  £0,05c  +0,00def +0,11bcd
6,63 9,34 6,42 9,38 6,37 9,31 6,34 9,32
20. guin
+0,09feh  +0,04c  +0,06cde  +0,02> +0,14cd  +0,03¢ +0,05¢f  +0,03cd
6,54 9,32 6,32 9,34 6,34 9,27 6,27 9,27
24. glin
+0,098h  +0,03¢ 0,214 x0,06> +0,05¢d  +0,06c +0,03f +0,024d
6,51 9,28 6,17 9,29 6,29 9,25 6,24 9,20
28. glin

+0,05h +0,01¢ +0,10¢ +0,06>  +0,12d +0,06¢ +0,06f +0,18d

Ayni stitundaki farkl harfler istatistiksel olarak farklidir (P<0,05). D.D.M.: Dinlendirilmis Dondurma
Miksi. D1: S. boulardii dinlendirme dncesi inokiilasyon (d.6.i), D2: L. rhamnosus (d.6.i), D3: S. boulardii
ve L. rhamnosus (d.6.i), D4: S. boulardii dinlendirme sonrasi inokilasyon (d.s.i), D5: L. rhamnosus
(d.s.i), D6: S. boulardii ve L. rhamnosus (d.s.i).
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3.4.3 Probiyotik Dondurma Orneklerinin Renk Ozellikleri

Gidalarin renk 6zellikleri tiiketiciler tarafindan kalite gostergesi olarak kabul edilen
en onemli oOzelliklerden biridir [133]. Renk parametreleri olarak kabul edilen
parlaklik (L*), sarilik (a*) ve kirmizilik (b*) degerleri Tablo 3.8’de gosterilmektedir.
L* degeri 6rneklerin parlakligini géstermektedir. Dondurma 6érneklerinin parlaklik
(L*) degerleri 84,10 ile 86,46 arasinda degismistir (kontrol ve D1, sirasiyla). Kontrol
ornegine kiyasla probiyotik ilavesinin dondurmanin parlaklik degerleri iizerinde
istatistiksel olarak farklilik gosterdigi belirlenmistir (P<0,05). S. boulardii ilavesinin
parlaklik degerleri lizerinde daha fazla etkisinin oldugu goriilmektedir ve en yiiksek
L* degerleri S. boulardii’'nin ayn ilave edildigi 6rneklerde belirlenmistir. Ancak
dinlendirme 6ncesi ve dinlendirme sonrasi probiyotik ilavesinin parlaklik degerleri
lizerinde 6nemli bir etkisi olmamistir. Ayrica 4 haftalik depolama periyodu sonunda
probiyotik dondurma o6rneklerinin L* degerleri arasinda istatistiksel olarak fark
bulunmamustir. Sarilik (a*) degeri 6rneklerin kirmizilik degerini géstermekte olup -
5,95 ile -6,26 arasinda degismektedir (D1 ve D5). Kontrol 6rnegiyle kiyaslandiginda,
dinlendirme oncesinde S. boulardii ilavesinin kirmizilik degerleri tizerinde 6nemli
bir etkisinin olmadig1 buna karsin dinlendirme sonrasi ilave edilen S. boulardii'nin
ise kirmizilik degerleri tizerinde 6nemli bir etkisinin oldugu bulunmustur (P<0,05).
L. rhamnosus ilavesinin ise dondurma o6rneklerinin kirmizilik degerleri iizerinde
onemli bir etkisinin oldugu (D2 ve D5), ancak S. boulardii ile birlikte ilave
edildiginde bu etkini 6nemli olmadig1 belirlenmistir (D3 ve D6). Dondurma
orneklerinin 4 haftalik depolama periyodu sonundaki kirmizilik degerlerinde
sadece D2, D4 ve D5 orneklerinde anlaml farklilik belirlenmistir. Kirmizilik (b*)
degeri dondurma orneklerinin sarilik degerini gostermekte olup bu degerler 11,52
ile 14,61 (kontrol ve D5) arasinda degismektedir. Probiyotik ilavesinin
dondurmanin sarilik degerleri iizerinde 6nemli bir etkisi olmustur (P<0,05). S.
boulardii ilavesinin dondurma 6rneklerinin sarilik degerlerini diistirdiigii ancak L.
rhamnosus ilavesinin ise sarilik degerlerini arttirdigi belirlenmistir. Probiyotik
dondurma o6rneklerinin sarilik degerleri 4 haftalik depolama periyodu sonunda
farklilik gostermis olup D1, D2, D4 ve D5 orneklerinde istatistiksel olarak anlamh

farklilik bulunmustur.
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Tablo 3.8 Probiyotik dondurma 6rneklerinin renk degerleri

1. Gin 30. Gin
Ornekler
L* a* b* L* a* b*
D1 86,46 + 0,452A -5,95 +0,132B 12,44 + 0,594C 85,86 * 0,46PcA -5,78 + 0,092B 10,85 + 0,664c
D2 85,40 + 0,31bcA -6,24 + 0,11bB 14,34 £ 0,27 abcC 85,93 + 0,192A -5,90 £ 0,092bb 12,68 £ 0,082bc
D3 85,21 + 0,99¢A -6,14 + 0,122bB 14,35 + 0,642bC 84,74 £ 0,16bcA -5,89 + 0,152bB 13,72 £ 0,262C
D4 86,04 + 0,182bA -6,20 + 0,03bB 13,63 £ 0,19b<C 85,85 + 0,542A -5,91 £ 0,11abb 12,22 + 0,54b<c
D5 85,21 + 0,16¢°A -6,26 + 0,11bB 14,61 + 0,382C 85,55 + 1,232bA -5,86 + 0,22abp 12,14 + 1,46b<c
D6 85,87 £0,12abcA  -6,14 + 0,182bB 13,55 + 0,45¢C 86,01 £ 0,642A -5,99 + 0,082bB 13,09 + 0,112bC
Kontrol 84,10 + 0,194A -5,99 + 0,082B 11,52 £ 0,49¢C 83,65 + 0,35¢A -6,06 + 0,02bB 11,38 £ 0,07¢<4C

Ustsel olarak gosterilen farkl harfler bir siitun igindeki istatistiksel farki gosterir (P<0,05). Aym satirdaki farkh harfler istatistiksel farki gosterir (P<0,05). D1: S.
boulardii dinlendirme 6ncesi inokiilasyon (d.6.i), D2: L. rhamnosus (d.6.i), D3: S. boulardii ve L. rhamnosus (d.6.i), D4: S. boulardii dinlendirme sonrasi inokiilasyon

(d.s.i), D5: L. rhamnosus (d.s.i), D6: S. boulardii ve L. rhamnosus (d.s.i).



3.4.4 Probiyotik Dondurma Orneklerinin Erime Ozellikleri

Dondurma 6rneklerinin erime davranisi, 6rneklerin hem raf 6mrii stabilitesini hem
de agizda kalan tat gibi tiiketici algisini etkiyebildigi icin 6nem arz etmektedir [75].
Tik dondurma 6rneklerinin erimeye basladig ilk sicakligi degerini, Tpik erime hizinin
en yiiksek oldugu sicaklik degerini, Tson erimenin tamamlanarak dondurmanin
tamamen sivi hale gectigi sicaklik degerini, Ah ise erimenin tamamlanmasi igin
gerekli olan enerji miktarin1 gostermektedir. Probiyotik dondurma 6rneklerinin
erime degerleri Tablo 3.9’da gosterilmistir. Dondurma 6rneklerinin Tik degerleri -
13,73 ile -15,55°C arasinda degismektedir (D5 ve D1). Tik degerinde kontrol
ornegiyle birlikte D1 ve D3 ornekleri istatistiksel olarak farkli bulunmamistir.
Bununla birlikte probiyotik ilavesinin dondurma orneklerinin Tik degerleri
tizerinde olumlu bir etkisinin oldugu gorilmektedir. Tpik degerleri ise 0,24 ile 1,80°C
arasinda degismektedir (D3 ve D5). Dinlendirme oncesi S. boulardii ilavesinin
dondurma orneklerinin Tpik degerleri lizerinde olumlu bir etkisinin oldugu ve en
disiik deger S. boulardii ile birlikte L. rhamnosus’un ilave edildigi D3 6rneginde
belirlenmistir. L. rhamnosus ilavesinin ise hem dinlendirme o6ncesi hem de
dinlendirme sonrasi dondurma Orneklerinin Tpik degerlerini arttirdigi
belirlenmistir. Erimenin tamamlandigini gosteren sicaklik degerleri olan Tson degeri
icin sadece D1 ve D3 ornekleri kontrol drnegine gore istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur (P<0,05). Dondurma o6rneklerinin Ah degerleri 112,05 ile 128,25
arasinda degismis olup kontrol 6rnegine gore sadece D1 6rmegi istatistiksel olarak

onemli bulunmustur (P<0,05).

68



Tablo 3.9 Probiyotik dondurma érneklerinin erime degerleri

Ornekler Tix (°C) Tpik (°C) Tson (°C) Ah (j/g)
D1 -15,55 £ 0,04« 0,31 +0,16¢ 8,26 £ 0,600 112,05 + 8,56b
D2 -14,02 £ 0,11ab 1,75 £ 0,132 10,21 £ 0,232 124,40 + 1,98ab
D3 -15,50 + 0,34¢ 0,24 + 0,08¢ 8,15 + 0,29b 120,75 + 0,49ab
D4 -14,07 £ 0,04ab 1,56 + 0,33ab 9,92 +£0,41- 120,70 £ 7,49ab
D5 -13,73£0,152 1,80 £ 0,01a 10,37 £ 0,082 127,00 + 2,552
D6 -14,34 + 0,04» 1,19 + 0,06P 9,66 = 0,042 125,15 + 3,32ab

Kontrol -15,47 + 0,00¢ 1,31 £ 0,14b 10,21 £ 0,662 128,25 + 9,262

Ayni siitundaki farkl harfler istatistiksel olarak farklidir (P<0,05). D1: S. boulardii dinlendirme
oncesi inokiilasyon (d.6.i), D2: L. rhamnosus (d.6.i)), D3: S. boulardii ve L. rhamnosus (d.6.i), D4: S.
boulardii dinlendirme sonrasi inokiilasyon (d.s.i), D5: L. rhamnosus (d.s.i), D6: S. boulardii ve L.
rhamnosus (d.s.i).

3.4.5 Probiyotik Dondurma Orneklerinin Reolojik Ozellikleri

Probiyotik dondurma 6rneklerinin akis davranislar1 Sekil 3.11'de gosterilmistir.
Sekilde goriildigi tlzere kayma hizi, kayma gerilmesine kiyasla daha yiiksek
artmistir bu durum artan kesme hizi ile goriiniir viskozitenin azaldigini
gostermektedir. Bu tiir akis kayma incelmesi olarak bilinmektedir [75]. Kayma
hizina (shear rate) karsi kayma gerilmesi verileri Ostwald de Waele modeline
uyarlanmistir. Boylece probiyotik dondurma érneklerinin kivam katsayisi (K (Pa.s)»
), akis davranis indeksi (n) ve R? degerleri elde edilmistir. Dondurma mikslerinin
akis davranis indeksi 0,306 ile 0,512 arasinda degismis olup bu tir akislar kesmeyle
incelme (shear thinning) davranisi olarak bilinmektedir (Tablo 3.10). Yiiksek n
degerleri, Newtonian akis davranisi gosterdigini isaret etmektedir, diger bir ifadeyle
daha diisik kesme inceltmesini gostermektedir. Bu durum, yani dondurma
orneklerinin kesme inceltme seviyesi son irilinlerin islenebilirligi ve o6zellikle
duyusal ozellikler agisindan 6nemlidir. Diisiik kesme incelmesi davranisi gosteren

urtinlerin karistirilmasi icin gereken kuvvet, yliksek kesme inceltmesi gosteren
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tiriinlerin karistirilmasi i¢in gereken kuvvetten daha fazladir. Béyle bir durumda da
gerekli olan enerji gereksinimi azalmaktadir ve son turiinde istenilen doku ve agiz
hissi olusabilmektedir [75]. Elde edilen veriler 15181nda, 6zellikle S. boulardii ile L.
rhamnosus’un birlikte ilave edildigi hem dinlendirme 6ncesi hem de dinlendirme
sonrasindaki Ttriinlerde akis davranis indeksi istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur (P<0,05). S. boulardii ilavesinin dinlendirme 6ncesi ilavesinin 6nemli
olmadig1 buna karsin dinlendirme sonrasinin ise istatistiksel olarak 6nemli oldugu
belirlenmistir (P<0,05). Ancak, L. rhamnosus ilavesinin hem dinlendirme hem de
dinlendirme sonrasinda ilavesinin anlamli olmadig1 belirlenmistir (P<0,05). Kivam
katsayis1 olarak bilinen K (Pa.s)» degerleri acisindan probiyotik ilavesi farklilik
gostermistir. Bu baglamda S. boulardii ile L. rhamnosus’un hem dinlendirme 6ncesi
hem de dinlendirme sonrasi birlikte ilavesinin istatistiksel olarak anlamli oldugu,
ancak her iki probiyotik mikroorganizmanin ayri ilave edildigi 6rneklerden sadece
S. boulardii’nin dinlendirme sonrasi ilavesinin anlamli oldugu belirlenmistir
(P<0,05). Bu sonug¢lar dondurma ag¢isindan kritik degerler olarak kabul edilen kivam
katsayis1 ve akis davranis indeksi tizerinde S. boulardii ilavesinin 6nem arz ettigini

gostermistir.
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Tablo 3.10 Probiyotik dondurma érneklerinin Ostwald de Waele modeline gore
belirlenmis reolojik parametreleri

Ornekler K (Pa.s)n n R?
D1 2,77 £ 0,22¢ 0,458 £ 0,015b 0,9955
D2 2,26 +0,02¢d 0,483 + 0,0002b 0,9987
D3 5,07 + 0,55P 0,361 £ 0,021¢ 0,9929
D4 1,85 + 0,064 0,512 +0,0122 0,9979
D5 2,61 +0,05¢ 0,465 + 0,001b 0,9979
D6 7,43 £ 0,532 0,306 + 0,0164 0,9896

Kontrol 2,46 +0,07¢d 0,470 £ 0,008b 0,9985

Ayni siitundaki farkl harfler istatistiksel olarak farklidir (P<0,05). D1: S. boulardii dinlendirme
oncesi inokiilasyon (d.6.i), D2: L. rhamnosus (d.6.i)), D3: S. boulardii ve L. rhamnosus (d.6.i), D4: S.
boulardii dinlendirme sonrasi inokiilasyon (d.s.i), D5: L. rhamnosus (d.s.i), D6: S. boulardii ve L.
rhamnosus (d.s.i).
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3.4.6 Probiyotik Dondurma Orneklerinin Ugucu Bilesenleri

Gaz kromatografisi gida endiistrisinin proses kontrolii ve kalite kontrolii gibi ¢esitli
alanlarinda ugucu bilesenlerin belirlenmesi amaciyla etkin bir sekilde
kullanilmaktadir [134]. Gaz kromatografisi kiitle spektroskopisi (GC-MS) teknigi,
bilinmeyen bilesenleri yiiksek oranda tanimlayabildigi i¢in altin standart olarak
kabul edilmektedir [135]. Fonksiyonel gidalarin tiiketiciler tarafindan begenisinin
belirlenmesi i¢in ugucu bilesen analizi lirtinlere genis ¢apta uygulanmaktadir ve bu
sayede duyusal analiz verileri daha kapsaml olarak degerlendirilmektedir [136].
Tiliketiciler tarafindan bir gidanin degerlendirilmesinde ilk gosterge lezzettir ve eger
biyoaktif bilesenler arasinda hos olmayan tatlar bulunursa fonksiyonel iiriin

gelistirmeye olan ilgi azalmaktadir [137].

Probiyotik dondurma 6rneklerinin ugucu bilesenleri belirlenmis olup Sekil 3.13’te
gosterilmistir. Tim 6rneklerde ortak olarak tespit edilen ugucu bilegenler etanol, L-
limonen, n-hekzadekan ve propanoik asit olmustur. Dinlendirme 6ncesi ilave edilen
probiyotik ilave edilen dondurma ornekleri icin; S. boulardii ilave edilen D1
orneginde sirasiyla etanol, L-limonen, heptandioik asit, izoamil alkol ve 3-metil-1-
butanol (41,75, 25,67, 6,28, 4,93 ve 3,3.) temel ucucu bilesenler olmustur, L.
rhamnosus ilave edilen D2 6rneginde L-limonen, diasetil, asetoin, dekanoik asit ve
propanoik asit (59,01, 23,53, 4,56, 2,24 ve 1,50) temel ucucu bilesenlerdir, S.
boulardii ile birlikte L. rhamnosus ilave edilen D3 6érnegindeki ugucu bilesenler
etanol, L-limonen, izoamil alkol, diasetil ve 3-metil-1-butanol (44,33, 23,31, 7,18,
5,72 ve 4,08) olarak belirlenmistir. Dinlendirme sonrasi ilave edilen probiyotikl
dondurma ornekleri i¢in; S. boulardii ilave edilen D4 6rneginde L-limonen (70,94),
etanol (10,79), izoamil alkol (5,91), 3-metil-1-butanol (3,23) ve trans -iyon 5,6
epoksit (1,10) temel ucucu bilesenler olmustur, L. rhamnosus ilave edilen D5 6rnegi
icin L-limonen (50,24), diasetil (28,62), asetoin (8,76), kloroform (2,67) ve dekanoik
asit (1,20) en fazla bulunan ugucu bilesenlerdir, S. boulardii ile birlikte L. rhamnosus
ilave edilen D6 Ornegi icin ise diaseti (29,63), L-limonen (24,71), etanol (13,13),
asetoin (11,25) ve izoamil alkol (4,0) temel ugucu bilesenler olarak tespit edilmistir.
Kontrol 6rneginde baskin olarak tespit edilen ucucu bilesenler ise asetik asit

(40,57), trifenilfosfin oksit (31,78), L-limonen (21,62), dekanoik asit (0,87) ve
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kloroform (0,64) olarak bulunmustur. Dinlendirme 6ncesi ve sonrasi S. boulardii ile
birlikte L. rhamnosus ilave edilen D3 ve D6 orneklerinde 1-butanol-3-metil asetat
bulunmustur. 3-metil-1-butanol, izoamil alkol ve asetaldehit S. boulardii ilave edilen
tim dondurma orneklerinde (D1, D3, D4 ve D6) tespit edilen ugucu bilesenler
olmustur. Buna karsin L. rhamnosus ilavesi edilen tiim 6rneklerde (D2, D3, D5 ve
D6) asetoin tespit edilmistir. Asetik asit etil ester, hekzanoik asit ve propanoik asit
2-hidroksi etil ester sadece dinlendirme oncesi S. boulardii ile birlikte L. rhamnosus
ilave edilen D3 6rneginde tespit edilmistir. Ugucu bilesen analizine gore probiyotik
dondurma tretiminde S. boulardii ve L. rhamnosus’un birlikte ve ayr1 ilave edildigi
orneklerde farkli ugucu bilesenler tespit edilmistir. Bu sayede probiyotik dondurma

orneklerine farkli aroma ve tat verdikleri gorilmiistiir.
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D1 (S. boulardii, Dinlendirme Oncesi) D2 (L. rhamnosus, Dinlendirme Oncesi)

mmm  Etanol (41,75) mmm | -limonen (% 59,01)
L-limonen (25,67) Diasetil (% 23,53)

m==  Heptandioik asit (6,28) === Asetoin (% 4,56)
Tzoamil alkol (4,93) Dekanoik asit (% 2,24)

== 3-Metil-1-butanol (3,30) === Propanoik asit (% 1,50)
Pentametil fenil-disilan (1,52) 3,3-Dimetil-2-fenil-2-Aziran (%1,39)

=== Propanoik asit (1,09) mm= Kloroform (% 1,15)
Diger (8,20) Diger (% 3,77)

(?]1 D3 (S. boularii ve L. rhamnosus, Dinlendirme Oncesi) Deeotograts Dl dinsSoyvasi]
|

= Etanol (% 44,33)
L-limonen (% 23,31)

s [zoamil alkol (% 7,18)
Diasetil (% 5,72)

mmm 3-Metil-1-butanol (% 4,08)
izo biitiraldehit (% 2,58)

mmm Asetik asit (% 1,80)
Diger (% 9,10)

Sekil 3.13 Probiyotik dondurma 6rneklerinin ucucu bilesenleri

L-limonen (% 70,94)

Etanol (% 10,79)

Izoamil alkol (% 5,91)
3-Metil-1-butanol (% 3,23)

Trans B3 iyon 5,6 epoksit (% 1,10)
Butanal, 3-metil (% 0,99)
Dekanoik asit (% 0,93)

Diger (% 4,66)
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D5 (L. rhamnosus, Dinlendirme Sonrasi)

mmm | -[imonen (% 50,24)
Diasetil (% 28,62)
=== Asetoin (% 8,76)
Kloroform (% 2,67)
=== Dekanoik asit (% 1,20)
Trans f iyon 5,6 epoksit (% 1,20)
=== Propanoik asit (% 0,67)
Diger (% 4,69)

Kontrol

Sekil 3.13 Probiyotik dondurma 6rneklerinin ugucu bilesenleri (devami)

D6 (S. boulardii ve L. rhamnosus, Dinlendirme Sonrast)

mmm  Asetik asit (% 40,57)
Trifenilfosfin oksit (% 31,78)

m== [-limonen (% 21,62)
Dekanoik asit (% 0,87)

mm=  Kloroform (% 0,64)
2- Heptanon (% 0,45)

=== Propanoik asit (% 0,35)
Diger (% 2,24)

Diasetil (% 29,63)
L-limonen (% 24,71)
Etanol (% 13,13)

Asetoin (% 11,25)

Izoamil alkol (% 4,00)
Triklorametan (% 2,34)
3-Metil-1-butanol (% 2,30)
Diger (% 11,28)



3.4.7 Probiyotik Dondurma Orneklerinin Duyusal Degerlendirmesi

Probiyotik dondurma 6rneklerinin duyusal degerlendirme sonuclar1 Sekil 3.14'de
radar grafik yardimiyla gosterilmistir. Degerlendirme goriiniis, koku, tat-lezzet,
buzlu yapi, erime kalitesi, yabanci tat ve genel degerlendirmek olmak tizere yedi
farkl parametre tizerinden yapilmistir. Tablo 3.11'de goruldugi tizere, panelistler
tarafindan probiyotik dondurma oOrneklerinin goriiniis, buzlu yap1 ve erime
kaliteleri kontrol o6rnegiyle benzer bulunmustur ve istatistiksel olarak 6nemli
bulunmamistir (P>0,05). Probiyotik dondurma 6érneklerinin koku degerlendirmesi
farklilik gostermis olup D1 ve D3 6rnekleri kontrol 6rnegine gore istatistiksel olarak
farkli bulunmustur (P<0,05). Dinlendirme sonrasi probiyotik ilavesinin koku
degerlendirmesi kontrol oOrnegine gore o©nemsiz bulunmustur. Probiyotik
dondurma oOrneklerinin tat-lezzet degerlendirmesi kontrol oOrnegine kiyasla
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0,05). Dinlendirme sonrasi probiyotik
ilavesinin kontrol érnegine daha yakin puanlar aldig1 belirlenmistir. Dinlendirme
oncesi S. boulardii ilave edilen D1 ve D3 érneklerinde yabanci tat yiiksek diizeyde
algilanmis olup panelistler tarafindan begenilmemistir ve bu durum istatistiksel
olarak da anlamh bulunmustur (P<0,05). L. rhamnosus ilave edilen D2 ve D5
orneklerinde yabanc tat algilanmamis olup kontrol 6rnegiyle benzer bulunmustur.
Probiyotik dondurma 6rneklerinin genel kabul edilebilirligi kontrol 6rnegine gore
kiyaslanmis olup istatistiksel olarak ¢énemli bulunmustur (P<0,05). Ozellikle
dinlendirme oncesi S. boulardii ilavesi yapilan D1 ve D3 6rnekleri diisiik puanlar
almistir (3,5 ve 3,2). Ancak 6zellikle dinlendirme sonrasi probiyotik ilavesinin genel
kabul edilebilirligi kontrol 6rnegine yakin bulunmustur. Yapilan duyusal
degerlendirme sonucuna gore dinlendirme Oncesi ve/veya sonrasi probiyotik
ilavesinin onemli oldugu ve probiyotik dondurma ilavesinde dikkate alinmasi

gereken bir parametre oldugu bulunmustur.
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Tablo 3.11 Probiyotik dondurma dérneklerinin duyusal 6zellikleri

U™ - —
. 3 . +© = — (<) %) Q —_— —
Ornekler 5 2 = N = £ 3 g = c 3
= S = B z2 & 5 3 GRS S =
S - MmN >
D1 4,8+ 0,422 3,8 £ 0,92bc 3,4 +0,69¢ 1,0 £ 0,002 4,4 + 0,522 3,3+0,672 3,5+0,71¢
D2 4,7 £ 0,482 4,4 + (0,52ab 4,3 +0,48P 1,0 £ 0,002 4,5+ 0,532 4,7 £ 0,42bc 4,4 +(0,52b
D3 4,6 + 0,522 3,5+1,23¢ 3,1+£0,57¢ 1,0 £ 0,002 4,5+ 0,532 3,7+0,672 3,2+0,42¢
D4 4,8+ 0,422 4,3 £(0,82ab 4,0+0,47b 1,0 £ 0,002 4,6 + 0,522 4,6 £0,52b 4,2 +0,63b
D5 4,7 £ 0,482 4,6 +0,522 4,3 +0,48P 1,0 £ 0,002 4,7 £ 0,482 4,8 + 0,48bc 4,4 +(0,52b
D6 4,7 £ 0,482 4,3+0,672b 4,0+0,67> 1,0 £ 0,002 4,6 £0,522 45+0,53b 4,3 +0,48P
Kontrol 4,8 £ 0,422 4,9 + (0,322 4,9 £ 0,322 1,0 £ 0,002 4,8 £ 0,422 5,0 £ 0,00¢ 5,0 0,002

Ayni stitundaki farkl harfler istatistiksel olarak farklhidir (P<0,05). D1: S. boulardii dinlendirme 6ncesi inokiilasyon (d.6.i), D2: L. rhamnosus (d.6.1), D3: S. boulardii ve

L. rhamnosus (d.6.i), D4: S. boulardii dinlendirme sonrasi inokilasyon (d.s.i), D5: L. rhamnosus (d.s.i), D6: S. boulardii ve L. rhamnosus (d.s.i).
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Sekil 3.14 Probiyotik dondurma 6rneklerinin duyusal analiz sonuclari
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SONUC VE ONERILER

S. boulardii dahil farkli probiyotik suslar iceren genis bir yelpazede probiyotik
trlinler piyasada mevcuttur. Bu ¢alismada, on bir farkl ticari tirtinden S. boulardii
izolasyonu yapilarak PZR ve FT-IR tanimlamalari, probiyotik ozellikleri ve
probiyotik dondurma tliretimi gergeklestirilmistir. Probiyotik 6zellikler agisindan S.
boulardii suslarinin gastorintestinal kosullara direngli oldugu gézlemlenmistir. pH
3 gibi asidik kosullarda ve safra tuzu varliginda gelisimlerini devam ettirdikleri
belirlenmistir. Ancak pH 2,5 gibi daha ekstrem kosullarda yalniz 3 susun canlligini
devam ettirdigi belirlenmistir. S. boulardii suslarinin test edilen tiim antibakteriyel
antibiyotiklere direncli olmasina ragmen antifungal antibiyotiklere ise duyarl
oldugu ve test edilen antibiyotige bagh olarak farkl inhibisyon zonunun o6l¢ildugi
belirlenmistir. S. boulardii suslarinin antibakteriyel aktivitelerinin susa 0zgi
degistigi buna baglh olarak test edilen patojenik bakterilere kars1 6nemli diizeyde
antibakteriyel aktivite gosterdigi ve 6zellikle S. Typhimurium tzerindeki etkinin
daha fazla oldugu belirlenmistir. S. boulardii suslarini gidalarla iliskili kiiflere karsi
onemli diizeyde antifugal aktiviteye sahip olduklar1 gérilmiistiir. Ayrica bu calisma,
piyasada bulunan S. boulardii suslarinin probiyotik o6zelliklerinin degisiklik

gosterdigini ortaya koymustur.

S. boulardii suslarinin probiyotik 6zellikleri belirlendikten sonra en iyi 6zellige sahip
sus secilerek probiyotik dondurma tretimi gerceklestirilmistir. Bu amagla L.
rhamnosus ile simbiyotik iliskisi de ilk defa ¢alisilmistir. S. boulardii ve L. rhamnosus
dondurma orneklerine dinlendirme 6ncesi ve dinlendirme sonrasi olmak iizere iki
farkli asamada birlikte ve ayr1 ayr inokiile edilerek probiyotik dondurma
orneklerinin 6zellikleri incelenmistir. S. boulardii ilavesinin dondurma 6rneklerinin
renk ozelliklerine olumlu katkisinin oldugu belirlenmistir. Probiyotik ilavesinin
dondurma o6rneklerinde farkli ugucu bilesenler ortaya ¢ikardigi bu sayede farkl
aroma ve lezzetin olustugu gorilmistir. S. boulardii ilavesinin dondurma

orneklerinin reolojik o6zellikleri Uzerinde olumlu bir etkisinin olabilecegi



belirlenmistir. Yeni bir iirtin gelistirmede en temel ilke olarak tiiketici begenisi kabul
edilmekte olup elde edilen duyusal veriler S. boulardii'nin dinlendirme sonrasi
ilavesinin daha iyi oldugunu gostermistir. Ayrica duyusal analiz verileri kontrol
ornegiyle kiyaslandiginda goriiniis, erime kalitesi, buzlu yap1 gibi bircok faktor
tizerinde olumsuz bir etkisinin olmadig1 belirlenmistir. Bu ¢alisma S. boulardii'nin
probiyotik dondurma iiretiminde kullanilabilecegini ve bu sayede insanlarin bu

probiyotik mayaya daha kolay ve daha sik bir sekilde ulasabilecegini gostermistir.
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A

S. boulardii SUSLARININ 26S GEN DIZI SONUCLARI

S1

AGGGCATGCCTTAGTACGGCGAGTGAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACC
TTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTT
CCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCTTT
GTAAAGTGCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAA
TTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAA
AGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAA
GGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCTC
GCATTTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGAATGTAGCTT
GCCTCGGTAAGTATTATAGCCTGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGACTGCGACG
TAAGTCAAGGATGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGTCTTGAACCCACGGAGAACA
CAAAA

S2

ATGGATGCTTAGTACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCT
TCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTTC
CTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCTTT
GTAAAGTGCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAA
TTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAA
AGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAA
GGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCTC
GCATTTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGAATGTAGCTT
GCCTCGGTAAGTATTATAGCCTGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGACTGCGACG
TAAGTCAAGGATGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGTCTTAACACCACGGAGAAAC
AAATAAA



S3

AGGCATGCTTAGTACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCT
TCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTTC
CTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCTTT
GTAAAGTGCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAA
TTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAA
AGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAA
GGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCTC
GCATTTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGAATGTAGCTT
GCCTCGGTAAGTATTATAGCCTGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGACTGCGACG
TAAGTCAAGGATGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGTCTTAACCCCGGGACCCAAA
AAA

S4

CGGGTATGCCTTAGTACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTAC
CTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGT
TCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCTT
TGTAAAGTGCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAA
ATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGA
AAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGA
AGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCT
CGCATTTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGAATGTAGCT
TGCCTCGGTAAGTATTATAGCCTGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGACTGCGAC
GTAAGTCAAGGATGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGTCTTAAAAACACGAAACAC
AAAAAAA



S5

AGGTATGCTTAGTACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCT
TCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTTC
CTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCTTT
GTAAAGTGCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAA
TTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAA
AGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAA
GGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCTC
GCATTTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGAATGTAGCTT
GCCTCGGTAAGTATTATAGCCTGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGACTGCGACG
TAAGTCAAGGATGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGTCTTAAAAACCAGCGGGAAC
AAATA

S6

AGGGTATGCTTAGTACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACC
TTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTT
CCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCTTT
GTAAAGTGCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAA
TTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAA
AGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAA
GGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCTC
GCATTTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGAATGTAGCTT
GCCTCGGTAAGTATTATAGCCTGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGACTGCGACG
TAAGTCAAGGATGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGTCTTGACCACCCGGGACCCA
AAAA



S7

AGGTATGCCTTAGTACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACC
TTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTT
CCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCTTT
GTAAAGTGCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAA
TTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAA
AGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAA
GGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCTC
GCATTTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGAATGTAGCTT
GCCTCGGTAAGTATTATAGCCTGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGACTGCGACG
TAAGTCAAGGATGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGTCTTAAACCCACGGAGCACA
AAAAAA

S8

AGGTATGCTTAGTACGGCGAGTGAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCTT
CGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTTCC
TTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCTTTG
TAAAGTGCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAAT
TCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAA
GATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAG
GGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCTCG
CATTTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGAATGTAGCTTG
CCTCGGTAAGTATTATAGCCTGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGACTGCGACGT
AAGTCAAGGATGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGTCTTACACCACCGAAAACAAA
AAA



S9

AGGGCATGCCTTAGTACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTAC
CTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGT
TCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCTT
TGTAAAGTGCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAA
ATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGA
AAGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGA
AGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCT
CGCATTTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGAATGTAGCT
TGCCTCGGTAAGTATTATAGCCTGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGACTGCGAC
GTAAGTCAAGGATGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGTCTTGACCCCCGGAGACCA
AAAAA

$10

AGGTATGCTTAGTACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCT
TCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTTC
CTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCTTT
GTAAAGTGCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAA
TTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAA
AGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAA
GGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCTC
GCATTTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGAATGTAGCTT
GCCTCGGTAAGTATTATAGCCTGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGACTGCGACG
TAAGTCAAGGATGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGTCTTAAAAACCCCGAACACA
CAAAAA



S11

AGGTCTGCTTAGTACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTACCT
TCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTTGTCTATGTTC
CTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGCGAGGAGTGCGGTTCTTT
GTAAAGTGCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAA
TTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAA
AGATGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAA
GGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCTC
GCATTTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGAATGTAGCTT
GCCTCGGTAAGTATTATAGCCTGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGAGGACTGCGACG
TAAGTCAAGGATGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGTCTTGACACCCCGAGAACAC
AAAAA
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PROBIYOTIK DONDURMA ORNEKLERININ DUYUSAL

DEGERLENDIRME FORMU
Duyusal Ornekler
parametreler DI D2 D3 D4 D5 D6  Kontrol
Renk/Goriints
Koku
Tat/Lezzet
Buzlu yapi1

Erime kalitesi

Yabanci tat

Genel kabul

1=¢ok kotii, 2=koti, 3=orta, 4=iyi, 5=¢cok iyi
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PROBIYOTIK DONDURMA ORNEKLERININ UCUCU
BILESENLERININ GC-MS KROMATOGRAMLARI
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