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Bu calismada eksi hamurdan izole edilmis ve starter kultir olarak kullanilabilecegi belirlenmis Weissella cibaria N9
susunun liyofilizasyonu igin optimum kriyoprotektan formilasyonunun belirlenmesi, liyofilize kiltliriin karakterizasyonu
ve depolama stabilitelerinin belirlenmesi amaclanmistir. Liyofilizasyon sonrasi yuksek canlilik saglamak igin
kullanilacak yagsiz sit tozu (YST), laktoz ve slkroz'dan olusan optimum formilasyon Box Behnken tasarimi
kullanilarak belirlenmistir. Optimum kriyoprotektan formilasyonu yiksek canlilik (>%99) igin %5.65 YST, %20 laktoz
ve %9.38 slkroz seklinde tanimlanmistir. Optimum kriyoprotektan formulasyonu kullanilarak elde edilen liyofilize
kiltirin nem igerigi, aw, camsi gegis, partikul yizey 6zellikleri ve kristal yapi bakimindan kabul edilebilir fizikokimyasal
Ozelliklere sahip oldugu gézlenmistir. 3.37x10 1/glin inaktivasyon katsayisi ile en yiiksek canlilik (9.11 log kob/g)
4°C’de depolama sonunda elde edilmistir. Sicakliga bagh hizlandiriimig raf émri testi sonucu en hizli canhilik kaybi
70°C’de gdzlenmis olup kriyoprotektan kullanimi termal 6lim oranini azaltmistir. Kriyoprotektan kullanilarak dretilen
kiltirin oda sicakhiginda 18 ay saklanabilecegdi belirlenmistir. Sonug olarak, optimum kriyoprotektan formulasyonu W.
cibaria N9'un liyofilizasyonu ve depolama sirasinda hicre canhligini korumada etkili oldugu, toz materyaller igin
gerekli 6zellikleri tasidigi ve uzun dénem muhafaza igin canliligin yeterli hassasiyette tahmin edilmesinde sicakhga
bagl hizlandiriimis raf dmri testinin faydah bir teknik oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Kriyoprotektan, Liyofilizasyon, Weissella cibaria, Depolama stabilitesi, Yanit ylizey metodu,
Optimizasyon

Optimization of Protective Agents for Freeze-Drying of Weisella cibaria N9 as a Potential
Starter Culture

ABSTRACT
In this study, it was aimed to determine the optimum cryoprotectant formulation for the lyophilization of Weissella
cibaria N9 strain isolated from sourdough as a potential starter culture, the characterization of lyophilized culture and

its storage stability. The optimum formulation of skim milk, lactose and sucrose as protective agents was determined
by the Box-Behnken experimental design based on viability after lyophilization. The optimal cryoprotectant formulation
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was identified as 5.65% skim milk, 20% lactose and 20% sucrose for maximum cell survival (>99%). Lyophilized
culture obtained by the optimum cryoprotectant formulation had acceptable physicochemical properties in terms of
moisture and aw, glass transition, particle surface properties and crystal structure. The highest viability was observed
at 4°C (9.11 log cfu/g) with an inactivation rate of 3.37x10° day*. The fastest cell reduction was observed at 70°C as
the result of an accelerated shelf life storage test, and protective agent effectively decreased thermal death. The
culture produced by using cryoprotectant could be stored at room temperature for 18 months. Consequently, this
protective agent formulation was an effective in protecting W. cibaria N9 viability during lyophilization and storage
while lyophilized culture had ideal properties for powder materials, and accelerated shelf life storage test was a useful

technique with certain predictability.

Keywords:
Optimization

Cryoprotectants, Lyophilization, Weissella cibaria, Storage stability, Response surface method,

GIRiS

Son zamanlarda firincihk  Grinlerinde  tahillarin
fermantasyonunda ekmek mayasi kullanimina kiyasla
hamurlarda cesitli avantajlar olusturmasi nedeniyle eksi
hamur kullanimi giderek yayginlasmaktadir [1]. Eksi
hamur ile ekmek hamurunun hazirlanmasi, hamurlarin
teknolojik dzelliklerini iyilestirmekte, ekmegin besinsel ve
duyusal Ozelliklerini gelistirmekte, bakteriyel ve kuf
bozulmalarini énleme ve bayatlama suresini geciktirme
yoluyla raf oémrunu arttirmaktadir [2]. Spontan eksi
hamur Uretiminde gorev alan laktik asit bakterileri ve
mayalar hamur ortamina un, hamur ingrediyentleri ve
cevresel kaynaklardan geldiginden dolayi tipik bir eksi
hamurun mikrobiyal ekosistemi olduk¢a komplekstir. Bu
ekosistem ayni zamanda fermantasyon suresi ve
sicakhgi, eksi hamur tazeleme asamalarinin sayisi,
tazelemeler arasindaki fermantasyon siresi gibi
faktorlerden de etkilenmektedir [3-5]. Bundan dolayi eksi
hamur Uretiminde standardizasyon oldukga zordur ve bu
durum Urlin kalitesinde stabilite ve tekrarlanabilirlik
gerektiren gida endustrileri icin 6nemli bir dezavantajdir.
Bu problemin Ustesinden gelebilmek igin tanimlanmis
tek veya karigik starter kultirlerin kullanimi ile ilgili
oldukga fazla galisma bulunmaktadir [6-8]. Bununla
birlikte eksi hamur Uretimi icin starter kiltir secgiminin
yaninda secilen starter kilttrlerin uzun stre depolama
suresince canhliginin ve aktivitesinin yliksek olmasi da
onemli bir diger konudur [9]. Mikroorganizmalarin
canliiginin yiksek olmasini garanti etmek ve depolama
boyunca kultirlerin ylksek stabilitelerini saglamak igin
farkli koruma yontemleri kullaniimaktadir [10].

Gunumuzde mikrobiyal kultarleri korumada en fazla
tercih edilen yontem dondurarak kurutma (liyofilizasyon)
yontemidir. Liyofilizasyon isleminde dusuk kurutma
sicakliklar kullanilmasindan dolayi daha yuksek canlilik
orani saglanmakta ve mikroorganizmalarin morfolojik ve
biyokimyasal Ozelikleri de daha iyi korunmaktadir [11].
Bununla birlikte biyolojik materyaller dondurarak
kurutma sirasinda geri donisimsiz olarak bazi zararlar
gorebilmektedir. Dondurma iglemi sirasinda, buz
kristallerinin olusumu ve hiicre ici tuz
konsantrasyonundaki artis, suyun hicreden disari
sizmasina ve hicre disi  buz  kristallerinin
olusmasina/blylimesine neden olmaktadir. Bu durum
ozmotik sok olarak adlandirilmakta ve hicre canlihgi
kaybinin temel nedenini olusturmaktadir [10, 12].
Hucrelerin donma zararlanmasi, tir ve sus c¢esidi gibi
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genetik altyapisina, hicrelerin blyUkligu, sekli, gelisme
fazi, lipit icerigi ve kompozisyonu gibi morfolojik ve
fizyolojik Ozelliklerine, kurutma hizi ve siresi ile
kriyoprotektan varli@i gibi kurutma prosesi kosullarina
baghdir [10, 11, 13]. Dondurma, dondurarak kurutma ve
depolama suresince hucre canliiginin ve stabilitesinin
korunmasi igin kullanilan en etkili yontemlerden biri
dondurma iglemi o©ncesi hlcre ortamina koruyucu
madde (kriyoprotektan) ilave etmektir [14]. Bu maddeler
hidrojen baglarinin olusumu, camsi gecis sicakhginin
artmasi ve oksidasyon reaksiyonlarinin énlenmesi gibi
bir dizi koruyucu mekanizmalar ile hicre canliliginin
yuksek olmasini saglamaktadirlar [15].

Sikroz, laktoz, galaktoz, glukoz, sorbitol, sodyum
glutamat, arkorbik asit ve yagdsiz sut tozu dondurarak
kurutma igleminde hicre canlihginin  korunmasi
amaciyla en fazla kullanilan kriyoprotektanlardir [11, 13,
16-18]. Bu calismada elde edilmesi kolay, nispeten
ucuz, tuketimi guvenli ve gida sanayinde yaygin sekilde
kullanilan yagsiz sut tozu, sukroz ve laktoz [19]
koruyucu madde olarak tercih edilmistir. Bu koruyucu
maddelerin dondurarak kurutmanin farkli asamalarinda
farkh koruyucu etkileri bulunmakta ve tek baslarina
kullanildiklarinda ortaya cikan etkiye kiyasla beraber
kullanildiklarindan daha yuksek bir etki gdzlenmektedir
[20]. Dolayisiyla hangi koruyucu maddelerin hangi
oranlarda kullanilacaginin belirlenmesi onem
tasimaktadir. Literatirde farkh laktik asit bakterilerinin
kriyoprotektan  kullanilarak liyofilizasyonuna ydénelik
oldukga fazla g¢alisma bulunmaktadir [10, 15, 21, 22].
Ancak daha 6nce Dertli ve ark. [1] tarafindan geleneksel
eksi hamurdan izole edilerek tanimlanan ve eksi hamur
Uretiminde starter kultir olarak kullanilma potansiyeli
bulunan Weissella cibaria N9 ile ilgili herhangi bir
¢alisma bulunmamaktadir. Bu c¢alismada W. cibaria
N9un liyofilizasyonunda kullanilacak optimum yagsiz
sut tozu, laktoz ve siUkroz konsantrasyonlarinin ve
optimum konsantrasyonlar kullanilarak tretilen toz W.
cibaria  N9nin  karakterizasyonu ile  depolama
stabilitesinin belirlenmesi amaglanmisgtir.

MATERYAL ve METOT
Materyal
Calismada kullanilan W. cibaria N9 izolati, Dertli ve ark.

[1] tarafindan geleneksel eksi hamurdan izole edilerek
teknolojik/endistriyel 6zelliklerine goére eksi hamur
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starteri olarak énerilmis olup Bayburt Universitesi, Gida
Muhendisligi Boéliminden temin edilmistir.
Kriyoprotektan olarak kullanilan yagsiz sit tozu (YST)
Pinar Siit A.S. (izmir, Tirkiye), laktoz Sigma—Aldrich
(Steinheim, Almanya) ve siukroz Merck (Darmstadt,
Almanya) firmasindan temin edilmistir

Metot
W. cibaria N9’un Aktive Edilmesi ve Cogaltiimasi

W. cibaria N9 steril de Man Ragosa Sharp (MRS) broth
(Merck, Darmstadt, Almanya) besiyerinde 30°C’de 12
saat inkiibasyona birakilarak aktiflestiriimistir. Daha
sonra 2 mL aktiflestiriimis geng kultir 8 mL MRS broth
besiyerine aktariimis ve ayni kosullarda inkiibasyona
birakilmigtir. inkiibasyon sonrasi 100 mL MRS broth
besiyerine  %5’lik  olacak  sekilde inokilasyon
gerceklestiriimis ve calkalamali inkibatérde (Lab
Companion SIF-500R, Billerica, Gliney Kore) 30°C’de
16 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda
bakteri hiicrelerini toplamak icin 7.500 x g’de 4°C’de 10
dakika santriflij (Hettich, ROTINA 380R, Almanya) islemi
gercgeklestiriimis ve elde edilen pellet 10 mL fosfat
tamponu kullanilarak yikanmig, ardindan tekrar santrifij
edilmistir. Santrifiij islemi sonrasi elde edilen pellet
hicre sayisi ~10 log kob/mL olacak sekilde
kriyoprotektan ¢ozeltisi ile sispanse edilmistir [19, 23].
Hazirlanmasi

Kryoprotektan Ortaminin

Liyofilizasyon

ve

Liyofilizasyon ve depolama siiresince W. cibaria N9'in
canliik ve stabilitesinin korunmasi amaciyla bu
galismada kriyoprotektan olarak YST, laktoz ve slikroz
kullaniimistir. Box Behnken dizayni ile belirlenen
konsantrasyonlarda kriyoprotektan cozeltileri
hazirlanmis ve sterilizasyon igin 110°C’de 10 dakika
otoklavlanmigtir.  Ardindan oda sicakhdina kadar
sogutulan  kriyoprotektan  ¢ozeltileri daha o6nce
hazirlanan starter kultir ile hticre sayisi ~10 log kob/mL
olacak sekilde karistiriimis ve -86°C’de 5 saat slre ile
dondurulmustur.  Donmus  kriyoprotektanh  starter
kiltrler dondurarak kurutucuda (Christ, Alpha 1-4
LDPlus, Almanya) -55°C’de 0.061 mbar basing altinda
yaklasik 18 saat slresince sublimasyon ve 0.04 mbar
basing altinda 2 saat sure ile desorpsiyon kosullarinda
kurutulmustur. Benzer sekilde kriyoprotektan icermeyen
saf kultur de kontrol grubu olarak kurutulmustur.

Hiicre Canliliginin Belirlenmesi

Dondurma ve dondurarak kurutma sonrasi hicre
canlihgi Carvalho ve ark. [24] tarafindan rapor edilen
yontem kullanilarak belirlenmigtir. Steril serum fizyolojik
tuzlu su ile orijinal hacmine seyreltilmis toz kultirden 1
mL alinarak belirlenen dilisyonlara kadar seyreltilmistir.
Uygun dilisyonlardan MRS agara (Merck, Darmstadt,
Almanya) ekim yapilmis ve 30°C’de 48 saat %5 CO;
ortaminda inkiibasyona (Memmert Inc 153, Almanya)
birakilmistir.  Inkiibasyon sonrasi gelisen koloniler
sayllmis ve hucrelerin  canlihdr asagidaki esitlik
kullanilarak hesaplanmigtir.
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Canlilik (%) = 100 * N/N, (1)
Burada; No islem 6ncesi hiicre canlihgini (log kob/g) ve
N ise dondurma veya dondurarak kurutma iglemi
sonrasi hucre canliligini (log kob/g) ifade etmektedir.

Liyofilize Tozlarin Karakterizasyonu

Liyofilizasyon ile elde edilen toz kulturlerin
karakterizasyonu amaciyla nem igerigi, su aktivitesi,
camsi gecis sicakhdi, X isini kinnimi ve molekuler
gorintileme analizleri gerceklestiriimistir. Tozlarin su
aktivitesi Aqua Lab 4TE (FF Instrumentations, Yeni
Zelanda) su aktivitesi tayin cihazi kullanilarak
Olglimastur. Liyofilize tozlar Olgim kaplarina aktarilip
Olgim kaplar cihaza yerlestirimis ve 20°C’'de oOlgim
gerceklestirilmistir. Orneklerin  nem igerikleri, darasi
alinmis kurutma kabinda sabit agirliga ulasilana kadar
105°C'de kurutma yontemi ile belirlenmis ve agirlikta
meydana gelen degisim lzerinden hesaplanmistir.

Toz orneklerin camsi gegis sicakliklar diferansiyel
tarama kalorimetresi (DSC; Perkin EImer DSC 30, ABD)
kullanilarak belirlenmigtir. Bu amagla, 10 mg o6rnek
aliminyum kapli DSC kaplarina tartiimis ve bos bir
aliminyum DSC kabi referans olacak sekilde azot gazi
atmosferinde 10°C/dakika 1sitma hizi ile -30°C ile 200°C
arasi taranmistir. Karakteristik camsi gegis sicakhigi (Tg)
ASTM Standard Metot E 1356-91’e gbre camsi gegis ile
Is1 akisinin orta noktadaki sicakligi olarak alinmistir [16].

Liyofilize tozlarin kristal igerigi X isinimi kirinimi (XRD)
Olgimleri ile Rigaku SmartLab X-ray difraktometre (40
kV, 30 mA) cihazi kullanilarak belirlenmistir. Tarama
islemi Cu KB radyasyonu kullanilarak (40 kV, 30 mA) 5 -
70° (20) agilar 2°/dakika hizinda gergeklestirilmistir.

Liyofilize toz partikillerinin yizey o6zellikleri taramali
elektron mikroskobu (SEM, Jeol JSM-7001F, Japonya)
kullanilarak belirlenmistir. Olciim 6ncesi tozlar vakum
puskirtme kaplayici kullanilarak (Quorum SC7620,
ingiltere) 20 nm kalinliginda altin ile kaplanmistir.
Gorintiileme yiksek vakum altinda 5 ile 15 kV arasinda
(en iyi gorinti elde etmek icin) ve farkli blyltme
oranlarinda (100, 250, 500 ve 10000X buyitme)
gerceklestirilmigtir.

Depolama Stabilitesi

Kriyoprotektan kullanilarak liyofilize edilmis W. cibaria
N9'nin canlihk degisimi 4 ve 25°C’de 6 ay boyunca
gOzlenmistir. Hicre canliigi depolamanin 0, 15, 30, 45,
60, 90, 120, 150 ve 180. ginlerinde analiz
gerceklestirilerek belirlenmistir. Hiicre canhh@i igin 0.1 g
toz 9.9 mL serum fizyolojik tuzlu su igerisinde slispanse
edilmis ve ardindan dilisyonlar hazirlanmistir. Uygun
dilisyonlardan MRS agara ekim yapilarak 30°C’de 48
saat %5 CO, ortaminda inkibasyona birakiimis ve
inklbasyon sonrasi gelisen koloniler sayilmigtir.
Depolama siresince liyofilize W. cibaria N9'nin 4 ve
25°C’deki inaktivasyon oran sabiti birinci dereceden
reaksiyon kinetigi esitligi kullanilarak hesaplanmistir.
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Burada; N, depolama slresince hicre canliligini (log
kob/g); No, depolama baslangici hicre canhhdini (log
kob/g); t, depolama suresini (giin) ve Kk, inaktivasyon
oran sabitini ifade etmektedir.

Ayrica liyofilize W. cibaria N9’nin depolama suresince
belirlenen canlilik degisiminin tahmin edilebilmesi ve
liyofilize kultirin raf Omrinin tespit edilebilmesi igin
hizlandiriimis raf émri testi uygulanmistir. Bu amagla
kriyoprotektan ilavesiz kultir 50°C’de 4 saat, 60°C’de
1.5 saat, 70°C'de 0.32 saat ve kriyoprotektan ilaveli
liyofilize kiltir 50°C’de 48 saat, 60°C’de 8 saat, 70°C’de
0.64 saat inkubasyona birakilmistir. Belirtilen sireler
sonunda MRS agara ekim vyapilarak hicre canhhgi
tespit edilmistir. Depolama oncesi ve 3 farkli sicaklikta
inkibasyon sonrasi tespit edilen canli hicre
sayllarindan k degerleri esitlik (2)den yararlanilarak
hesaplanmistir [25, 26]. Kriyoprotektan kullanilarak
liyofilize edilen W. cibaria N9nin 4 ve 25°C
sicakliklardaki k degerleri ise Arhenius esitligine (Esitlik
3) gore hesaplanmistir [26].

Y = Bo + 2oy BiXi + 2oy BuXF + Xiza Zicivr BijXiX;

Burada; Y, yanit degiskenini, Xi ve X bagimsiz
degiskenlerin seviyesini, Bo, ikinci dereceden reaksiyon
sabitini, B, Bi and Bi, bilinmeyen regresyon
parametrelerini ifade etmektedir.

BULGULAR ve TARTISMA
Kriyoprotektanlarin Hiicre Canliigi Uzerine Etkisi

Liyofilizasyon igleminde kriyoprotektan olarak kullanilan
YST, laktoz ve sikrozun W. cibaria N9'un canllig
Uzerindeki etkilerinin deneysel sonuglari Tablo 1'de
verilmistir. Dondurma ve dondurarak kurutma islemleri
sirasinda kriyoprotektan kullanimi  hticre canlihdinin
korunmasi agisindan 6nemli diizeyde pozitif etkiye sahip
oldugu belirlenmistir (P<0.05). Kriyoprotektan
kullanilmadan dondurarak kurutulan kultirde yaklasik 2
log kob canlilik kaybi meydana gelirken dondurarak
kurutma isleminde kriyoprotektan kullanimi sonucunda
en fazla 0.46 log kob canhlik kaybi (%5 sukroz
kullanildiginda) tespit edilmistir. Dondurma sirasinda
hicre canliligi tzerine sadece laktoz etkili bulunurken,
dondurarak kurutma sirasinda canlilik tGzerine laktoz ile
stikroz kullanimi 6nemli etki géstermistir (P<0.05).

Dondurma islemi i¢cin merkez noktasindaki sukroz (%5)
ile YST ve laktoz konsantrasyonlarinin fonksiyonu
olarak canliik degisimini veren yanit ylzey grafigi ve
esyukselti egrisi Sekil 1-A’de gorilmektedir. Laktoz
konsantrasyonunun artmasi dondurma  sirasinda
hicrenin daha iyi korunmasini saglarken, YST
konsantrasyonu %10’un Uzerine ¢iktiginda canhhgin
kismen azalmasina neden olmustur. Buna karsilik, YST
kullanimi dondurma igleminde hiicre canhhgl Uzerine
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logk = logky — (E;/2.303R)x(1/T) (3)
Burada; ko, frekans faktori olarak adlandirilan deneysel
sabiti; T, mutlak sicakligi ('C); R, gaz sabitini (8.32
J/mol.K); ve Ea, aktivasyon enerjisini ifade etmektedir.

Deneysel Tasarim

W. cibaria N9nin liyofiizasyonunda  optimum
kriyoprotektan formulasyonunun belirlenmesi igin YST
(X1), laktoz (Xz) ve sikroz (Xs) bagimsiz degiskenler
olarak secgilmis olup minimum ve maksimum
konsantrasyonlari sirasiyla %0-20, %0-20 ve %0-10
araliklarinda segilmis ve merkezde 5 tekerrir olacak
seklide 3 seviyeli ve 3 faktdrli Box Behnken dizayni
kullanilarak kriyoprotektan konsantrasyonlarini i¢eren
deneme plani elde edilmigtir. Dizayn, Design Expert®
(Stat-Ease, Minneapolis, ABD) (deneme versiyonu)
programi ile belirlenmistir. Dondurma (Y1) ve dondurarak
kurutma (Y,) sonrasi hicre canhligi olmak Uzere iki
bagimh degisken (yanit) bulunmaktadir. Deneysel
calisma sonrasl, bagimsiz degiskenler ve elde edilen
yanitlar arasindaki iliskiyi ortaya koymak icin ikinci
dereceden polinom model denklemi kullaniimigtir.

4)

istatistiksel olarak etkili bulunmamistir (P>0.05).
Dondurarak kurutma islemi sirasinda ise hicre canhhgi
Uzerine laktoz ve slkroz varligi onemli dizeyde etkili
bulunurken (P<0.05), YST varhdinin etkisinin sinirli
oldugu gorilmektedir (P>0.05). Merkez nokta olarak
YST (%10) alindiginda laktoz ve  sukroz
konsantrasyonlarinin ~ fonksiyonu  olarak  canllik
degisimini veren yanit ylzey grafigi ve esyukselti egrisi
Sekil 1B’de gorilmektedir.

Her iki kriyoprotektanin konsantrasyonlarinin arttiriimasi
dondurarak kurutma sirasinda hicre canliliyinin olumlu
yonde degismesini saglamigtir. Buna karsilik canhlik
degisimi Uzerine laktozun siUkroza gore daha etkili
oldugu sdylenebilir. Calismamiza benzer sekilde, Costa
ve ark. [27] tarafindan gergeklestirilen c¢alismada
Pantoea agglomerans CPA-2'in dondurarak kurutulmasi
sirasinda en iyi korumayl sekerlerin sagladigi ve
disakkaritlerin  kullaniminin hicre canliligini %60’in
Uzerinde, monosakkaritlerin ise %30-50 arasinda
korudugu rapor edimistir. Schwab ve ark. [28]
dondurma ve dondurarak kurutma islemlerinde ortama
seker ilavesinin izotonik ¢dzeltiye kiyasla L. reuteri
TMW1.106 susunun korunmasi Uzerine daha etkili
oldugunu belirtmislerdir. Ayni c¢alismada, slkrozun
koruyucu etkisinin YST kullanimina gére ¢ok daha iyi
oldugu da rapor edilmistir. Kurutma ortaminda bulunan
ve hlcre duvarina penetre olma, hicre duvari veya
membrani ile etkilesime girme yetenegine sahip
olmayan polisakkaritler ve proteinler gibi bazi ylksek
molekiler agirhkh  maddelerin  koruyucu etkileri;
mikroorganizmalarin ylzeylerinde adsorbe olup viskoz
bir tabaka olusturarak suyun hiicreden gevreye kismen
uzaklastiriimasina misaade etmelerine
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baglanabilmektedir. Béylece hucrenin yakinindaki amorf
buzun yapisi korunmakta, buz kristalinin blylimesi
engellenmekte ve sonu¢ olarak hicre igindeki buz

kristallerinin miktari azalarak hiicre 6limu 6nlenmektedir
[29].

Tablo 1. Box Behnken deneme plani ve elde edilen sonuglar
Table 1. Box Behnken trial plan and results

Sira No X3 Xz X3 Y1 (%) Y2 (%)
1 -1 0 -1 97.52 95.89
2 1 0 1 97.52 97.52
3 -1 1 0 99.04 98.38
4 0 0 0 99.61 97.90
5 0 0 0 99.52 98.46
6 0 1 1 99.52 99.22
7 1 -1 0 97.59 96.80
8 1 0 -1 99.09 98.45
9 -1 0 1 98.83 97.77
10 0 0 0 99.19 98.89
11 0 0 0 98.61 97.54
12 -1 -1 0 98.61 95.24
13 0 1 -1 98.97 97.45
14 0 -1 1 98.62 97.75
15 0 -1 -1 97.90 96.08
16 1 1 1 99.24 97.99
17 0 0 1 98.67 98.06

X1, Yagsiz sut tozu (%); Xz, Laktoz (%); Xs, Sikroz (%); Yi,
Dondurma sonrasi canlilik (%); Y2, Dondurarak kurutma sonrasi

canlilik (%)
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Sekil 1. Farkh kriyoprotektanlar ile birlikte dondurulan (A) ve kurutulan (B) W. cibaria N9 kiltGrindn canlilik
dizeyi (%) icin yanit ylzey grafigi ve esyukselti egrileri
Figure 1. Response surface plot and contour lines for viability (%) of W. cibaria N9 culture (A) frozen and

(B) dried with different cryoprotectants
Optimizasyon ve Model Uygunlugu

Dondurma ve dondurarak kurutma sonrasi W. cibaria
N9’un hicre canhligi Gzerine kriyoprotektanlarin etkisi ile
ilgili ANOVA sonuglari Tablo 2'de verilmigti. Dondurma
ve dondurarak kurutma igin quadratik modelde R? degeri
yuksek (>0.830) bulunmus olup modelin uygunlugu igin
R? degerinin 0.80'den yiiksek olmasi beklenmektedir
[30]. Dondurma ve dondurarak kurutma sonrasi hicre
canliliklari (Y1 ve Y3) igin model F-degerleri sirasi ile
3.78 ve 5.41 olarak belirlenmis olup bu degerler modelin
hiicre canlilidi icin dnemli oldugunu gostermektedir.
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Dondurarak kurutulma sonrasi W. cibaria N9 susunun
canlilik oraninin maksimum olmasi igin kullanilacak olan
kriyoprotektan formilasyonu ikinci dereceden polinom
model kullanilarak optimize edilmistir.  Optimum
formulasyon Derringer’in istenirlik fonksiyonuna goére
belirlenmigtir. Elde edilen yanitlar dogrultusunda
maksimum istenirlik fonksiyonuna (D=0.972) gobre
W. cibaria N9 susu icin YST %5.65, laktoz %20 ve
slikroz %9.38 olarak segilmigtir.
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Tablo 2. W. cibaria N9'un farkli kriyoprotektanlar kullanilarak liyofilizasyonu ile elde edilen yanitiar
Uzerine lineer, quadratik ve interaksiyonlarinin etkisini gésteren ANOVA tablosu

Table 2. ANOVA table showing the effect of linear, quadratic and interactions on the responses
obtained by lyophilization of W. cibaria N9 using different cryoprotectants

Varyans Y4 (%) Y2 (%)

kaynagi SD ?g;?;?;l F- degeri  P-degeri '}Fgg?;?rzl F- degeri  P-degeri
Model 9 6.42 3.78 0.0466* 16.02 5.41 0.0184*
X1 1 0.09 0.2 0.6647 151 4.6 0.0691
Xz 1 2.04 10.83 0.0133* 6.40 19.45 0.0031*
X3 1 0.13 0.68 0.4378 2.42 7.34 0.0302*
X1Xz 1 0.37 1.97 0.2028 0.95 2.89 0.1331
X1X3 1 2.07 10.99 0.0129* 1.97 5.98 0.0444*
X2X3 1 0.01 0.041 0.8454 0.001 0.001 0.9399
X42 1 1.07 5.7 0.0483 1.73 5.27 0.0554
X2? 1 0.01 0.01 0.9772 0.76 2.32 0.1719
X3? 1 0.59 3.13 0.1201 0.06 0.19 0.6771
Kalinti 7 1.32 2.30

M, U* 3 0.45 0.68 0.6065 1.22 15 0.3438
Saf Hata 4 0.88 1.09

Toplam 16 7.74 18.32

Xa: Yagsiz Sit Tozu (%); Xz: Laktoz (%); Xs: Stkroz (%); Y1: Dondurma sonrasi canlilik (%); Y2: Dondurarak

kurutma sonrasi canllik (%).

Bagimsiz degiskenler olan YST (X1), laktoz (X2) ve
stkroz (X3) ile yanitlar olan dondurma (Y1) ve

Y, = 97.226 + 0.135X; + 0.023X, + 0.328X; + 0.003X,X, — 0.014X, X; — 0.001X,X; — 0.005X2 + 0.001X2 — 0.015X2

Y, = 93.936 + 0.290X; + 0.221X, + 0.294X; — 0.005X, X, — 0.014X, X + 0.001X,X; — 0.006X2 — 0.004X2 — 0.005X2

istatistiksel modelin gegerliligini tespit etmek igin
optimum kriyoprotektan formilasyonu kullanilarak W.
cibaria N9 susu liyofilize edilmis ve dondurma ile
dondurarak  kurutma  sonrasi hicre  canlihgi
belirlenmistir. Elde edilen deneysel sonuglar ile
optimizasyon c¢alismasinda tahmin edilen sonuglar
arasinda istatistiksel farkliik bulunmamistir (P>0.05).
Dondurma ve dondurarak kurutma icin deneysel ve

tahmin edilen degerlerden sapma <0.001 olarak
hesaplanmistir. Bu sonug kriyoprotektan
formulasyonunu optimize etmek igin  kullanilan

istatistiksel yontemin basarili oldugunu gdstermektedir.
Liyofilize Kulturin Karakterizasyonu

Kurutulmus kultirler icin su aktivitesi ve nem igerigi
hicre aktivitesinin ve canlliginin korunmasinda dnemli
bir rol oynamaktadir. Ayrica toz formundaki
materyallerin  nem igerikleri Urin stabilitesi ile
aglomerasyon, disuk yapiskanlik ve vyuksek akis
yetenedi gibi kalite Ozellikleri agisindan da oldukga
onemli bir parametredir. Optimum kriyoprotektan
formilasyonu kullanilarak W. cibaria N9 susunun
liyofilizasyonu sonucunda elde edilen toz materyalin su
aktivitesi 0.114+0.001 ve nem igerigi %3.02+0.08’dir. Bu
sonuglar liyofilize kultdrlerin uzun stre depolanmasi igin
tavsiye edilen degerlerin (a»<0.25 ve nem icerigi <%10)
[31] altinda olup depolama sturesince bakteri canliliginin
ve stabilitesinin korunmasi igin bu seviyelerde kalmasi
gerekmektedir [32]. Tonon ve ark. [33] tavsiye edilen bu
degerlerin altinda biyokimyasal reaksiyonlar igin yeterli
serbest suyun bulunmadigini ve bundan dolayi
depolama slresince hiicre canliligi ve stabilitesinin
korunacagini belirtmiglerdir. Diger taraftan Li ve ark. [34]
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dondurma sonrasi (Y2) hucre canliigr ile ilgili ikinci

dereceden polinom egitlikleri agagida verilmistir.
®)
(6)
kaltarlerin asin kurutulmasi sonucu hicre canhligr ve
stabilitesinin  olumsuz  etkilenecegini  bildirmiglerdir.

Ananta ve ark. [35] tarafindan gergeklestirilen galisma
sonucunda depolama silresince kurutulmus tozlarin
stabilitelerinin iyi olmasi icin ideal nem iceriginin %4 ile
%7 arasinda olmasi gerektigi ve laktoz kristalizasyonu
gibi Orun kalitesini olumsuz etkileyen kusurlarin
giderilmesi icin de nem igeriginin dusik olmasi gerektigi
belirtilmistir.

Optimum kriyoptotektan formilasyonu kullanilarak elde
edilen toz materyalin sicaklik karsisindaki davranisi
diferansiyel tarama kalorimetresi (DSC) ile belirlenmis
olup DSC termogrami Sekil 2'de verilmistir. W. cibaria
N9 susunun kriyoprotektanlar ile liyofilizasyonu sonucu
elde edilen toz kultirin camsi gegis sicakligi 62.24°C
olarak belirlenmistir. Oda sicakhginin oldukga Ustlinde
belirlenen camsi gegis sicakligi optimum kriyoprotektan
formilasyonunun hem liyofilizasyon hem de uzun
depolama suresince bakteriyel kultirin canhhgr ve
stabilitesi acgisindan iyi bir koruyucu etkiye sahip
olacagini gostermektedir. Bu etki muhtemelen laktozun
hicreler arasi su miktarini azaltan dehidrasyon ajani
olarak davranmasindan kaynaklanmaktadir. Shu ve ark.
[18] seker varliginda camsi gegis sicakhginin yiksek
oldugunu ve yuksek camsi gegis sicakliginin
dondurarak kurutma ve depolama suresince daha iyi
koruma sagladigini belirtmiglerdir. Benzer sekilde Chen
ve ark. [36] dondurarak kurutma sirasinda
karbonhidratlarin  bakteriyel hicre zarinin kristal
olusumu hasarindan korunmasi i¢in énemli bir faktor
oldugunu rapor etmiglerdir. Dondurarak kurutma
sirasinda  kriyoprotektan  kullanimi  camsi  gegis
sicakhigini yikseltmekte ve bdylece canli hicrelerin
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cekirdekte kristal olusumu meydana gelmeden camsi
duruma gecgebilmesini saglamakta ve ayrica sitoplazmik

4,5

membran oOzelliklerinin  stabil kalmasinda da rol

oynamaktadir [37, 38].
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Sekil 2. Optimum kriyoprotektan formulasyonu kullanilarak kurutulan W. cibaria N9 kaltGrinin

DSC termogrami

Figure 2. DSC thermogram of W. cibaria N9 culture dried using optimum cryoprotectant

formulation

Liyofilize toz kulturiin kristal-amorf yapilarini tanimlamak
icin X-ray difraksiyon olgimleri gergeklestiriimis ve elde
edilen difroktam Sekil 3'te verilmistir. Sekilden de
goruldugu Uzere, kriyoprotektan kullaniimadan Uretilen
kiltirde kristal yapilarin varhidini gésteren 9 adet yogun
Bragg pikleri bulunmaktadir. Bu piklerin sagilma agilari
20=27.37°, 28.35° 31.69° 40.52° 45.23°% 50.17°%
53.84°; 56.45° ve 66.21° olup pikler muhtemelen matriks
materyaldeki KCI kristallerinden kaynaklanmaktadir.
Buna karsilik kriyoprotektan kullanilarak liyofilize edilen
kiltirin  difroktaminda herhangi bir kristal piki
bulunmadigindan amorf yapi gosterdigi soéylenebilir.
Amorf matrikslerin ¢6zUnirlGgidnun yiksek oldugu kadar
higroskopik oldugu da bilinmektedir [39].

Kriyoprotektan kullanilmadan ve kullanilarak liyofilize
edilen kiltirlere ait taramali elektron mikroskobu (SEM)
goruntileri  Sekil  4'de  verilmistir.  Kriyoprotektan
kullaniimadan fosfatli tampon ¢ozeltisinde dondurularak
kurutulan saf W. cibaria N9 susu tipik basil seklinde
gorulmektedir (Sekil 4A). Kriyoprotektan kullanilarak
liyofilize edilen ve 100X buyttme orani ile elde edilen
goruntide ise W. cibaria N9 susunu igeren partikdllerin
yuzeylerinin tipik liyofilize partikiillerden oldukga farkh
oldugu tespit edilmistir (Sekil 4B). Partikillerin
yuzeylerinin purtzstz oldugu ve yuzeyde herhangi bir
catlak bulunmadigi ve ayrica bakteri hicrelerinin
tamamen kriyoprotektan igerisinde kaldigi goézlenmistir
(Sekil 4C ve 4D). Partikillerin ylzeyinde gatlak, kirik
veya deliklerin bulunmasi partikillerin daha yliksek gaz
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gecirgenligine neden olmakta ve dolayisiyla depolama
suresince hlcrenin daha az korunmasina yol
agmaktadir [40]. Ayrica partikillerin gézeneksiz kompakt
ylizeyi, asit veya safra diflizyonunu durdurmak igin iyi bir
bariyer 6zellik gdstermekte ve kriyoprotektan matriksten
bakteri hlcrelerinin ayrilmasini  6nlemekte gbrev
almaktadir [41]. Bu nedenle uzun sureli depolamalarda
hicrelerin canlilik ve stabilitesinin korunmasi icin arzu
edilen partikul yuzeylerinin tek dize ve purizsuz olmasi
istenmektedir ve bu form calismada kullanilan
kriyoprotektan uygulamasi ile saglanabilmigtir.

Depolama Stabilitesi

Optimum  kriyoprotektan formulasyonu kullanilarak
liyofilize edilen W. cibaria N9un 4 ve 25°C’de 6 ay
suresince canliik kaybi belirlenmis ve depolama
suresince belirlenen canlilik kaybi sonuglari $ekil 5-A’da
verilmistir. Depolama baslangicinda canlilik sayisi 9.36
log kob/g iken 4 ve 25°C’de depolama sonunda hticre
canlihgi sirasi ile 9.11 ve 7.67 log kob/g olarak
belirlenmistir. Buzdolabi sicakliginda (4°C) depolanan
kiultirde canlilk kaybi (0.26 log kob azalma), oda
sicakliginda (25°C) depolananlara (1.69 log kob azalma)
gOre daha dusuk bulunmustur. Bu sonuglar daha dnceki
g¢alisma sonuglari ile benzer olup [40, 42-45] “0°C’nin
Uzerindeki dusuk sicakliklara kiyasla, yiksek sicakliklar
hicre canhliginda daha fazla azalmaya neden
olmaktadir’ bulgusunu desteklemektedir.
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Sekil 3. Kriyoprotektansiz ve optimum kriyoprotektan formilasyonu kullanilarak kurutulan
W. cibaria N9 kdilturiine ait X-ray difraktomlari

Figure 3. X-ray diffractoms of W. cibaria N9 culture without cryoprotectant and dried
using optimum cryoprotectant formulation
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Sekil 4. Optimum kriyoprotektan formilasyonu kullanilarak kurutulan W. cibaria N9 kiltlrine ait
SEM gorintisu: kriyoprotektan kullaniimadan kurutulan saf kiltir (A); kriyoprotektan kullanilarak
kurutulan kilturlerin 100X (B), 1000X (C) ve 10000X (D) biyitme oranindaki gorintleri

Figure 4. SEM image of W. cibaria N9 culture dried using optimum cryoprotectant formulation:
pure culture dried without cryoprotectant (A); Images of cultures dried using cryoprotectant at
100X (B), 1000X (C), and 10000X (D) magnifications
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Sekil 5. Optimum kriyoprotektan formulasyonu kullanilarak kurutulan W. cibaria N9 liyofilize kultlrinin
depolama suresince canlilik degisimi (A) ve 4 ile 25°C’de inaktivasyon hiz sabiti (B)

Figure 5. (A) Viability change and (B) inactivation rate constant of dried W. cibaria N9 lyophilized culture
using optimum cryoprotectant formulation during storage at 4 to 25°C

Dondurarak kurutma sonrasi mikrobiyal canliidin uzun
slre muhafaza edilmesinin blylk oOlgide depolama
sicakligina bagli olmasi [18] ve mikroorganizmalarin
nispeten daha disuk bir sicaklikta daha yuksek
duzeylerde canl kalma egilimi géstermesi farkli olgularla
aciklanmaktadir. Yuksek sicaklikta hicre canhhgi
Uzerinden zararll etkilere yol agan kimyasal ve enzimatik
reaksiyonlar ile lipit oksidasyonu gibi hiicre igi metabolik
aktivitelerin artmasi hicre canliidinin azalmasina neden
olmaktadir [46]. Olasi bozulma reaksiyonlari arasinda,
hiicre zan yag asitlerinin lipit oksidasyonu depolama
sirasinda hicre 6limi icin esas neden olarak kabul
edilmektedir. Lipit oksidasyonu hiicre zararlanmalarina,
uzun sureli depolama sirasinda esas olarak DNA ve
hiicre zarina zarar veren serbest radikallerin olusumu ile
katkida bulunmaktadir [31]. Depolama sicakhiginin
yuksek olmasi ile gevre sicakligi camsi gegis sicakligina

yaklasmakta ve suyun molekuler hareketliliginin
degismesine  neden olarak  mikroorganizmalarin
korunmasinda kullanilan matrisin elastik duruma
yaklasmasina ve suyun molekuler mobilitesinin

artmasina neden olmaktadir [46, 47]. Buzdolabi ve oda
sicakhginda depolama sonunda mikroorganizmanin
canlilik dizeyi 7 log kob/g Gzerinde tespit edilmis ve 4°C
depolanan kultirin canlilk duzeyinin kudltir olarak
kullanilimasi igin tavsiye edilen limit deger olan 9 log
kob/g degerinden daha yuksek oldugu belirlenmistir [47,
48]. Bu limit deger dikkate alindiginda dondurularak
kurutulmus W. cibaria N9 susunun buzdolabi
kosullarinda 6 ay depolama sonrasinda sahip oldugu
canliik dizeyinin iyi bir eksi hamur Uretimi icin yeterli
oldugu soylenebilir.

Kullanilan kriyoprotektan formilasyonunun koruyucu
kapasitesi inaktivasyon katsayisi (k) cinsinden de
degerlendirilmis olup inaktivasyon katsayisi birinci
dereceden reaksiyon modeli ile hesaplanmistir (Sekil 5-
B). Oda sicakliginda depolamada sonrasi hesaplanan
inaktivasyon katsayisi k 2.19x102 1/gin iken
buzdolabi kosullarinda depolanan kdiltiriin inaktivasyon
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katsayisi k = 3.37x107 1/guin olarak hesaplanmistir. Bu
sonuglar kriyoprotektan kullanilarak kurutulan W. cibaria
N9 susunun oda sicakligina kiyasla buzdolabi
kosullarinda daha stabil oldugunu gdstermektedir.
Benzer sekilde farkli kriyoprotektan formulasyonu
kullanilarak kurutulan L. curvatus N19 ve L. brevis
ED25in uzun sure depolanmasi sonucunda hicre
canliliklarinin buzdolabi kosullarinda daha stabil kaldigi
tespit edilmistir [40, 42]. Calismada dondurularak
kurutulan W. cibaria N9un depolama stabilitesinin
tahmini  hizlandinlmis depolama testi kullanilarak
belirlenmigtir. Kriyoprotektansiz ve optimum
kriyoprotektan formilasyonu kullanilarak liyofilize edilen
W. cibaria N9 susunun alisiimis depolama sicakligindan
daha yiksek sicakliklarda (50, 60 ve 70°C) inkiibasyonu
ile hizlandirilmig depolama testi uygulanmis ve elde
edilen sonuglar Sekil 6-A’da verilmistir.

Kriyoprotektan kullanmadan liyofilize edilen W. cibaria
N9 susunun sicakliga karsi stabilitesinin oldukga dusuk
oldugu ve hicre canlihdinin 50, 60 ve 70°C’de sirasiyla
4, 3 ve 0.64 saat sonra tespit edilebilir dizeyin altina
distagu gézlenmistir. Uygulanan sicakliklar arasinda en
yuksek termal 6lim 70°C’de meydana gelmistir. Benzer
sekilde King ve ark. [49], Tsen ve ark. [26] ve Kim ve
ark. [48] tarafindan gerceklestiriien calismalarda da
kriyoprotektan kullanilmadan dondurularak kurutulmus
laktik asit bakteri hucrelerinin c¢alisilan butlin yiksek
sicakliklarda canliliklarini énemli dizeyde kaybettikleri
ve en hizli termal 6limin 70°C’de oldugu belirtilmistir.
Optimum  kriyoprotektan  formulasyonu kullanilarak
liyofilize edilen bakterinin galisilan sicakliklarda canlilik
kaybi 0.41 ile 0.71 log kob arasinda bulunmus ve
liyofilizasyonda  kriyoprotektan kullanimi  hicrelerin
termal stabilitelerini énemli duzeyde iyilestirmistir. Bu
sonu¢ Savedboworn ve ark. [47] ve Gul ve ark. [40]
tarafindan elde edilen sonuglar ile uyumlu olup, YST ve
proteinler gibi kriyoprotektanlarin kullaniminin hiicrelerin
termal 6lim oranini 6nemli dizeyde azalttigini ortaya
koymustur.
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Sekil 6. Kriyoprotektansiz (A) ve optimum kriyoprotektan formilasyonu kullanilarak (B) kurutulan W.
cibaria N9 kultirinin farkli sicakliklarda inaktivasyon hiz sabiti (k) i¢cin Arrhenius grafikleri
Figure 6. Arrhenius plots for the inactivation rate constant (k) of W. cibaria N9 culture dried (A) without
cryoprotectant and (B) using optimum cryoprotectant formulation at different temperatures

Hizlandinimis depolama testi sonuglari (50, 60 ve
70°C’de) ekstrapolasyon calismalari yapmak ve
hucrelerin gercek zamanli davranisini tahmin etmek icin
kullaniimistir. Dondurularak kurutulmus kiltirlerin termal
kayiplari icin k (1/sa) degerleri Esitlik 2 kullanilarak
hesaplanmistir. Kriyoprotektansiz ve optimum
kriyoprotektan formilasyonu kullanilarak liyofilize edilen
W. cibaria N9'un k degerleri sirasiyla 3.05 - 26.37 ve

Tablo 3. Kriyoprotektansiz ve optimum kriyoprotektan formulasyonu

3.39x10° - 1.48 1/sa olarak bulunmustur (Tablo 3).
Beklendigi gibi en ylksek k degeri 70°C’de elde edilmis
ve en yuksek termal o6lum en yiksek sicaklikta
go6zlenmistir. Bu sonuglar literatiir sonuglar [26, 40, 42,
48] ile uyumludur. Kriyoprotektan kullanimi k degerinin
onemli dizeyde azalmasini ve dolayisiyla
mikroorganizmalarin termal direncinin etkili bir sekilde
artmasini saglamistir.

ile  Kkurutulan

W. cibaria N9 kulttriinan farkh sicakliklardaki termal 6limu ve k (1/sa) degerleri
Table 3. Thermal death and k (1/h) values of W. cibaria N9 culture without cryoprotectant
and dried with optimum cryoprotectant formulation at different temperatures

Kriyoprotektansiz kaltdr

Dondurularak kurutulmus kultar

Sicaklik (°C)

Zaman (sa) (No—N) Zaman (sa) (No—N)
0 0 0 0
1 1.967+0.098 6 0.135+0.069
50 2 2.5211£0.13 12 0.303+0.093
3 3.975+0.309 18 0.407+0.072
4 TE 24 0.495+0.064
8 TE 48 0.706+0.073
0 0 0 0
0.5 2.595+0.206 1 0.121+0.016
60 1 3.808+0.141 2 0.204+0.062
15 5.02840.203 3 0.281+0.051
2 5.781+0.341 4 0.360+0.091
3 TE 8 0.469+0.072
0 0 0 0
0.08 1.399+0.019 0.08 0.069+0.006
70 0.16 2.207+0.136 0.16 0.139+0.043
0.24 3.03310.194 0.24 0.217+0.036
0.32 3.66510.13 0.32 0.294+0.046
0.64 TE 0.64 0.412+0.064
k degerleri (1/sa) (R?)
50 3.052 (0.959) 3.39x107% (0.927)
60 6.661 (0.947) 0.135 (0.925)
70 26.375 (0.977) 1.484 (0.945)

TE: Tespit edilemedi. No, Isil islem Oncesi baglangi¢ hiicre sayisi (log kob/g); N,

hiicre sayisi (log kob/g).

Hizlandinlmis depolama testi sonuglari, dondurularak
kurutulan hicrelerin 4 ve 25°C’deki stabilitesini tahmin

146

1sil islem sonrasi

etmek icin de kullaniimistir. Bozulma hizinin sicakhga
baglihginin ortaya konmasinda en yaygin ve genel
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olarak gecerli bir yéntem olan Arrhenius esitliginden
(Esitlik 3) yararlanilmistir. Arrhenius denklemini elde
etmek icin hicrelere ait k degerlerinin In degerlerine (In
k) karsilik 1/T(K) degerleri kullanilarak kriyoprotektansiz
ve kriyoprotektanli liyofilize hucrelere ait Arrhenius
grafikleri olusturulmustur (Sekil 6-B). Sekil 6-B’den de
goruldigu Uzere, sicaklik ve hiz sabiti arasinda yiiksek
bir korelasyon elde edilmistir (R? > 0.969). Optimum
kriyoprotektan kullanilarak liyofilize edilen W. cibaria N9
kultirinun buzdolabi ve oda sicakligindaki raf émurleri
Sekil 6-B’de verilen denklem ve literatir galismalarindan
yola g¢ikarak eksi hamur uUretiminde kullanilacak hiicre
canliiginin 9 log kob/g civari olmasi gerektigi
kabuliinden hareketle hesaplanmistir. Dondurarak
kurutma sonrasi 9.7 log kob/g civarinda canli hiicre
iceren liyofilize kilturin buzdolabi ve oda kosullarinda
raf dmrl sirasi ile 3655.6 ay ve 18 ay olarak tespit
edilmistir. Bu sonug, kullanilan optimum kriyoprotektan
formllasyonunun dondurarak kurutma ve depolama
sirasinda W. cibaria N9'un stabilize edilmesi igin yeterli
oldugunu gostermigtir.

SONUG

Bu calismada, eksi hamurlardan izole edilerek
tanimlanmis ve teknolojik/endustriyel 6zelliklerine goére
eksi hamur starteri olarak kullaniima potansiyel bulunan
W. cibaria N9 susunun dondurarak kurutma asamasinda
canliik kaybinin  minimum olmasi i¢in kullaniimasi
gereken uygun  kriyoprotektan  formilasyonunun
belirlenmesi amaclanmistir. Optimizasyon c¢alismasi
sonucunda optimum  kriyoprotektan formilasyonu
%5.65 YST, %20 laktoz ve %9.38 sukroz seklinde
belirlenmistir.  Kullanilan  kriyoprotektanlar arasinda
laktozun hem dondurma hem de dondurarak kurutma
asamasinda canlilik Gzerinde etkili oldugu gdzlenmistir.
Optimum  kriyoprotektan  formilasyonu  kullanilarak
Uretilen kaltarin canlilik oraninin >%99.7 oldugu ve W.
cibaria N9 igin kriyoprotektan formuilasyonunun
optimizasyonunda Box-Behnken tasariminin
kullaniimasinin uygun oldugu saptanmistir. Optimum
kriyoprotektan  formilasyonu  kullanilarak retilen
kdltirin yuksek canli hicre sayisi yaninda kabul
edilebilir fizikokimyasal &zelliklere sahip oldugu ve
depolama stresince canlilik kaybinin disik oldugu da
belirlenmistir. Ayrica, hizlandirimis raf émru testi ile

kriyoprotektan  kullanilarak  Uretilen  kdltirin  oda
kosullarinda 18 ay depolama sonunda eksi hamur
uretimi icin beklenen fermantasyon Ozelliklerini

gosterebilecegi de belirlenmistir. Sonug olarak Tip 1l eksi
maya hamur Uretimi igin starter kultir olarak 6nerilen W.
cibaria N9un %5.65 YST, %20 laktoz ve %%9.38
stikroz’dan  olusan  kriyoprotektan  formulasyonu
kullanilarak yuksek canlilikta liyofilize edilebilecegi ve
teknolojik/endtistriyel 6zellikleri kabul edilebilir dizeye
sahip olarak oda kosullarinda 18 ay, buzdolabi
sicakhginda 3655.6 ay depolanabilecegi ortaya
konulmustur.
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