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Lactobacillus rhamnosus GG VE Bifidobacterium bifidum BB-12 iCEREN
YENILEBILIR FILMLERIN KARAKTERIZASYONU
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OZET

Bu c¢alismada Lactobacillus rhamnosus GG ve Bifidobacterium bifidum BB-12 iceren sodyum kazeinat esasli
filmler baz1 6zellikler agisindan karakterize edilmistir. Bu amagla, sodium kazeinat esasli %0 fruktooligosakkarit
+ %0 iniilin, %0 fruktooligosakkarit + %1 iniilin ve %1 fruktooligosakkarit + %0 iniilin igeren film soliisyonlarma
Lactobacillus rhamnosus GG ve Bifidobacterium bifidum BB-12 ilave edilerek alti adet film diretimi
gergeklestirilmigtir. Filmlerin bazi fizikokimyasal, bariyer ve renk ozellikleri ile 4 °C’de depolama boyunca
probiyotik organizma stabiliteleri arastirilmistir. Fruktooligosakkarit ve iniilin ilavesinin filmin kalinligi, suda
¢Oziinlrligl ve rengi {izerinde etkisi onemli bulunmustur. Test edilen film formiilasyonlarinda kullanilan
probiyotiklerin depolama stabilitelerinin  yiiksek oldugu belirlenmis, ancak depolama stabilitesinin
fruktooligosakkarit ve iniilin ilavesi ile azaldig: tespit edilmistir. L. rhamnosus GG ve B. bifidum BB-12 igeren
filmlerin tahmini raf 6mrii degerleri sirasi ile 51-98 ve 68-82 giin araliginda hesaplanmistir. Caligma sonuglart,
kullanilan film formiilasyonlarinin B. bifidum BB-12 ve L. rhamnosus GG igin iyi birer tastyict oldugunu
gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Yenilebilir film; Lactobacillus rhamnosus GG, Bifidobacterium bifidum BB-12; Prebiyotik;
Iniilin; Fruktooligosakkarit

CHARACTERIZATION OF EDIBLE FILMS CONTAINING
Lactobacillus rhamnosus GG AND Bifidobacterium bifidum BB-12

ABSTRACT

In this study, sodium caseinate films containing Lactobacillus rhamnosus GG and Bifidobacterium bifidum BB-
12 were characterized in terms of some properties. Six films were produced by adding L. rhamnosus GG and B.
bifidum BB-12 to sodium caseinate film solutions containing 0% fructooligosaccharide + 0% inulin, 0%
fructooligosaccharide + 1% inulin and 1% fructooligosaccharide + 0% inulin. Physicochemical, barrier, and color
properties and the stability of probiotics during storage at 4 °C were investigated. The effect of
fructooligosaccharide and inulin on the thickness, water solubility, and color of the film was significant. The
storage stability of the probiotics was high, but it decreased with the addition of fructooligosaccharide and inulin.
The estimated shelf life of films containing L. rhamnosus GG and B. bifidum BB-12 were between 51-98 and 68-
82 days, respectively. The results showed that the tested film formulations were good carriers for B. bifidum BB-
12 and L. rhamnosus GG.

Keywords: Edible film; Lactobacillus rhamnosus GG; Bifidobacterium bifidum BB-12; Prebiotic; Inulin;
Fructooligosaccharide

1. Giris

Yenilebilir filmler ve kaplamalar nem, karbondioksit, oksijen, tat ve aroma transferini kontrol
ederek gida maddelerinin raf 6mriinii ve kalitesini korumay1 amaclayan materyallerdir [1]. Yenilebilir
ambalaj malzemeleri antioksidanlar, renklendiriciler, prebiyotikler ve probiyotikler gibi fonksiyonel
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bilesenlerin tasiyicilar olarak kullanilmakta ve biyoaktif ambalaj malzemeleri olarak fonksiyonel
gidalarin {iretilmesine olanak saglamaktadirlar [2].

Probiyotik terimi, yeterli sayida alindiginda konakg¢i iizerinde faydali etkileri olan canli
mikroorganizmalar1 tanimlamak i¢in kullanilmaktadir [3]. Gidanm yapisi, pH, sicaklik, iiretim ve
saklama kosullar1 ve gastrointestinal sistemdeki safra gibi faktorler son iiriindeki probiyotik canliligini
etkilemektedir. Bu nedenle, son {iriinde probiyotik organizma canliligini artirmak i¢in bir¢ok yenilik¢i
yaklagim ortaya c¢ikmaktadir. Yenilebilir ambalaj malzemeleri probiyotiklerin tasinmasinda alternatif
bir yontem olarak kabul edilmekte ve yenilebilir ambalaj formiilasyonlarinda probiyotiklerin
kullanildig1 yayinlarin sayisi son yillarda giderek artis gostermektedir [4].

Prebiyotikler, gastrointestinal mikrobiyotada bir veya sinirli sayidaki bakterinin gelismesini veya
aktivitesini secici olarak arttiran, konak¢inin sagligi lizerinde fayda saglayan sindirilemeyen bilesenler
olarak tanimlanmaktadir [4]. Probiyotik mikroorganizmalarla birlikte prebiyotikler gibi fonksiyonel
bilesenler de gida endiistrisinde siklikla kullanilmaktadir. Nisasta [S], peynir alt1 suyu proteini [2, 6-7],
aljinat [8-9], seliiloz [10-11], jelatin [12] gibi farkli polimer esasli probiyotik yenilebilir film ve kaplama
formiilasyonlarinda prebiyotiklerin kullanildig1 pek ¢ok ¢alisma mevcuttur. Bu prebiyotik ajanlarin
yenilebilir filmlerde probiyotik organizmalarin canliligini arttirdigi bildirilmistir [5, 10, 12]. Probiyotik
filmlerin kabul edilebilirligini probiyotik organizma stabilitesi ve film 6zelliklerinin kombinasyonu
belirlemektedir. Bu nedenle, yenilebilir filmlerde probiyotiklerin prebiyotiklerle kombinasyonunu
iliskilendiren ¢alismalar son yillarda 6nemli bir ¢aligma alanini olusturmaktadir. Bilgimiz dahilinde,
sodyum kazeinat esasli probiyotik filmlerde fruktooligosakkarit (FOS) ve inulin (IN) kullanilan bir
caligmaya rastlanmamistir. Bu ¢aligmada sodium kazeinat esasli %0 FOS + %0 IN, %0 FOS + %1 IN
ve %1 FOS + %0 IN igeren film formiilasyonlarina B. bifidum BB-12 ve L. rhamnosus GG ilave edilerek
iiretilen yenilebilir filmlerde baz1 6zellikler ve probiyotik organizmalarin stabilitesi incelenmistir.

2. Materyal ve Metod

2.1. Materyal

Sodyum kazeinat ve IN Kimbiotek A.S.’den (istanbul), FOS Sinerji Gida Kimya Tekstil San. ve
Tic. A.S.’den (Istanbul) ve gliserol Sigma-Aldrich’ten (Stenheim, Almanya) tedarik edilmistir.
Lactobacillus rhamnosus GG ve Bifidobacterium bifidum BB-12 liyofilize kiiltlirleri Chr. Hansen
A/S’den (Istanbul) temin edilmistir. Sodyum kloriir, fosfat tamponlu tuzlu su (PBS), gliserol, L-sistein-
HCI, de Man-Rogosa-Sharpe (MRS) agar ve broth Merck'ten tedarik edilmistir.

2.2. Metod

2.2.1. Probiyotik kiiltiirlerin hazirlanmasi, ¢ogaltilmasi ve ayrilmast

0.1 g L. rhamnosus GG ve B. Bifidum BB-12 liyofilize kiiltiirleri siras1 ile 10 mL steril MRS ve
%0.05 (a/h) oraninda sistein iceren MRS broth’a aktarilarak 37 °C’de 16-18 saat inkiibasyona
birakilmistir. Elde edilen taze kiiltiirler 1000 mL steril MRS broth i¢ine asilanarak anaerobik kosullarda
37 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda 50 mL’lik hacimlerde steril tiiplere aktarilan
kiiltiirler 3000 g ve 4 °C’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra 5 mL PBS ile yikanmistir. Bu islem 2 kez
tekrarlanmigtir [13]. Her bir film ¢ozeltisine toplam 150 mL besiyerden elde edilen pelletler
aktarilmustir.

2.2.2.Film ¢ozeltisinin hazirlanmasi ve film iiretimi

Film ¢ozeltileri %5 (a/h) sodyum kazeinat ve toplam kati madde miktarinin %30’u oraninda
gliserol (a/a) igerecek sekilde hazirlanmistir. Polimer, gliserol ve prebiyotikler ile hazirlanan ¢ozeltiler
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manyetik karistiricida sabit hizda 1 saat karistirilmig ve ardindan su banyosunda 90 °C’de 30 dakika 1s1l
isleme tabi tutulmustur. UV altinda 40 °C’ye kadar sogutulan film ¢6zeltisine probiyotik pelletler (9 log
kob/mL) ilave edilmistir. Pelletlerin tamamen ¢oéziinmesi igin film ¢ozeltileri 20 dakika manyetik
karigtiricida homojenize edilmistir. Homojenizasyon sonunda aseptik kosullarda 8.5 mL film soliisyonu,
8.5 cm caplh steril petrilere dokiilerek oda sicakliginda steril kabin icerisinde 16 saat kurumaya
brrakilmistir [14].

Calismada %0 FOS + %0 IN + B. bifidum BB-12, %0 FOS + %1 IN + B. bifidum BB-12, %1
FOS + %0 IN + B. bifidum BB-12, %0 FOS + %0 IN + L. rhamnosus GG, %0 FOS + %1 IN + L.
rhamnosus GG, %1 FOS + %0 IN + L. rhamnosus GG igeren olmak iizere alt1 adet 6rnek grubu elde
edilmistir. Elde edilen filmler steril pens ile soyulmus ve steril kilitli posetler icinde muhafaza edilmistir.
Probiyotik organizma canliliginin tespit edilecegi ornekler 4 °C’de 90 giin muhafaza edilmis ve
depolamanin 0., 7., 15., 45., 60. ve 90. giinlerinde analizler ger¢eklestirilmistir. Fizikokimyasal analizler
icin 0rnekler %53 + 2 bagil nem ve 25 + 2 °C sicaklikta 48 saat sartlandirma igleminin ardindan analize
tabi tutulmustur. Tiim analizler 3 paralel olacak sekilde gergeklestirilmistir.

2.2.3. Filmlerin fizikokimyasal, bariyer ve renk ozellikleri

Filmlerin kalinliklar1 0.001 hassasiyet ile dijital bir mikrometre (Insize, 3108-25A, Germany)
yardimiyla tespit edilmistir. Bu amacla rastgele secilen 3 drnekte en az 6 noktadan 6l¢giim alinmis ve
ortalama film kalinlig1 hesaplanmistir.

Suda ¢oziiniirliigiin tespiti i¢in 105 °C’de 12 saat kurutularak sabit tartima getirilen film 6rnekleri
distile su iginde manyetik karigtirici ile 3 dakika karigtirilmigtir. Ardindan film yeniden sabit tartima
ulagincaya kadar 105 °C’de kurutulmus ve son agirligi kaydedilmistir. Kuru filmin ¢6ziinme 6ncesi ve
sonras1 agirlik farki suda ¢6ziinen madde olarak kuru filmin baslangi¢ agirligi tizerinden % olarak
hesaplanmustir [15].

Filmlerin su buhart gegirgenligi (SBG) i¢in 6zel kaplar igerisine 105 °C’de kurutulmus silika jel
aktarilmis ve kabin agzi film ile sizdirmayacak sekilde kaplanmigtir. Ardindan, 6rnekler saf su iceren
desikator iginde 25 °C’lik etiive yerlestirilmis ve deney kaplarinin 1’er saat araliklar ile 8 saat boyunca
zamana kars1 agirhik degisimleri kaydedilmistir. SBG degerleri ASTM E 96 [16] metodunda verilen
formiile gore hesaplanmistir.

Filmlerin oksijen gecirgenligi (OG) i¢in peroksit sayis1 (PS) analizi esas alinmistir. 25 mL’lik
erlen icerisine 10 mL aygicek yagi aktarilmig ve erlenin agzi film 6rnegi ile hava gecirmeyecek sekilde
kapatilmistir. Erlenler 60 °C’de karanlik bir ortamda 10 giin depolanmis ve depolama sonunda ayg¢icek
yaglarinda titrimetrik yontem ile tespit edilen peroksit sayisi oksijen gecirgenliginin yorumlanmasinda
kullanilmugtir [17].

Filmlerde kolorimetre ile (Minolta CR-400, Japonya) CIE Lab renk Sl¢iim sistemi esas alinarak
L%, a", b" degerleri tespit edilmistir.

2.2.4. Filmde probiyotik organizma sayimi

L. rhamnosus GG ve B. bifidum BB-12 sayimu i¢in sirastyla 1 g film 99 mL steril peptonlu su ve
sodyum kloriiriir igerisine aktarilarak 37 °C’lik su banyosunda ¢oziinmeye birakilmistir. Coziinme
isleminin ardindan seri diliisyonlar hazirlanmistir. L. rhamnosus GG ve B. bifidum BB-12 igeren
orneklerin uygun diliisyonlar1 sirasi ile MRS ve %0.05 (a/h) sistein igeren MRS agara dokme plak
yontemi ile aktarilmistir. Probiyotik bakteri sayimlar1 37 °C’de anaerobik kosullarda 72 saat inkiibasyon
sonucunda gerceklestirilmistir [13].

Probiyotik mikroorganizmalarin canliliginda depolama sirasinda meydana gelen degisime iligkin
kinetik modelleme Denklem 1’e gdre yapilmistir.
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log N, = logN, — krt (1)

Burada logN,; baslangi¢ probiyotik organizma sayisi (kob/g), log N;; belirli bir depolama siiresindeki
probiyotik organizma sayisi (kob/g), t; depolama siiresi (gilin), kr; T °C sicaklikta inaktivasyon oran
sabitini (kob/g giin") ifade etmektedir. Ayrica, k; degeri ile probiyotik canli sayisiin 6 log kob/g
degerine diismesi gereken siire gbz oniine alinarak raf 6mrii degeri hesaplanmastir.

2.2.5.Istatistiksel analiz

Calismada elde edilen veriler SPSS yazilimi kullanilarak tek yonlii varyans analizine (ANOVA)
tabi tutulmustur. Ornekler arasindaki farkliliklar %95 giiven simirinda Duncan ¢oklu karsilastirma testi
kullanilarak belirlenmistir.

3. Sonug ve Tartisma

3.1. Filmlerin fizikokimyasal, bariyer ve renk ozellikleri

Sekil 1’de film 6rneklerinin kalinlik (a) ve suda ¢o6ziiniirliik degerleri (b) verilmistir. Kalinlik
filmlerin optik, mekanik ve bariyer 6zelliklerini etkileyen en 6nemli parametrelerden biri olup film
hazirlama yontemi ve kuruma kosullarina gore degisiklik gostermektedir [15]. Film formiilasyonunda
FOS ve IN kullanimi film kalinliginda artisa neden olmustur. L. rhamnosus GG filmlerin kalinlik
degerlerinde meydana gelen artig istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir (p>0.05). Ancak, %1 FOS
ve %1 IN iceren B. bifidum BB-12 filmlerinin kalinlik degerleri prebiyotik icermeyen filmden énemli
6lciide disiik bulunmustur (p<0.05). Film kalinlik degerlerinde prebiyotik ilavesi ile meydana gelen
artis sabit hacimdeki kuru madde artis1 ve buna bagli olarak film matrisinin degismesine atfedilmektedir
[18]. Soukoulis ve ark. [12] L. rhamnosus GG igeren filmlerde prebiyotik kullaniminin film kalinligt
iizerinde etkisinin 6nemli olmadigini1 bildirmistir. Bir baska calismada [18], L. plantarum igeren
karboksimetilseliiloz esasli filmlerde IN kullaniminin film kalinligimi 6nemli dl¢iide etkiledigi rapor
edilmistir.

®BB-12 ®LR-GG ®BB-12 = LR-GG
100.00
0.080 b a
b b
a a a a
a _80.00 b
0,060 > c
§ 2 6000
E Té :
i;‘ 0.040 5
E ‘S 40.00
M 3
0.020 a
: 20.00
A 0.000 B 0.00
%0 FOS + %0 IN %0 FOS + %1 IN %1 FOS + %0 IN %0 FOS + %0 IN %0 FOS + %1 IN %1 FOS + %0 IN

Degerler ortalama =+ standart sapma olacak sekilde verilmistir. FOS: fruktooligosakkarit, IN: iniilin. Farkl kiigiik harfler
ayni ornek grubunda istatistiksel olarak anlamli farkliligi (p<0.05) ifade etmektedir.

Sekil 1. B. bifidum BB-12 ve L. rhamnosus GG igeren filmlerin kalinlik (A) ve suda ¢oziiniirliik
degerleri (B)
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Suda ¢oziiniirliik (SC) yenilebilir filmlerin gida ve ilag endiistrilerinde kullanimini belirleyen
onemli Ozelliklerden biridir. SC filmlerin kimyasal yapisina baglidir ve filmin sudaki kararliligini
gostermektedir [19]. B. bifidum BB-12 ve L. rhamnosus GG igeren filmlerin SC degerlerinin FOS ve IN
bulunmasi halinde, prebiyotik icermeyen Orneklere kiyasla onemli Ol¢iide azaldigi tespit edilmistir
(p<0.05). Ote yandan, farkli polimer esasli filmlerde FOS ve IN ilavesinin filmlerin SC degerlerini
onemli diizeyde etkilemedigi rapor edilmistir [6-7]. Orneklerimizde kalinhik degerlerinde meydana
gelen artis gz oniine alindiginda, suda ¢6ziiniirliikteki azalmanin film kalimlhigindaki artig ile iligkili
olabilecegi diisiiniilmektedir.

Film orneklerinin su buhar1 gegirgenligi (SBG) ve oksijen gegirgenliginin yorumlanmasi i¢in
kullanilan peroksit sayist (PS) degerleri Sekil 2°de verilmistir. L. rhamnosus GG igeren filmlerin SBG
degerlerinin prebiyotik ilavesi ile azaldig1 tespit edilmistir. Ancak, bu azalma istatistiksel olarak 6nemli
bulunmamistir (p>0.05). Benzer sekilde, B. bifidum BB-12 igeren filmlerin SBG degerleri iizerinde
formiilasyona ilave edilen prebiyotik ajanlarin etkisinin 6nemli olmadigi belirlenmistir (p>0.05). Bizim
bulgularimizin aksine, film formiilasyonunda prebiyotik ajanlarin kullanildig1 bazi aragtirmalarda [20-
21] prebiyotik ilavesi ile SBG degerlerinin azaldig1 belirtilmistir.

uBB-12 mLR-GG uBB-12 mLR-GG

a
& 50.00
0.500 a
a a T
g l ; |
=~ 0.400 | 1 _40.00
= °0 b
w = 2 b
£ o I
E 0.300 o 30.00 a i
(]
) E
O 0.200 £ 20.00
aa]
wn
0.100 10.00
A 0.000 B 0.00
%0 FOS + %0 IN %0 FOS + %1 IN %1 FOS + %0 IN %0 FOS + %0 IN %0 FOS + %1 IN %1 FOS + %0 IN

Degerler ortalama + standart sapma olacak sekilde verilmistir. FOS: fruktooligosakkarit, IN: iniilin. Farkli kii¢iik harfler
ayn1 drnek grubunda istatistiksel olarak anlamli farkliligi (p<0.05) ifade etmektedir.

Sekil 2. B. bifidum BB-12 ve L. rhamnosus GG igeren filmlerin SBG (A) ve PS (B) degerleri

Arastirma bulgularimiz dikkate alindiginda, film 6rneklerinin su buhar1 gecirgenliginin yiiksek
oldugu goriilmektedir. Bu durumun nedenleri arasinda kullanilan sodyum kazeinatin kazein
fraksiyonlar1 oranlar1 ve prebiyotiklerin higroskopik yapist diisiiniilebilir. Hidrofilik o6zellikleri
nedeniyle siit proteinleri esasli yenilebilir filmlerin zayif nem bariyeri 6zelliklerine sahip oldugu
bildirilmektedir [21-22]. Bununla birlikte, prebiyotiklerin higroskopik yapisi sebebiyle filmin su
molekiillerine olan ilgisinin artmasinin polimerik matris boyunca su buhari difiizyonunu arttirdig1 rapor
edilmistir [5].

%0 FOS + %0 IN, %0 FOS + %1 IN, %1 FOS + %0 IN igeren B. bifidum BB-12 filmlerin PS
degerleri sirasi ile 31.40, 24.33 ve 24.27 meq O»/kg olarak belirlenmistir. L. rhamnosus GG ve %0 FOS
+ %0 IN, %0 FOS + %1 IN, %1 FOS + %0 IN formiilasyonlari ile hazirlanan filmlerin PS degerleri ise
sirast ile 33.87, 31.43 ve 43.53 meq Oy/kg olarak tespit edilmistir. Filmlerin PS degerleri, tim 6rneklerin
oksijen bariyer dzelligi gosterdigini ve yag oksidasyonunu azaltigm ortaya koymaktadir. Orneklerin
PS degerleri lizerinde B. bifidum BB-12 filmlerde FOS ve IN etkisi dnemli bulunmazken (p>0.05), L.
rhamnosus GG filmlerde %1 FOS ilavesinin etkisi énemli bulunmustur (p<0.05).
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Film bilesenlerinin polimer yapisi, film kalinlig1, plastiklestirici tiirli, yapisal konformasyonu ve
uyumlulugu gibi 6zelliklerin filmlerin optik 6zelliklerini degistirdigi bilinmektedir [19]. B. bifidum BB-
12 ve L. rhamnosus GG filmlerin L*, a" ve b" degerleri Cizelge 1’de verilmistir. Her iki 6rnek grubunda
tespit edilen yiiksek L* degerleri, filmlerin seffaf ve berrak 6zelliklere sahip oldugunu gostermektedir
[6-7]. Yenilebilir filmlerin hazirlanmasinda siklikla tercih edilen sodyum kazeinatin seffaf film eldesine
imkan sagladig1 bilinmektedir [23]. Ayrica, a” ve b” degerlerinin sifira yakin olmast giiglii renk tonlarinin
olmadigini gostermektedir [5].

Formiilasyona FOS ve IN ilavesinin film parlakliginda 6nemli bir degisime neden olmadigi
saptanmugtir (p>0.05). Benzer sekilde, Orozco-Parra ve ark. [5] tarafindan L. casei igeren nisasta esashi
filmlerde IN ilavesinin film parlakligini etkilemedigi ifade edilmistir. Bir baska ¢aligmada [7], peynir
alt1 suyu protein izolat1 ve aljinat esasli probiyotik filmlerde IN ve FOS ilavesinin film parlaklig
tizerinde 6nemli bir degisime neden olmadig bildirilmistir.

Cizelge 1. B. bifidum BB-12 ve L. rhamnosus GG filmlerin L", a" ve b* degerleri

Film L a* b

B. bifidum BB-12 filmler

%0 FOS + %0 IN 88.96+0.40* 0.244+0.03° 0.64+0.282
%0 FOS + %1 IN 89.01+0.412 0.25+0.02° 1.02+0.02?
%1 FOS + %0 IN 89.12+0.512 0.45+0.082 0.55+0.36*
L. rhamnosus GG filmler

%0 FOS + %0 IN 91.82+0.14* 0.94+0.052 -0.24+0.072b
%0 FOS + %1 IN 91.75+0.402 0.62+0.03¢ -0.11+0.072
%1 FOS + %0 IN 91.71+0.09? 0.8540.02° -0.53+0.24°

a<Satirlar arasindaki farkli harfler istatistiksel olarak anlamli farklilig1 (p<0.05) ifade etmektedir. Degerler
ortalama + standart sapma olacak sekilde verilmistir. FOS: fruktooligosakkarit, IN: iniilin.

B. bifidum BB-12 filmlerin b" degerleri arasinda 6nemli fark tespit edilmezken (p>0.05), L.
rhamnosus GG filmlerin b* degerleri arasindaki fark 6nemli (p<0.05) bulunmustur. Ayrica, her iki 6rnek
grubunda, filmlerin a" degerleri iizerinde film formiilasyonunun istatistiksel olarak 6nemli bir degisime
(p<0.05) neden oldugu tespit edilmistir. %1 FOS + %0 IN igeren B. bifidum BB-12 filmde a" degeri
diger filmlere kiyasla yiiksek bulunmustur (p<0.05). L. rhamnosus GG filmlerde ise prebiyotik
kullanimi ile a* degerinin azaldig tespit edilmistir.

Film kalinligmin optik 6zellikler {izerinde etkili oldugu bilinmektedir [24]. Bu nedenle, %1 FOS
+ %0 IN igeren B. bifidum BB-12 filmlerin a" degerinde meydana gelen artis %1 FOS igeren film
kalinhginmn artis1 ile iliskilendirilebilir. L. rhamnosus GG igeren filmlerde a* degerinde goriilen
azalmanin ise prebiyotik tipi ve formiilasyonda yer alan bilesenlerin uyumlulugu ile iliskili oldugu
diisiintilmektedir. Orozco-Parra ve ark. [5] tarafindan farkli konsantrasyonlarda IN iceren probiyotik
filmlerin a" ve b" degerleri iizerinde IN ilavesinin etkili bulunmadig1 rapor edilmistir.

3.2. Filmlerde depolama boyunca probiyotik organizma canlilig1

Depolama periyodu boyunca B. bifidum BB-12 ve L. rhamnosus GG’ye ait inaktivasyon egrileri
Sekil 3’te gosterilmistir. Ayrica, probiyotiklerin inaktivasyon oranlari ve filmlerin raf émrii degerleri
Cizelge 2’de verilmistir. Film sollisyonunun kurutulmasi sonrasi film orneklerinde probiyotik
organizma sayilar1 9 ile 10 log kob/g araliginda tespit edilmistir (Veriler gosterilmedi). B. bifidum BB-
12 ve L. rhamnosus GG’nin inaktivasyon orani iizerinde film formiilasyonuna prebiyotik ilavesi onemli
(p<0.05) bulunmustur. Beklenenin aksine, %1 FOS ilavesi B. bifidum BB-12 ve L. rhamnosus GG’nin
inaktivasyon hizinda prebiyotik icermeyen ornege kiyasla dnemli (p<0.05) bir artisa neden olmustur.
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%1 IN ilavesi B. bifidum BB-12 inaktivasyon hizinin artmasina neden olmus (p<0.05), ancak L.
rhamnosus GG’nin inaktivasyon hizinda 6nemli bir farka yol agmamistir (p>0.05).

Prebiyotik ajanlarin yenilebilir probiyotik filmlerde depolama stabilitesini arttirdigi pek ¢ok
caligmada [5, 7, 12] bildirilmistir. Ancak, bakteriyel seliiloz ve kaju gami esasli yenilebilir film
formiilasyonunda probiyotik ve FOS etkisinin incelendigi c¢alismada, test edilen sicakliklarda FOS
ilavesinin depolama stabilitesini onemli Slglide arttirmadigr ifade edilmigtir [10]. Ayni c¢alismada,
FOS'un depolama iizerinde belirgin etkisinin olmamasi, probiyotigin FOS igermeyen filmdeki
stabilitesinin depolama sirasinda oldukca yiiksek olmasi sebebiyle FOS etkisinin tespit edilemeyecek
kadar kiigiik olmasi ile agiklanmistir. Benzer sekilde, calismamizda test edilen film formiilasyonlarinda
probiyotik organizmalarin depolama stabilitesi olduk¢a yiiksek bulunmustur.

Ayni1 zamanda, ¢alismamizda FOS ve IN ilavesinin probiyotiklerin depolama stabilitesi iizerinde
beklenen etkiyi gostermemesi film yogunlugu ile aciklanabilir. Film kalinliginin artmasi daha yiiksek
yogunlukta film elde edilmesine sebep olmaktadir. Film yogunlugunda meydana gelen artig sebebiyle
filmin tartilmas1 asamasinda prebiyotik igeren filmlerin daha kiiciik yiizey alanina sahip parcalari,
prebiyotik icermeyen Ornek ile ayni agirliga karsilik gelmektedir. Bu durumun prebiyotik igeren film
orneklerinin birim yiizey alaninda daha az sayida mikroorganizma bulunmasina sebep olabilecegi
diistinilmektedir.

A Depolama zamani (giin) B Depolama zamani (giin)
0 15 30 45 60 75 90 0 15 30 45 60 75
0 0
-1
=
Zz 2
z
&3
—
-3 %0 FOS + %0 IN %0 FOS + %0 IN
-6 %0 FOS + %1 IN -4 %0 FOS + %1 IN
%1 FOS + %0 IN %1 FOS + %0 IN

Sekil 3. Depolama boyunca film 6rneklerinde B. bifidum BB-12 (A) ve L. rhamnosus GG’nin (B)
inaktivasyon egrileri

B. bifidum BB-12 filmlerinde raf 6mrii degerleri %0 FOS + %0 IN, %0 FOS + %1 IN ve %1 FOS
+ %0 IN igeren film ornekleri i¢in sirasi ile 98, 70 ve 51 giin olarak hesaplanmistir. L. rhamnosus GG
iceren %0 FOS + %0 IN, %0 FOS + %1 IN ve %1 FOS + %0 IN film 6rneklerinin raf dmrii degerleri
ise sirast ile 82, 73 ve 68 giin bulunmustur. %1 FOS veya IN ilavesinin film 6rneklerinin raf émrii
stiresinde 6nemli bir farka (p<0.05) yol agtig1 saptanmustir. Soukoulis ve ark. [12] tarafindan 4 °C'de
depolanan jelatin esasl L. rhamnosus GG igeren filmlerin raf dmrii degerleri sirasiyla 63 ile 100 giin
arasinda bulunmustur. Phovisay ve ark. [25] 4 °C'de depolanan jelatin esasl L. casei igeren filmlerin raf
omrii degerlerinin 67 ile 130 giin arasinda oldugunu bildirmisglerdir. Bir baska ¢alismada [5], L. casei
iceren tapyoka nisastasi esasli fimlerde 10 °C’de depolama boyunca %0 ve %0.5 IN igeren 6rneklerin
inaktivasyon oranlar sirasi ile 0.181 ve 0.164 kob/g giin' olarak belirlenmistir.
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Cizelge 2. Depolama boyunca probiyotiklerin inaktivasyon oranlar ve filmlerin tahmini raf dmrii

degerleri
Film Inaktivasyon Oram (R2) Tahmini Raf Omrii
(kob/g giin™) (giin)

B. bifidum BB-12

%0 FOS + %0 IN 0.086+0.001¢ (0.892) 98+0.57%
%0 FOS +%1 IN 0.120+0.003 (0.958) 70+0.62°
%1 FOS + %0 IN 0.167+0.003* (0.967) 514+0.73¢
L. rhamnosus GG

%0 FOS + %0 IN 0.091+0.005° (0.750) 82+1.032
%0 FOS +%]1 IN 0.099+0.004° (0.789) 73+1.51°
%1 FOS + %0 IN 0.111+0.003* (0.807) 68+1.11¢

a<Satirlar arasindaki farkli harfler istatistiksel olarak anlamli farklilig1 (p<0.05) ifade etmektedir. Tahmini raf
omrii, probiyotik canli bakteri sayisinin 6 log kob/g degerine diismesi i¢in gereken siireyi ifade etmektedir.

Film o&rneklerinde test edilen probiyotiklerin depolama stabilitelerinin yiliksek oldugu
goriilmektedir. Bu durum, kullanilan formiilasyonlarin B. bifidum BB-12 ve L. rhamnosus GG igin iyi
birer tastyici oldugunu gostermektedir. Protein esasli sodyum kazeinat kullaniminin probiyotiklerin
depolama stabilitesi lizerinde etkili oldugu disiiniilmektedir. Sodyum kazeinat esash filmlerde bakteri
canlilig1 i¢in gerekli besin elementlerinin varliginin hiicre stabilitesi izerinde etkili oldugu sdylenebilir.
Bazi1 polisakkarit esasli filmlere kiyasla protein esasl filmlerde bakteri canliliginin daha yiiksek oldugu
bildirilmistir [26-27]. Ayrica, B. bifidum BB-12’nin L. rhamnosus GG’a kiyasla daha uzun siire canl
kaldig1 goriilmektedir. Bu durumun, polimer olarak kullanilan sodyum kazeinat igeriginde bulunan
aminoasitlerin bifidojenik faktor etkileri ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir [28].

4. Sonuclar

Bu calismada, B. bifidum BB-12 ve L. rhamnosus GG igeren sodyum kazeinat esasl yenilebilir
filmlerin hazirlanmasinda %1 oraninda FOS ve IN kullanilmistir. Elde edilen filmler bazi
fizikokimyasal, bariyer ve renk 6zellikleri agisindan incelenmistir. Ayrica, 4 °C’de depolama sirasinda
probiyotik canlilig1 arastirilmistir. Test edilen filmlerin kalinlik, suda ¢oziiniirliik ve renk 6zellikleri
farkli bulunmustur. Ancak, filmlerin genel olarak benzer bariyer dzelliklerine sahip oldugu tespit
edilmistir. B. bifidum BB-12 ve L. rhamnosus GG filmlerin tahmini raf émrii degerleri siras1 ile 51-98
ve 68-82 giin araliginda hesaplanmistir. Beklenenin aksine, FOS ve IN probiyotiklerin depolama
stabilitesi lizerinde koruyucu bir etki gdstermemistir.

FOS ve IN ilavesi B. bifidum BB-12 ve L. rhamnosus GG i¢eren sodyum kazeinat esash filmlerde
depolama stabilitesi agisindan istenilen etkiyi géstermemesine ragmen test edilen filmlerin raf omrii
degerleri oldukca yiiksek bulunmustur. Bu nedenle, mevcut ¢alismada kullanilan yenilebilir film
formiilasyonlarinin  probiyotik igceren yenilebilir ambalaj teknolojisinde alternatif olarak
kullanilabilecegi disiiniilmektedir. Ayrica, yenilebilir filmlerde probiyotiklerin depolama stabilitesi
lizerinde prebiyotiklerin etkilerinin daha iyi incelenebilmesi i¢in film yogunluklarinin tespit edilmesi
veya canli hiicre sayisinin kuru madde igerigi lizerinden hesaplanmasi gerektigi diisiiniilmektedir.
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