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oz

Bu calismanin amaci, probiyotik bitter ¢ikolata tretiminde mikroenkapsile Lactobacillus rhammnosus
kullantminin farkh sicakliklardaki depolama siiresince canli probiyotik hiicre sayist ve duyusal ézellikler
tzerindeki etkisini arastirmaktir. Calismada probiyotik ¢ikolata tiretiminde kullandan I.. rbamnosus ekstriizyon
teknigi ile mikroenkapsiile edilmis ve probiyotik ¢ikolatalar 2 farkli sicaklikta (4°C ve 25°C) 60 giin boyunca
depolanmustir. Mikroenkapsiilasyon islemi ¢ikolatanin erime sicakliklarinda probiyotik kiiltiirlere dayanim
kazandirmustir. 4°C’de depolamanin canli hiicre sayisiu koruma yoniinden daha elverisli oldugu tespit
edilitken, 25°C’de depolama sonucunda ¢ikolatalardaki probiyotik hiicre sayisinda ciddi diizeyde dusts
gbzlenmistir. Sonuc olarak bitter cikolata iretiminde mikroenkapsiilasyon islemi ve 4°C’de buzdolabt
kosullarinda depolama probiyotik hiicre dayamimumi arttirdigi icin 6nerilmistir.

Anahtar kelimeler: Cikolata, probiyotik, mikroenkapstilasyon, L. #hamnosus

THE USE OF MICROENCAPSULATED LACTOBACILLUS RHAMNOSUS
IN PROBIOTIC BITTER CHOCOLATE PRODUCTION

ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the effects of the use of microencapsulated Lactobacillus
rhamnosus in the production of probiotic bitter chocolate on probiotic viable cell count and sensory
properties during storage at different temperatures. L. rbammnosus used in the production of probiotic
chocolate was microencapsulated by extrusion technique and probiotic chocolate was stored at two
different temperature (4°C and 25°C) throughout 60 days. The microencapsulation provided
resistance to probiotic cultures at chocolate melting temperatures. While storage at 4°C was found
more convenient to protect the survival of probiotic cells, storage at 25°C caused a serious decline in
probiotic viability of tested microorganism in chocolates. As a result, microencapsulation technique
and storage under refrigerator conditions (at 4°C) has been suggested to ensure the stability of
probiotic cells in bitter chocolate production.
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Probiyotik bitter gikolata tretimi

GIRIS
Diinya ¢apinda ¢ogunlugunu probiyotik gidalarin
olusturdugu fonksiyonel triinlerin tlketimine
yonelik bir egilim s6z konusudur ve bu durum giin
gectikce  artmaktadir.  Probiyotikler,  yeterli
miktarlarda alindiklarinda insan sagligi tzerinde
yararlt etkileri olan canlt mikroorganizmalar olarak
tanimlanmaktadir (FAO/WHO, 2003). Gidalarda
yaygin olarak kullanilan probiyotik bakteriler
Lactobacillus  ~ve  Bifidobacterium ~ cinslerine  ait
tiurlerdir. Bunlardan L. 7hamnosus ise en sik
basvurulan  probiyotik  bakteri tiridir ve
“GRAS” yani tiketimi genellikle gtivenli olarak
tanimlanmistir. Bu probiyotik bakterinin saglik
tzerinde  bagisiklik  sistemini  gliclendirme,
gastrointestinal enfeksiyonlari, diareyi ve gida
kaynakli bazi alerjileri 6nleme gibi faydalart vardir
(Randazzo vd., 2013; Segers and Lebeer, 2014).
Probiyotiklerin ~ sagliga  yararli  etkilerinin
gorulebilmesi igin gidalarda 106-107 KOB/g veya
mL diizeyinde bulunmasi ve titketimden sonra
gastrointestinal sistemde canliliklarint  devam
ettirmesi gerekir (Akan ve Kinik, 2015; Toldam
vd.,, 2016). Bagirsak mikrobiyotasindaki yararlt
mikroorganizmalarin sayisint arttirmada
probiyotik gida titketiminin yani sira uygulanan
diger bir yaklasimda prebiyotik maddelerin

kullantmudir. Prebiyotikler, konakginin
gastrointestinal kanalinda probiyotiklerin
gelisimini  destekleyen  sindirilemeyen — gida

maddeleridir (Alegro vd., 2007). Probiyotikler
cogunlukla sit ve sit trinlerinde kullanilmig
ancak son yillarda fermente sosis, sucuk, meyve
suyu, tahil gevrekleri, cikolata, puding, bebek
mamast ve mayonez gibi driinlerde de kullanim
potansiyellerinin  oldugu bildirilmis ve diinya
capinda yeni probiyotik gidalarin gelistirilmesine
6nem verilmistir (Capela vd., 2006; Ceyhan vd.,
2012; Fahimdanesh vd., 2012; Anekella vd., 2013;
Champagne vd., 2015; Kalkan vd., 2018).
Probiyotik gida trinleri gelistirilirken probiyotik
mikroorganizmanin gidanin bilesim, tretim ve
depolama kosullar1 gibi stres faktorlerine dayanikls
olmast  hedeflenmektedir.  Probiyotik  gida
trtinlerinin  gelistirilmesini sinirlayan bu  stres

faktorlerinin tstesinden gelmek icin
mikroenkapstilasyon gibi yeni teknolojilere
basvurulmustur ~ (Possemiers ~ vd.,  2010).

Mikroenkapstlasyon isleminin olumsuz cevre

kosullarina karst probiyotik bakterilerin canliligin
korumada etkili oldugunu bildiren bir¢ok ¢alisma
mevcuttur (Champagne vd., 2015; Heidebach
vd., 2012; Raymond vd., 2015).
Mikroenkapstilasyon; kati, sivt veya gaz halindeki
maddelerin kapsiil olarak adlandirilan inert bir
kabugun i¢cinde hapsedilerek kontrollt saliniminin
gerceklestirildigi  bir teknolojidir  (Unal  ve
Erginkaya, 2010). Probiyotik gidalarda kullanilan
kiltirlerin  mikroenkaspiilasyonunda daha ¢ok
ekstriizyon yonteminden yararlanilmakta ve
kaplama materyali olarak aljinat, gellan gum ve
jelatin kullanilmaktadir (Malmo vd., 2013). Ancak
son yillarda, probiyotik ve prebiyotikler arasindaki
sinerjik etkiler nedeniyle kaplama materyallerine
gesitli prebiyotik katkilarin (fruktooligosakkarit,
iniilin, direncli nisasta, peptit vb) ilavesi de tercih
edilmeye  baslanmustir  (Capela  vd., 2006;
Hernandez vd., 2012; Zanjani vd., 2012).

Guda endistrisi; rekabet ortamt icinde stirekli yeni
fonksiyonel probiyotik gidalar gelistirmekte ve
pazarda 6n  plana ¢tkmaya  ¢alismaktadir
(Kemsawasd vd., 2016). Son yillarda sekerleme
endustrisinde Ozellikle de c¢ikolata ve tiitrevi
trinlerde probiyotik  kiiltiirlerin ~ potansiyeli
tzerinde durulmus ve wuluslararasi pazarda
Kanada, Belgika, Amerika ve Malezya gibi
tlkelerde probiyotik bitter ¢ikolatalar satisa
sunulmustur (Foong vd., 2015; Konar vd., 2016;
Gines vd., 2018). Cikolata, sckerleme tUriinleti
arasinda biyoyararhhginin da bir sonucu olarak
cok fazla talep edilen ve yitksek oranda tiiketilen
bir driindir. Arastirmalar géstermistir ki ¢ikolata
sadece yag ve sekerin basit bir karisimi degil aynt
zamanda epikatesin, katesin ve prosiyanidin gibi
polifenolleri ve flavanoidleri igeren bilesimle-
rinden dolay: biyoaktif 6zellikleri olan fonksiyonel
bir gida maddesidir ve bu gida maddesine
probiyotik kiiltiir ilavesinin Griintin cezbediciligini
daha da arttiracagr distintilmektedir (Kemsawasd
vd., 2016; Succi vd., 2017). Cikolata; potasyum,
magnezyum, bakir ve demir gibi mineral
maddelerce de zengindir. Kakaodaki biyoaktif
fenolik bilesiklerin yaslanma karsiti, oksidatif
stresleri  duzeltme, kan basincint  dizenleme,
antikanserojen, kalp hastaligt ve krizi riskini
azaltma gibi saghk tzerindeki olumlu etkileri,
cikolata ve tlrevi dUrlnler tzerindeki ilgiyi
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arttirmistir (Possemiers vd., 2010; Mandal vd.,
2013; Erdem vd., 2014; Gadhiye vd., 2015).
Probiyotiklerin ¢ikolataya endistriyel 6lcekte ilave
edilmesinde triiniin kendi bilesiminden (yitksek
seker icerigi, dustik su aktivitesi, fenolik maddeler
vb) ve tiretimden (sicaklik, basing, depolama vb.)
kaynaklanan zorluklarla karsilasilabilir (Gadhiya
vd., 2015). Bitter ¢ikolatalarda mikroenkapsiile
probiyotik kiltir kullaniminin bu  zorluklarin
tstesinden gelecegi diistintilmektedir.

Bu c¢alismada, mikroenkapstle L. rbamnosus
kullanilarak probiyotik bitter c¢ikolata tretimi
gerceklestirilmis  ve  depolama  kosullarinin
probiyotik hiicre canliligi ve duyusal 6zellikler
uzerindeki etkisi arastirilmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Bu calismada kullanian bitter ¢ikolata Toren Gida
San. ve Tic. A.S.’den temin edilmistir. Cikolatada
probiyotik kiltir olarak Lactobacillus rhamnosus
(RIUM/ Hollanda) kullanilmustir. Stok kultiirden
alinan L. rhamnosus MRS (de Man, Rogosa, and
Sharpe) broth (Merck, Germany) besiyeri
icerisinde 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilarak
gelistirilmis ve diger islemler i¢in kullanima hazir
hale getirilmistir.

Yontem

Bu calismada mikroenkapsile ve serbest
probiyotik kiiltiir iceren bitter ¢ikolata Uretimi (2
paralel ve 3 tekerriir) 3 farkli deneme plant ile

gerceklestirilmistir. Deneme planinda
mikroenkapstilasyonda  kullanilacak ~ kaplama
materyalleri kombinasyonunun  kurulmasinda

daha 6nceki calisma sonuglarindan elde edilen
verilerden yararlanilmistir. Onceki calismalarda,
probiyotiklerin sicaklik dayamimlart acisindan %3
aljinat ve %1 jelatin’den olugan kaplama
materyalleri ve gastrik kosullara dayanimlart
acisindan ise %3 fruktooligosakkarit (FOS) ve %1
peptit gibi prebiyotik katk: ilaveli kaplama
materyalleri kullanimi  Snerilmigtir (Chen vd.,
2006; Turhan vd., 2014). Bu bilgiler 1siginda
calismamizda prebiyotik katkili (%3 aljinat + %1
jelatin + %3 fruktooligosakkarit + %1 peptit) ve
prebiyotik katkisiz (%3 aljinat + %1 jelatin) olmak

tzere iki  farklt kaplama  materyali ile
mikroenkapsiilasyon islemi hedeflenmistir.

Uretilen cikolatalar 2 farkli sicaklikta (4°C ve
25°C) depolanmistir.  Cikolatalarda  tretimin
hemen ardindan 0. giin, 30. giin ve 60. giin olmak
tzere 3 farklt asamada 6rnekler alinip L. rhannosus
sayimi ve duyusal analizler gerceklestirilmistir.

Probiyotik Kiiltiirlerin Ekstriizyon Teknigi ile
Mikroenkapsiilasyonu

L. rhamnosus’an  mikroenkapsiilasyonunda
ekstriizyon tekniginden yararlandmistir (Chen vd.,
2007). Kullandan tim cam malzemeler ve
cozeltiler 121°C* de 15 dakika siiteyle sterilize
edilmistir. Kaplama materyali ¢6zeltisi destile su
kullantlarak hazirlanmistir. Cikolatada kullanilmak
tizere probiyotik kiltiird iceren siispansiyon (107
KOB/mL) steril kaplama materyali ¢Ozeltisine
1/5 oraninda ilave edilmistir. Probiyotik kultir
iceren bu karigim (108 KOB/mL) 0.11 mm’lik
ignesi olan siringa ile 0.05 M’lik steril CaCla
(Merck-Germany) ¢Ozeltisi  igerisine enjekte
edilmigtir. Olusan kapsiiller, yeterli sertligi
kazanmalar1 amaciyla 30 dakika sire ile ¢6zelti
icerisinde birakilmis ve sonra “whatman# 4 filtre
kagidi” (Merck) ile siiziilerek kullanima hazir hale
gelmistir.

Probiyotik Bitter Cikolata Uretim Agsamalart
Probiyotik bitter cikolatalar 3 tekerrlrli olarak
tiretilmistir. Uretim ile ilgili deneme plant Cizelge
1’de gosterilmistir.

Probiyotik cikolata tretimi i¢in ambalaj olarak
aliminyum folyodan elde edilen kaplar otoklavda
steril edilmistir. Aseptik kogullar altinda steril
aliminyum folyo kaplarin icerisine probiyotik
kaltir ilave edildikten sonra (108 KOB/g veya
ml) Uzerine su banyosunda (50°C sicaklikta)
erimekte olan c¢ikolatadan yaklagik 10 gram ilave
edilerek karistirllmis ve sogumalart igin  bir
miiddet oda sicakliginda bekletilerek yeterli
sertlige ulasmalart saglanmustir. Ardindan ¢ikolata
ambalajlart kapatilarak 4°C’de buzdolabinda ve
25°C’de inkiibatérde depolamaya birakidlmistir
(Gadhiya vd., 2015).
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Cizelge 1. Probiyotik cikolata tiretimi deneme plant
Table 1. Trial Plan on Probiotic Chocolate Production

Cikolata ~ Uretim Yontemi
Chocolate  Production Method
A Serbest probiyotik kltiir iceren ¢ikolata
Chocolate with free probiotic culture
B Mikroenkapsiile (%3 aljinat + %1 jelatin) probiyotik kiiltir iceren ¢ikolata
Chocolate with microencapsulated (3% alginate + 1% gelatine) probiotic culture
C Prebiyotik katk: ilaveli mikroenkapsiile (%1 peptit + %3 FOS + %3 aljinat + %! jelatin)

probiyotik kiltiir iceren ¢ikolata

Chocolate with prebiotic ingredient-adding microencapsulated (1% peptide + 3% FOS + 3% alginate

+ 1% gelatine) probiotic culture

Probiyotik Cikolatalardaki L.
Sayisinin Belitlenmesi

L. rhamnosus sayimi igin, 10 g ¢ikolata 90 mL steril
diliisyon sivist ile  (%00.85 tuz ve %0.1 pepton
iceren) 2 dakika boyunca homojenize edilmistir.
Homojenize edilen 6rnekten 1 mL alinmig ve
dilisyon stvist kullanilarak seyreltilmistir. Daha
sonra 0.1 ml seyreltilmis Ornekler de Man,

rhamnosus

Probiyotik Cikolatalarda Duyusal Analiz

Probiyotik = cikolatalarda duyusal analizler 5
kisiden olusan panelist tarafindan
gerceklestirilmistir. 3 ayri ¢ikolata 6rnegi daha
Onceki arastirmacilar tarafindan 6nerilen duyusal
Ozelliklere  gbére  1-9  puan  dzerinden
degerlendirilmistir (Erdem vd., 2014; Toldam vd.,
2016; Zatic vd., 2016; Succi vd., 2017).

Rogosa Sharpe (MRS) agar’a (Merck-Germany) Analizlerde  kullamilan  form  Cizelge 2’de
yayma ckim yontemiyle ekilmis ve 37°C’de gosterilmistir.
anaerobik kosullarda 48 saat inkiibasyona
birakidmistir (Halkman, 2005).
Cizelge 2. Probiyotik ¢ikolatalarda duyusal analiz degetlendirme formu
Table 2. The evaluation form for sensorial properties of probiotic chocolate
Duyusal Ozellikler Tanim Puan”
Sensory Properties Definition Point
Gortnts -Piirtizsiizliik: Uriin yiizeyinde kum pargaciklart olmaksizin piiriizsiiz
Appearance ylzey
Smoothness: Smooth appearance of products urface without lumps of grits
-Parlaklik: Uriin yiizeyindeki 15tk yansimasinin  yogunlugu (opak
goruntiniin zittr)
Brightness: Intensity of light reflection in the product, opposite of opague
-Ciceklenme: Yiizeydeki gortunir lipid/seker kristallerinin beyaz-gri
tabakast
Bloom: White-gray layer of visible lipid/ sugar crystals on the surface
Aroma -Kakao aromast: Kakao tozu aromast (azdan ¢oga)
Flavour Cocoa aroma: The aroma of cocoa powder (from none > very)
Off-flavour: Istenmeyen hosa gitmeyen aroma
Off-flavor: Unpleasant and umwanted aroma in the product
Tat -Kakao tadi: Uriindeki kakao tadinin yogunlugu
Taste Cocoa taste: The intensity of the taste of cocoa in the product

-Tatlilik: Cogunlukla stikrozla iliskilendirilen tat kalitesi (azdan ¢oga)
Sweetness: Taste guality most often associated with sucrose (none > very)
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Cizelge 2. devam

Tekstiir (lk
1siriktaki)
Texture (first bite)

-Sertlik: Merkezi kesici digleri kullanarak kesmek icin gereken kuvvet
Hardness: The force required to cut using central incisor teeth

-Kirilganlik: 11k 1sirikta cikolata parcasinin kirlma diizeyi
Breakage: The breakage level of the piece of chocolate in first bite

-Dayanikldik: Dil ve damak arasindaki 6rnegi sikistirmak icin gerekli

kuvvet

Firmness: Force required to compress sample between tongue and palate

Tekstur (Cigneme)
Texcture (Chewing)

-Piirtizsiizliik: Urtiniin agizda esit ve tutarlt diizeyde siirekli dagilimi
Smoothness: Level of even and consistent continuity of the product in month

-Erime diizeyi: Cigneme esnasinda 6rnein yarisinin erimesi i¢in istenen

stre (yavastan hizliya)

Melting rate: Time required to melt half of the sample while chewing (slow > fast)

-Yapiskanlik: Az disine yapisma diizeyi
Adperence: Level of stickiness to molar teeth

-Yayilma: Ag1z yuzeyini kaplama duizeyi
Spreadiness: Level of covering the surface of the mouth

-Agiz kaplama: Agiz ylizeyini kaplayan film hissi
Mouth coating: The after-feel film which covers month surface

Renk
Colonr

-Kahverengi renk: Acik kahveden koyu kahveye renk
Brown colonr: Light brown to dark brown

Genel
edilebilirlik
Overall Acceptability

kabul

-Genel anlamda tGrtniin kabul edilebilirligi
Acceptability of the product in general with all its sensory properties

Puan” (1-9): 9=oldukea iyi, 5=ne iyi ne kotii, 1=olduk¢a kéti
Point" (1-9): 9=exctremely like, 5= neither like nor dislike, 1= extremely dislike

Istatistiksel Analizler

Elde edilen bulgular SPSS 20 paket programi
(IBM SPSS Advanced Statistics 20.0-SPSS Inc,
ABD) kullanilarak tek yonlii varyans analizine
(ANOVA) tabi tutulmus ve 6nemli bulunan
farkliliklar Duncan ¢oklu karsilastirma testine
gore (P<0.05) degetlendirilmistir (Diizgiines vd.,
1987; Ozdamar, 1999).

BULGULAR VE TARTISMA

Gida matrisi, proses kosullari, depolama kosullart
ve gastrointestinal sistem gibi faktotler probiyotik
mikroorganizmalarin  canliliklarint  siurlandiran
faktorler olarak bilinir. Mikroenkapsilasyon bu
bahsedilen faktorlere karsit probiyotik hicreyi
korumada en etkili olan yontemlerden biri olarak

gorilmektedir  (Gadhiya vd., 2015). Bitter
cikolatalar sade cikolatalar ile kiyaslandiginda
yaklastk 5 kat daha fazla polifenol igerigine
sahiptir ve fenolik maddelerin saglk tzerindeki
olumlu etkilerinden dolay1 yararlt Giriinlere egilim
gosteren  tiketiciler tarafindan tercih edilirler.
Ancak bu gibi triinlerde yiiksek fenolik madde
icerigi probiyotik kilttrler tzerinde
antimikrobiyel etkiye neden olabilir ve bitter

cikolatalarda probiyotik kiltiirlerin uygulanmast
zotlasabilir (Foong vd., 2015). Bu bakimdan bitter

cikolata gibi bilesim yo6nlnden probiyotik
kiltirlerin =~ canlibgini  olumsuz  etkileyecek
triinlerde  mikroenenkapsiilasyon  yontemine

basvurmak faydalt olabilir (Possemiers vd., 2010).
Bu calismada bitter ¢ikolatalarda mikroenkapsiile
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probiyotik kiltiir kullanimimnin hiicre canhihigr ve
duyusal 6zellikler tzerindeki etkisi belitlenmistir.

Depolama siiresince probiyotik bitter ¢ikolata
Orneklerindeki canlt L. rbammnosus  sayisindaki
degisim Cizelge 3’de gosterilmistir. Sonuglardan
da gorildigh tizere depolama stresinin  ve

sicakliginin =~ canlt  hiicre  konsantrasyonu
tzerindeki etkisi istatistiksel olarak Gnemli
bulunmustur  (P<0.05). 4°Cde  buzdolab:
kosullarinda depolama sirasinda  30. glnde

cikolata 6rneklerindeki probiyotik hiicre sayisinda
artis gozlenirken, 60. glinde ise azalis gézlenmistir.
25°C’de depolamanin ise hiicre konsantrasyonu
tzerinde «ciddi bir distise neden oldugu
gorilmistiir. Nitekim, 4°C’deki depolama
kosullarinin probiyotiklerin canliliklarint korumasi
acisindan daha elverisli oldugu saptanmustir.
4°Cde  depolama  kosullarinda  probiyotik
kiltirlerin mikroenkapsiilasyonunda kullanilan
kaplama materyallerinin hiicre canlilig tizerindeki
etkisi 0. ve 30. giinlerde istatistiksel olarak énemli
bulunurken 60. ginde Ornekler arasinda
istatistiksel ~ olarak  6nemli  bir  farkliligin
bulunmadigr belirlenmistir (P<0.05). 25°C’deki
kosullarda kaplama materyallerinin etkisi ise hticre
canliliginda ciddi bir diistis gbzlendigi icin gz ardi
edilmis ve degetlendirmeye alinmamast uygun
bulunmustur. Probiyotik gidalarda  bulunan
probiyotik kiltiirlerin saglk Uzerinde beklenen
olumlu etkilerini gbsterebilmeleri icin canliliklarini
(en az 107 KOB/g veya mL dizeyinde)
korumalari gerekmektedir. Bu ¢alismada 25°C°de
depolama kosullar1 hicre canliligini olumsuz
etkilemistir. Laktik asit bakterileri 27-30°C gibi
mezofilik  sicakltk  degetlerinde  metabolik
aktivitelerine devam edip cesiti metabolitler
tretebilirler. Metabolik aktivitesini devam ettiren
mikroorganizma bir siire sonra mikrobiyel
gelisme fazlarindan 6lum fazina gecip canliligin
o6nemli diizeyde kaybedebilir. Bu bilgiler 1s1ginda
probiyotik  gidalarin  metabolik  aktivitenin
gorilmeyecegi ya da en az dizeyde gorllecegi
sicakliklarda depolanmasinin daha uygun oldugu
bildirilmistir (Dharmasena 2012; Khanafari vd.,
2012). Bu bakimdan calismamizda 4°C’de
depolama kosullarinda ise 60. gintin sonunda A
ve B Orneklerindeki  probiyotik  hiicre
konsantrasyonunda yaklastk 1 log KOB/g

diizeyinde, C 6rneginde ise yaklastk 2 log KOB/g
dizeyinde disis gozlenmistir. Sonuglarimizla
uyumlu olarak, probiyotik ¢ikolata tiretimi ile ilgili
yapilan Onceki c¢alismalarda 6zellikle 4°C ve
25°C’de  depolama  karsilastirildiginda  oda
sicakliginda depolamanin hiicre sayisinda ciddi bir
azalisa neden oldugu bildirilmistir. Nitekim 60
ginlik bir depolama periyodu sonunda 4°C’de
depolamanin probiyotik canlt hiicre sayisinda 1-2
log KOB/g dustise; 25°C’de depolamanin ise 4-7
log KOB/g dustse neden oldugu bildirilmistir
(Mandal vd., 2013; Foong vd., 2015; Kemsawasd
vd., 2016). Cikolatalarda kullanilan probiyotik
kiltirlerin tirine, Gretim kosullarina, depolama
kosullarina ve cikolata gesidine gére probiyotik
canl hiicre sayist degisebilmektedir (Khanafari
vd., 2012). Calismamizda farklt probiyotik kultiir
ve mikroenkapsiilasyon islemi uygulamasi ile
depolama dayanimlart gelistirilmeye caligilmis
ancak literatiite benzer sonuclar bulunmustur. Bu
durum  probiyotik  ¢ikolalatalarda  depolama
kosulu olarak 4°Cnin oda sicakhigindan daha
elverisli oldugunu bir kez daha ortaya koymustur.
Ancak yine de ¢ikolatalarda probiyotik kiltiirlerin
canliliklarint koruyabilecek 25°C’de depolamaya
direncli farklt probiyotik tirler ve proses
yontemlerinin denenmesi 6nerilmektedir.

Sonuclarimizdan da gorildigi lzere
mikroenkapsiile  probiyotiklerin  kullanildigt
cikolatada gerek farkli depolama sicakliklarinda
gerekse depolama siirelerinde canlt hiicre sayist
serbest kiltiir kullanilandan yitksek bulunmustur.
Bu bulgu mikroenkapstlasyon isleminin sicaklik
ve gda bilesiminden kaynaklanan  stres
faktorlerine karst hiicre dayanimini  arttirdigt
bilgisini desteklemistir (Zanjani vd., 2012, Konar
vd., 2016). Bu calismada dikkat ceken bir diger
nokta ise depolamanin baglangicinda (sifirinct
ginde) serbest kiltiirlerin kullanildigt ¢ikolatada
hiicre sayistin  daha  digtik  bulunmasidir.
Probiyotik ¢ikolata tiretimi sirasinda ¢ikolatalara
ilave edilen kiltiir konsantrasyonunun her ti¢ grup
cikolatada da ayn:t olmasina ragmen, serbest
kiltirlerin ilave edildigi cikolatada daha dusiik
canlt hiicre sayisiun  bulunmast diger grup
cikolatalarda  mikroenkapstilasyon  isleminin
hiicreye cikolata eritme sicakliklarinda direng
kazandirdigr hipotezini desteklemistir (Ding ve
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Shah, 2007). B ve C &rneklerinde probiyotik
kiltirlerin - mikroenkapstlasyon ile  sicaklik
dayanimlart arttirlmis boylece yaklasik 50°C’deki
cikolata eritme sicakligina direng gosterilmigtir. A
Orneginde ise serbest kiiltiirlerin dogrudan eritme
sicakligindaki cikolata ile ve cikolatanin kendi
bilesiminden kaynakli stres faktérleri ile karigmast
sonucu bazt hiicreler inaktive olmus ve hiicre
sayisinda azalma gdézlenmistir. Sonuclarimizdan
da gorildigi tizere prebiyotik katki kullaniminin
probiyotik hicre canhiligi Uzerindeki etkisi
istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur. Benzer

olarak; Patel vd., (2008) prebiyotik katkilr (iniilin)
mikroenkapstle L. paracasei ile c¢ikolatali sufle
tretiminde kullanilan prebiyotik katkinin hiicre
canliligt tizerinde herhangi bir etkisinin olmadigint
belirtmislerdir. Bu sonuglarla uyumlu olarak baska
bir c¢alismada ¢ikolalali mus (krema-kopiik)
tretiminde probiyotik kiltiir olarak L. paracasei ve
prebiyotik katki olarak ise intlin kullanilmistir.
Kullanilan intlinin probiyotik canlilift ve duyusal
Ozellikler tizerinde herhangi bir etkisinin olmadigt
saptanmistir (Alegro vd., 2007).

Cizelge 3. Probiyotik bitter ¢ikolata 6rneklerindeki canlt L. rhamnosus sayisi (log KOB/g)
Table 3. The viable cell count of L. rhamnosus in probiotic bitter chocolate samples

Depolama siiresi

Depolama

Ornek Storage time sicakligs
Sample 0. giin 30. giin 60. giin
Zers day 300 day 60" day Storage Temperature
A 5.46£0.25 6.28%0.06:8 5.25£0.1922 4°C
5.46£0.254¢ 3.66£0.094A 2.8310.05¢A 25°C
6.13%0.24%8 6.48%0.09:8 5.64£0.012 4°C
B
0.13£0.24bB 2.7910.45A 1.0111.42deA 25°C
7.21£0.04<B 7.3520.2558 5.35%0.162* 4°C
C
7.2110.04<¢ 3.2940.1348 0.00 £0.004A 25°C

a,b,c,d,e,f: Ayni siitunda farkls Gistel harflerle gosterilen ortalamalar birbirinden farklidir- Different lowercase letters donate

significant differences on the same column(P<0.05)

A,B,C: Aymi satirda farkli dstel harflerle gésterilen ortalamalar birbirinden farklidir- Different capital letters donate

significant differences on the same line (P<0.05)

Depolama siiresince probiyotik bitter ¢ikolata
orneklerinin duyusal 6zelliklerindeki degisim ise
Gizelge 4’de gOsterilmistir.  Sonuglardan  da
gorildigi  tzere Ozelliklede genel  kabul
edilebilirlik 6zellikleri dikkate alindiginda Srnekler
arasinda  Onemli  bir  farkliligin - olmadigt
gorilmustiir (P<0.05). Bu durum
mikroenkapstlasyon isleminin duyusal 6zellikleri
olumsuz etkilemedigini ortaya  cikarmustir.
Depolama sicakliginin ve depolama siiresinin
farklt duyusal Ozellikler tzerindeki etkisi ise
degiskenlik gOstermistir. Bazi duyusal Gzellikler
Uzerindeki etkisi istatistiksel olarak Gnemli
bulunurken bazilari tizerindeki etkisi ise 6nemsiz
bulunmustur. Bu nedenle duyusal &zellikler ve
depolama kosullarinin etkisi arasinda tam bir

korelasyon kurulamamistir. 4°C’deki depolama
kosullarinda ¢ogunlukla gbriinils, aroma, tat,
tekstir ve renk Ozellikleri agisindan depolama
stresinin etkisi A 6rnediicin 6nemsiz digetleri icin
(B ve C 6rnekleri) 6nemli bulunmustur. Bu durum
B ve C o6rneklerinde cikolatalara ilave edilen
probiyotik kapsiillerin depolama siirect ile birlikte
duyusal 6zellikleri etkiledigini géstermistir.

Onceki ¢alismalarda elde edilen verilere gére
mikroenkapsiile kiiltiirlerin kullanildigr ¢ikolatalar
duyusal degerlendirmeler sonucunda serbest
kaltir kullaniarak tretilen cikolatalara benzer
puanlar almistir (Kemsawasd vd., 2016). Cikolata
tirevi Uriinlerde mikroenkapsiile probiyotik
kiltir kullantmmin yant sira prebiyotik katk:
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kullaniminin da duyusal Ozellikleri pek fazla
etkilemedigi yapilan arastirmalarin  bircogunda
vurgulanmustir  (Patel vd., 2008; Mandal vd.,
2013). Calisgmamizda Ornekler duyusal olarak

genellikle yakin puanlar almis ve sonuclarimiz
literatiir bilgilerini desteklemistir.

Cizelge 4. Probiyotik bitter ¢ikolata 6rneklerinin duyusal analiz sonuglart
Table 4. The results of sensorial analysts of probiotic chocolate samples

Tekstir- Tekstir- Genel kabul
Ornek Gorunus Aroma Tat ilk siriktaki  ¢igneme  Renk  edilebilirlik
Sample Appearance  Flavour Taste Texture- Texture-  Colour Overall
frst bite chewing acceptability

A0-4oC 8.00be 8.00be 7.602be 7.40abe 7.40qb 8.60P 7.802b
A0-25°C 8.60¢ 8.40¢ 8.20¢ 8.80¢ 8.20b 9.00p 8.400p
A30-4°C 8.20be 8.20bc 8.00be 8.20sabe 8.00P 7.002b 8.002b
A30-25°C 6.204b 7.20abe 6.804abe 7.60abe 6.602b 7.604b 6.802b
AG60-4°C 6.80b¢ 7.00abe  7.2(abe 7.40abe 7.004b 7.202b 8.002b
A60-25°C 7.20be 7.20abe 7.20abe 7.20abe 7.4042b 8.102b 7.202b
B0-4°C 6.602be 8.40¢ 8.20¢ 7.802be 7.402b 8.20P 8.202
B0-25°C 8.00be 7.602bc 7.40abe 8.60b¢ 7.002b 8.80b 8.00b
B30-4°C 7.20b¢ 8.00pe 7.602be 7.202be 7.60P 7.60ab 7.602
B30-25°C 6.602bc 7.20abe 6.602bc 6.802bc 6.40 7.404b 7.2020
B60-4°C 4.400 5.302 5.502 5.802 5.002 5.607 6.002
B60-25°C 6.20%b 5.802b 6.202bc 6.002b 5.002 6.802b 6.602b
C0-4°C 6.80b¢ 0.80%>¢  (.202bc 7.002be 6.00 8.00ab 6.802
C0-25°C 6.601be 6.60bc  (6.80abe 8.60b¢ 7.00ab 8.80p 7.404b
C30-4°C 6.602be 0.202bc  7.4()abe 7.00abe 7.60P 6.602 7.802b
C30-25°C 6.202 6.404abe 5.802 6.602b¢ 7.002b 7.602b 6.002
C60-4°C 06.20%> 7.10bc  6.903bc 7.403bc 5.80% 6.602> 7.602b
C60-25°C 7.60p¢ 6.902bc 6.702bc 7.202bc 6.40 7.002b 6.30

a,b,c: Ayni siitunda farkls istel hatflerle gosterilen ortalamalar birbirinden farklidie- Different lowercase letters donate
significant differences on the same column (P <0.05); 0, 30, 60: depolama stireleri (giin)- storage time (day)

SONUC

Biyoyaralilig1 yitksek olan ve siklikla tiiketilen gida
maddelerinden  biri olan  bitter ¢ikolatada
probiyotik  kiltir  kullaniminin  Grinin
fonksiyonel Ozelliklerini daha da arttiracag
dustintlmistir.  Ancak  bitter  ¢ikolatada
probiyotik  kiltiirlerin - canliligini  sinirlandiran
bilesim, tretim ve depolama kosullart gibi
faktorlerin ustesinden gelmek icin
mikroenkapstilasyon yontemi Onerilmistir. Bu
calismada gerek kaplama materyallerinin, gerekse
depolama kosullarinin probiyotik hiicre canliligt
ve ¢ikolatanin duyusal 6zellikleri tizerinde etkili
oldugu bulunmugtur. 60 glnlik depolama
periyodu sonunda canlt hiicre sayisinda ciddi bir
distis meydana gelmistir. Bu durum bitter
cikolatalarda uzun depolama periyotlarinda

probiyotik kiltiirlerin canliklarinin korunmasint
saglayacak yeni kaplama materyali
kombinasyonlarinin ~ veya  farkli  probiyotik
kiltirlerin denenmesinin gerekli oldugunu ortaya
koymustur. Ayrica; probiyotik ¢ikolata tiretiminde
kullamlan  probiyotik  kapsiillerin
biyokimyasal ve fiziksel 6zellikleri tzerindeki
etkilerinin de aragtirilmast gerekmektedir.

urunun

TESEKKUR

Bu calismada ¢ikolata teminindeki desteginden
oturd Arge ve Kalite Mudiird Seleuk Arslan’a ve
Toren Gida San. ve Tic. A.Sye tesekkiir ederiz.
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