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ONSOz

Proje kapsaminda probiyotik &zellige sahip Lactobacillus pentosus’un enkapsulasyonu
hemiseliloz ve peynir alti suyu proteini kullanilarak gergeklestiriimistir. Probiyotik
mikroorganizmalarin gastro-intestinal sisteme tasinmasi icin sofralik siyah zeytinlerin kullaniimasi
hedeflenmistir. Bu amagla, gemlik zeytin ylzeyine vakum altinda probiyotik empregnasyonu
yapiimistir. Serbest ve enkapsulle halde emdirilen probiyotik bakterilerin canhiliklar raf émru
boyunca karsilagtinimistir. Ydritilen proje TUBITAK tarafindan desteklenmistir. Projede
hedeflenen sonuglara ulasiimistir. Probiyotik bakteri zeytin ylizeyinde bir ay boyunca canlihgini

korumustur ve gastro-intestinal sisteme bakterilerin taginmasi i¢in uygun biyolojik bir arag olabilir.
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OzZET

Proje kapsaminda gercgeklestiriien calismalarin amaci, probiyotik 6zellikteki Lactobacillus
pentosus NRRL-B 227 susunun, emiulsiyon ydntemi ile enkapsile edilmesi ve sofralik siyah
zeytinlerin yuzeyinin probiyotiklerle kaplanmasidir. Bu dogrultuda farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan ksilan ve peynir alti suyu proteini konsantresi kompleksi kullanilarak emlsiyon teknigi
ile mikroenkapsulasyon gergeklestiriimistir. Zeytin ylzeyini kaplama iglemi icin ise vakum
empregnasyon yontemi ve ardindan dondurarak kurutma islemi yapilmistir. Bir ay suresince
zeytinin ylzeyindeki enkapsile probiyotik hicrelerin canhliginin takibi yapilarak enkapsile
edilmeyen probiyotik zeytin érnekleriyle karsilastiriimasi yapilmistir. %9 ksilan ve %9 peyniralti
suyu proteini konsantresi kullanilarak yapilan enkapsulleme en yuksek verimlilige sahiptir. Dort ay
sonunda L. pentosus’ un canli kalma orani %82'dir. Gemlik zeytin ylzeyine probiyotik
tutundurmak icin yapilan vakum empregnasyon ve dondurarak kurutma sonrasinda, bakteri
canhligi sabit kalmistir. Zeytin ylizeyinde hem enkapstile hem de serbest haldeki L. pentosus
canhligini 6nemli 6lglide korumustur. Kontrol bakteri olarak kullanilan Lactobacillus plantarum
DSM 1954, enkapsule halde zeytin yuzeyinde canliigini korurken serbest halde canlilik kaybi
gozlenmistir. Enkapsule bakterilerin gemlik zeytin ylzeyine empregnasyonunda baslangigta 6,2-
6,3 log KOB/g olan her iki probiyotik bakterinin canliiginda 4 hafta sonunda énemli bir degisim
g6zlenmemistir. Serbest halde empregne edilen L. pentosus zeytin yluzeyinde canlihdini korurken
4 hafta sonunda serbest L. plantarum 5,33 log KOB/g olarak sayilmistir. Elde edilen sonuglara
gore enkapsule edilen probiyotiklerin gemlik zeytin tzerine empregnasyonu gerceklestirilerek,

mide-bagirsak sistemi sagligi agisindan zeytin, probiyotik bakteriler igin uygun bir tagiyici olabilir.

Anahtar Kelimeler: probiyotik, peyniralti suyu proteini, ksilan, siyah zeytin, vakum empregnasyon



ABSTRACT

The aim of the studies carried out within the scope of the project is to encapsulate the probiotic
Lactobacillus pentosus NRRL-B 227 strain by emulsion method and to coat the surface of table
olives with probiotics. In this respect, microencapsulation was carried out using emulsion
technique using xylan and whey protein concentrate complex prepared at different concentrations.
Vacuum impregnation method and then freeze-drying process were performed for olive surface
coating. The viability of the encapsulated probiotic cells on the surface of the olives was counted
for a month and compared with the non-encapsulated probiotic olive samples. Encapsulation
using 9% xylan and 9% whey protein concentrate has the highest efficiency. At the end of four
months, the survival rate of L. pentosus was 82%. After the attachment of probiotics to Gemlik
olive surface by vacuum impregnation and freeze-drying methods, bacterial viability remained
constant. Both the encapsulated and free L. pentosus on olive surface preserved their viability
significantly. Lactobacillus plantarum DSM 1954, which is used as control bacteria, remained
viable on the surface of the table olive when encapsulated, while lost its viability in the free form.
There was no significant change in the viability of both probiotic bacteria, in terms of final viable
cell concentrations when compared to initial e.g. 6.2-6.3 log CFU/g, on the surface of Gemlik
olives. L. pentosus, which was impregnated in free form, remained alive on the olive surface while
free L. plantarum was counted as 5.33 log CFU/g after 4 weeks. In the light of results obtained
from this project, the encapsulated probiotics can be successfully impregnated on Gemlik olives,
therefore table olive can be considered a suitable carrier for probiotic bacteria for the sake of

gastro-intestinal health.

Keywords: probiotic, whey protein, xylan, table olive, vacuum impregnation



1. GIRIS
Endustriyel anlamda Ulkemizde probiyotik iceren fonksiyonel Grinlerin gesitliliginin ve Gretiminin
yaygin olmadidi ancak gelismeye acik bir pazar oldugu goérilmektedir. Bu nedenle yeni ve farkl
hammaddelerden olusan probiyotikli yeni Griin kategorileri fonksiyonel gida pazarinin gelismesi
acisindan énem kazanmistir. Glncel arastirmalar, probiyotik gelisimi icin dnemli olan yeni bir
enkapsullasyon materyali gelistirmek, pazarda fonksiyonel 06zellige sahip Urlin yelpazesini
genisletmek ve tuketicinin talep ve arzularina uygun farkh cesitlilikte yeni secenekler sunmak

yoénunde olmaktadir.

2. LITERATUR OZETi
Zeytinin anavatani Anadolu'dur; Ege adalarindan Yunanistan, italya, Fransa ve ispanya'ya kadar

uzanmis ve buradan da Kuzey Afrika'ya gecmistir. Uluslararasi Zeytinyadr Konseyi (I00C
2018)’'ne gobre, 2017-2018 déneminde dlnya sofralik zeytin Gretimi 2 951 500 ton olarak tahmin
edilmektedir. Dlnya zeytin Uretiminde dnemli yere sahip olan Turkiye’nin de 450 000 ton sofralik
zeytin Uretimine ulasmasi beklenmektedir. TUIK (2019) verilerine gdre 2018 yilinda toplam 1 500
000 ton zeytinin %28'’i sofralik olarak tuketilmektedir. Zeytin; su, protein, yag, sellloz, fosfor,
kakuart, kalsiyum, klor, demir, bakir, manganez A, C ve E vitaminlerinden meydana gelir. 100 gram
zeytinde 224 kalori vardir. 100 gram zeytinyaginda 30 miligram E vitamini bulunur. Zeytinin
besinsel degeri fenolikler agisindan zengin olmasina baglidir. Sofralik zeytinler, ¢ok gesitli temel
mikrobesinler, esansiyel yag asitleri, biyolojik olarak aktif fitokimyasallar agisindan zengin
kaynaklardir. Fitokimyasallar, polifenolleri icerir ki bunlarin birgogunun sagligi iyilestirici etkiye

sahip oldugu belirtilmigtir (Kountouri vd., 2007).

Fonksiyonel gida endustrisinin, bagirsak mikrobiyolojisinin insan sagligi ve beslenmesindeki
onemine iligkin algisi, piyasada mevcut probiyotik ve prebiyotik bazli trlnlerin énemli 6l¢lide
artmasina yol agcmistir. Fonksiyonel gidalar ilk olarak kalsiyum ve bazi vitamin benzeri bilesiklerin
saglik Gzerine yararlari nedeniyle gidalara ilavesi sonucu ortaya ¢ikmistir. Daha sonraki yillarda,
kardiyovaskiler hastalik ve tip 2 diyabet riskinde azalma, anti-inflamatuar potansiyel, kolit ve
epitelyal hlicre hasarina kargl koruma, insulin direncinin, steatozun azaltilmasi etkileri (Bron vd.,
2017; Lourens-Hattingh ve Viljoen, 2001; Marco vd., 2017; Shah vd., 2010; Sanchez vd., 2016)
ve bagirsak florasi Gzerinde pozitif etkileri olan ve ¢ogunlukla da probiyotikleri kapsayan katkilarin
gidalara ilavesi kavrami ortaya atilmistir (Tharmaraj ve Shah, 2003). Her ne kadar st GrGnleri
hala probiyotik bakterilerin baskin tagiyicilari olsa da sut Grunlerinin tiketimindeki dezavantajlar,

bu drtnlerin genellikle soguk ortamda muhafaza edilmesi ve laktoz intoleransi olan veya kolesterol



problemi olan kisiler icin uygun olmamalaridir. Dahasi, bazi tiketiciler sit Grlnlerini sevmeyebilir
ve baska tlrde probiyotik Grin tiketmek isteyebilirler (Rodrigues vd., 2018). Bazi arastirmalar
meyve ve sebzelerin, probiyotikler icin uygun matriksler olarak vejeteryan tiiketicilerin artan
pazarindaki rekabet avantajlari ile birlikte kullanilabilecegini géstermektedir. Ozellikle sofralik
zeytinler, sadece halihazirda iyi bilinen besin 6zellikleri icin degil, ayni zamanda onlari probiyotikler
icin oldukga uygun tasiyicilar yapan i¢csel 6zelliklere sahip olduklari icin de ilgi cekmektedir (Peres
vd., 2012).

Diinya Saglik Orgiti’ niin tanimina gore; probiyotikler, yeterli miktarda alindiginda insan saglig
Uzerinde faydali etki yaratan canli mikroorganizmalardir (FAO/WHO, 2002). Hastaliktan koruma
ve tedavi edici 0zelliklere sahip olan probiyotikler, bireylerin saghginin korunmasinda énemli bir
yere sahiptir. Lactobacillus ve Bifidobacteria en yaygin probiyotik cinsleridir (Parvez vd., 2006).
Turk Gida Kodeksi'ne gore gidanin en az 1.0x108 KOB/g canl probiyotik mikroorganizma igermesi
gerekir. Bununla birlikte, yuksek duzeyde canli probiyotik tiketimi, hlcrelerin badirsaga gelisinden
sonra ayni canlilik oranini garanti etmemektedir (Iravani vd., 2015). Probiyotik ayni zamanda Ust
gastro-intestinal sistemde hayatta kalmaldir, canhligini koruyabilen hlcreler bdylece bagirsak
mukozasina yapisabilir ve patojenleri rekabetci bir sekilde ortadan kaldirabilir (Sharma ve Devi,
2014). Kapstlleme, olumsuz kosullarda mikroorganizmalar icin koruyucu bir ortam saglamak igin

kullanilan, yaygin olarak bilinen mikroorganizma dagitim sistemidir (Burgain vd., 2011).

Probiyotik hiucre kapsullemesinde en uygun metot emulsiyon teknigidir (Heidebach vd., 2012).
Kapsulleme iglemi bakterinin uzun sure canlihdini ve canli mikroorganizma sayisinin korunmasini
saglar. Mikroenkapstlasyon sistemi, son dénemlerde gida Uretim asamalarinda sik¢a tercih
edilmektedir. Bu sistem, yenilebilr polimer maddelerle gida igerisindeki hassas
mikroorganizmalari ve bilesenleri koruyan bir teknolojidir (Eslami vd., 2017). Cift emdulsiyon
yontemi ile mikroenkapsule edilen L. delbrueckii, bakteriyel fonksiyonlarini koruyarak canliligini
devam ettirmistir (Eslami vd., 2017). L. acidophilus DD910 ve B. lactis DD920 suglarinin bir
kalsiyum - aljinat polimer kullanilarak kapsillenmesi sonucunda, hicre sayilari kapsullenmemis
olanlarla karsilastirildiginda, 7 haftalik sire sonunda, sirasiyla 2 ve 1 log daha az kayip oldugu
ortaya konulmustur (Kailasapathy, 2006). Lactobacillus rhamnosus GG susunun, kitosan ve aljinat
ile enkapsulasyonu bu bakterinin elma suyunda 90 gun canliidini devam ettirmesini saglamistir.
Ayrica mikrokapsullu bakteriler, gastro-intestinal tedaviler sirasinda serbest bakterilere kiyasla

daha yiksek canlilik orani gostermistir (Gandomi vd., 2016).



Proteinler 6zellikle jel olusturabilmenin yani sira ¢esitli fonksiyonel 6zelliklere sahip olduklar igin
enkapstulasyon prosesinde tercih edilmektedirler. Bunlardan en yaygin olarak kullanilani peynir
alti suyu proteinidir. Peynir alti suyu proteini peynir Gretimi esnasinda yan Urin olarak elde edilen
ucuz bir proteindir. Literatlrde, bu projede kullanmayi disindigimuz peynir alti suyu proteini ile
farkli probiyotik mikroorganizmanin mikroenkapstlasyonuna iliskin bircok basarili ¢alisma ve
yayin bulunmaktadir. Lactobacillus rhamnosus, emilgatoér olarak tatli peynir alti suyu kullanilarak
¢ift emdlsiyon teknigi ile kapsullenmistir. Kapsullenen hiicreler gastro-intestinal sistemde asit ve
safra tuzlarina karsi énemli dlglide direng sergilemislerdir. Buna ek olarak, uygulanan bu cift
emulsiyon metodu hem bakterinin canliiginin korunmasi hem de tath peynir alti suyu kullanimi ile
bakterinin ¢ogalmasi i¢in ortam saglamistir (Pimentel-Gonzalezet vd., 2009). L. acidophilus LA-
5’in mikroenkapsulasyonu pektin ve peynir alti suyu proteinin kullanarak gerceklestirilmistir, 35
gunlik slrecte kapsullenmemis hicrelere oranla canliliklarini daha yilksek miktarda
korumusglardir (Ribeiro vd., 2014). Probiyotik Lactobacillus bulgaricus emdulsiyon teknigi ile peynir
alti suyu proteini igcinde enkapsulle edilmistir, mide-bagirsak sistemi kosullarinda canhhigini
korumustur (Chen vd., 2017). L. acidophilus, ilk defa olusturulan peyniralti suyu-pullulan
kompleksi ile enkapsilasyonu sonucunda probiyotigin canliigini koruyan mikrokapsiiller elde
edilmistir (Cabuk ve Harsa, 2015).

Gida ve Tarim Organizasyonu (FAO) tarafindan seltlloz, hemisellloz, pektin, oligosakkarit, zamk
ve gesitli lignifiye bilesikler dahil olmak Uzere gesitli sindirilemeyen bitki polisakkaritleri, diyet lifi
olarak tanimlanmigtir. Hemiselllozlar c¢ogunlukla ksilanlar, glukomananlar, arabinanlar,
galaktanlar ve glukanlar igerir. Hemiselllozun, yapistirici, kalinlastirici, stabilize edici ve
emdulsifiye edici (Yadav vd., 2009) bunlara ek olarak film olusturma &zelliklerinden 6tlrG degerl
oldugu kabul edilmektedir (Hansen ve Plackett, 2008). Bu nedenle, hemiselllozlar gida
endustrisinde kapsllleme ve emilsifikasyon suregleri igin dnemli bir potansiyele sahiptir
(Ebringerova, 2006). Hemisellloz, kug¢uk miktarlarda lignin ve proteinlerin varligina bagl olarak
hidrofobik merkezler olarak hareket eden ve film olusturma etkilerinden dolay stabil képtkler ve
yag / su tipi emulsiyonlar Uretir (Ebringerova, 2006). Hemisellloz esasli veya tiretilmis Grinlerin
kimyasal ve fiziksel 6zellikleri incelenmesine ragmen (Ebringerova, 2006; Hansen ve Plackett,
2008), hemiselulozlarin kapsulleme veya kaplama uygulamalarindaki potansiyelini aragtirmaya
hala ihtiya¢ vardir (Celebioglu vd., 2012). Hemisellloz igceren farkh emulsiyonlar balik yaginin
enkapsulasyonunda kullaniimigtir.HemiselUlozun kullanimini arttirmak igin, kaplama malzemesi
olarak cesitli hemiselluloz kaynaklarinin kullanilmasi gerekmektedir ve ayrica daha iyi bir

mikrokapsulleme islemi igin diger kaplama ajanlari ile farkli kombinasyonlar test edilmelidir (Tatar



vd., 2014). Ksilan tipi hemiselllozlar agaclarin kék ve goévdelerinde bol miktarda bulunur
(Borjesson vd., 2018). Tarimsal bir sanayi yan Grinlu olan ksilan tipi hemiselilozlar, kagit
gugclendirici maddeler veya boyutlandirma maddeleri, biyoetanol/biyokimyasal hammaddeler,
biyobozunur filmler, gida endustrisinde emdlgatorler olarak potansiyel uygulamalara sahiptir (Jin
vd., 2019).

Biyoprotektif bir ajan olarak probiyotik mikroorganizmalarin kullanimi fermente Grtnlerdeki etkinligi
cesitli calismalarla test edilmektedir. Liu vd. (2016), Lactobacillus pentosus’ u baglangic kultaru
olarak kullandiktan sonra fermente mantarlardaki nitrit igerigini inceleyerek inokule edilen
numunelerde nitritin kontrol érneklerine gére énemli derecede diusik oldugu belirtmektedir. Et
drtnlerinde L. pentosus ‘un N-nitrosodipropylamine, N-nitrosodiphenylamine Uizerinde inhibe edici
etkiye sahiptir (Sun vd., 2017). L. pentosus susu LAP1, gl¢li bir anti-Candida aktivitesi ile sadece
gida endustrilerinde degil, ayni zamanda farmasoétik endustrilerinde Candida enfeksiyonlarina
kars! biyoterapétik ajan olarak ¢ok genis uygulamalar icin kullanilabilecek énemli bir antibiofilm
aktivitesine sahip probiyotiktir (Aarti vd., 2018). Mojgani vd. (2015), L. pentosus' un yulksek
agregasyon ve adhezyon 6zelliklerininin yliksek oldugunu gézlemlemistir. L. pentosus susu LAP1,
C. albicans, C. tropicalis ve C. krusei' ye karsi gucli antimikotik aktivite sergilemektedir. Benzer
calismalarla Okkers vd. (1999) ve Voulgari vd. (2010), L. pentosus' un Candida' ya karsi fungistatik
etkisi oldugu belirtiimektedir. Elde edilen sonuglar L. pentosus LAP1 susunun simule mide suyu
ve safra tuzu ortamlarindaki disuk pH'a yuksek tolerans gdsteren, agregasyon ozellikleri ve
onemli Olgldeki hidrofobik yapisi ile antibiyotiklere karsi direngli bir probiyotik olarak
kullanilabilecegini isaret etmektedir (Aarti vd., 2018). Lactobacillus pentosus’ un antifungal etkisi
domates puresi, ticari ekmek, islenmis peynir dilimleri (Muhialdin vd., 2011), ekmek hamuru ve
eksi maya (Teresa vd., 2008) Gzerinde arastiriimistir. Muhialdin vd. 2011 yaptidi ¢alismada,
olusturdugu iki farkli kombinasyon ile (L. paracasei D5, L. fermentum Te007) ve (P. pentosaceus
Te010, L. pentosus G004) ekmek ylzeyinde kif misellerinin gelismesini kontrol &érnekle
karsilastirdiginda 5-7 gin geciktigini belirtmigtir. L. fermentum Te007, P. pentosaceus Te010, L.
pentosus G004 ve L. paracasei D5 ekmek endistrisinde biyokoruyucu olarak umut vaat eden,
Istya diregli antifungal maddeler Ureten laktik asit bakterileridir. Bu bakteriler islenmis gidalarda
biyokoruyucu olarak kullanilabilir (Muhialdin vd., 2011). Bakteri suslarinin antifungal aktivitesi
gelisme ortamina ve kuf tirine baghdir. Lipinska vd. (2016) yurattugu bir ¢alismada kullandigdi
laktik asit bakterilerinden sadece insandan izole edilen L. mucosae 0988, L. delbrueckii 0987, bitki
kaynakli L. pentosus 0979 suglarinin az da olsa Candida vini mayasini inhibe edici etki gosterdigini

belirtmistir. Ancak ksilitol ve galaktosil-ksilitol varliginda L. pentosus 0979'un supernatant

4



Alternaria brassicicola’yi buyuk 6lgtide inhibe etmistir (Lipinska vd., 2016). Lactobacillus pentosus
LOCK 0979'un mayalara karsi olan antagonistik aktivitesi zayif ancak galaktosil-poliol ve 6zellikle

gal-eritritol varliginda Candida turlerini inhibe edici etkiye sahiptir (Lipinska vd., 2017).

Cogu probiyotik mikroorganizmalar laktik asit bakterileridir (LAB). Yogurtlar, dondurmalar ve diger
sut Urunlerinin yani sira meyve sulari ve fermente sosisler gibi sut Urinu olmayan Grtnler de dahil
olmak Uzere probiyotikler genis bir yelpazede gida Urinlerinde bulunmaktadir veya Urlnlere
takviye edilmektedir (Granato vd., 2010; Rivera-Espinoza ve Gallardo-Navarro, 2010). Dogal
olarak fermente edilmis zeytinlerde L. pentosus baskin kdltlrG olusturmaktadir (Abriouel vd.,
2011; Hurtado vd., 2008). L. pentosus yesil zeytin fermantasyounda starter kultir olarak
kullaniimaktadir (de Castro vd., 2002). Ek olarak, son ¢alismalar, iki potansiyel probiyotik LAB
susunun, yani Lactobacillus pentosus B281 ve L. plantarum B282'nin, starter kiltlrler olarak
ispanyol tarzi yesil zeytinlerin tiretiminde kullaniimaktadir (Argyri vd., 2014). Bu iki sus daha dnce
zeytinyagl mikrobiyotasindan izole edilmistir (Doulgeraki vd., 2013) ve in vitro testlerle probiyotik
Ozelliklere sahip olduklari bulunmustur (Argyri vd., 2013). Her iki susun, probiyotik referans susu
L. casei ATCC 393 ile karsilastirildiginda Caco-2 kolon kanseri hiicrelerine adhezyonlarinin daha
yuksek oranda oldugu gosterilmistir (Saxami vd., 2016). Rodriguez-Gomez vd., (2014) yaruttigu
calismada, probiyotik Lactobacillus pentosus TOMCLAB2 susu takviye edilmis fermente ispanyol
usuli yesil zeytinler, tuzlu su ile cam kavanozlara doldurularak 200 gin boyunca ortam
sicakliginda depolanmistir. Eklenen LAB kulturGnun, zeytin ylzeyine kolonize olabildigi ve raf
Omrindn sonunda ylUksek geri kazanim oranlarini sunabildigi ve bu sayede, secilen ¢ok iglevli
starterlerle, zeytinlerin mikrobiyotalarinin basarili bir sekilde zenginlestirilebilecedi belirtilmistir.
Baska bir arastirma, esas olarak, yaklasik 12 ay boyunca 4 ve 20°C'de, salamura ile doldurulmus
polietilen torbalarda yesil sofralik zeytinlerin depolanmasi sirasinda, baslangi¢ kultirleri olarak
kullanilan probiyotik LAB suslarinin hayatta kalmasini izlemeye odaklanmistir. Sogukta 6 aylik
depolamadan sonra L. pentosus B281 12 ay sonra ylksek oranlarda hayatta kalmayi basarmistir
(Blana vd., 2016). Lavermicocca vd. (2005)'nin probiyotik bakterilerin sofralik zeytin yuzeyine
tutunmasi ve canliigini korumasi tzerine gerceklestirdigi calismasinda, L. paracasei IMPC2.1 igin
3 aylik deney boyunca 10’ KOB/g'dan yiiksek canliik gézlemlenmistir. Potansiyel probiyotik
Ozellikleri ve zeytinler Uzerinde uzun slre hayatta kalmasi i¢in segilen bu sus, canli probiyotik
hucreleri insan gastro-intestinal sistemine tasimak igin bir tasiyici olarak zeytinlerin
kullanilabilecegini dogrulamaktadir. 10 giin boyunca yaklasik 10° - 10'° canli hiicre taslyan
zeytinlerle ginde 10-15 adet tiketen bes gonulliden dérdunun fekal érneklerinden L. paracasei
IMPC2.1 izole edilmisgtir.



Probiyotik, prebiyotik, vitamin ve mineral gibi ¢cesitli maddelerin viicuda tasinmasi igin araci olarak
meyve ve sebzeler kullaniimaktadir. Vakum empregnasyon teknolojisi bu alanda gelistirilen bir
yontemdir (Ursachi vd., 2009). Empregnasyon ya da emdirme, atmosferik basin¢ta ve vakum
altinda basarili olmaktadir; probiyotik meyve ve sebze Urlnlerinin gelistiriimesine yonelik yararh
bir ara¢ olarak dusunulebilir, clinki bitkinin dogal hiicresel yapisini bozmaz ve fizyolojik olarak
aktif bilesikler veya yararli mikroorganizmalarin eklenmesiyle orijinal bilesimini uygun sekilde
modifiye edebilir (Alzamora vd., 2005; Fito vd., 2001). Betoret vd. (2003) ¢alismasinda, vakum
emdirme yontemini kullanarak probiyotik bakimindan zenginlestiriimis kurutulmus elma
gelistirmistir; elma silindirlerine, S. cerevisiae tirii CECT 1347 igeren ticari elma suyu veya 10’-
108 KOB/mL L. casei ssp. rhamnosus susu CECT 245 igeren tam yagh siit ile muamele etmistir.
Elmalari askorbik asit agisindan zenginlestirmek igin vakum emdirme ve atmosfer basinci altinda
emdirme teknikleri kullaniimistir. Yapilan analizler sonucunda vakum emdirme ile hem buzdolabi
sicakhidinda hem de dondurucuda askorbik asit ylizdesi daha yuksek bulunmustur (Ursachi vd.,
2009). Taze meyve ve sebzeler selliloz icermektedir. insanlar tarafindan sindirilemeyen seliiloz,
probiyotiklerin gastro-intestinal sisteme tasiniminda koruyucu rol oynayabilir (Alegre vd., 2011;
Bove vd., 2013; Arena vd., 2014). Bu bilgiden yola ¢ikarak Russo vd. (2014) L. plantarum ve L.
fermentum probiyotiklerinin vicuda alinimi i¢in tasiyici olarak tiketime hazir ananas dilimleri
kullaniimistir. Benzer olarak, Krasaekoopt ve Suthanwong (2008) guava ve papaya meyvelerine
vakum emdirme yontemi ile probiyotikli fonksiyonel Urin Uretmigtir. Betoret vd. (2012) ise
mandalina suyuna Lactobacillus salivarius susunu ekleyerek vakum emdirme yapilan elma
dilimlerini yuksek sicaklikta kurutarak atistirmalik gida Uretmiglerdir. Vakum empregnasyon
yontemi ozmotik dehidrasyon isleminin vakum altinda gergeklestiriimesidir. Vakum kullanilarak
dehidrasyon suresi kisaltiimakta ve verimlilik artmaktadir (Fito ve Chiralt, 2000). Sukroz ve
kalsiyum laktat iceren solisyonda ananasin ozmotik dehidrasyonu artmaktadir (Silva vd., 2014).
Pancarin tuzlu suda ozmotik dehidrasyonunun incelendigi bir galismada, 25-45°C sicakliklari
arasinda %5-25 oraninda kalsiyum laktat kullaniimistir. En etkili dehidrasyonun 35°C’ de % 14,31

tuz ile gergeklestigi gdzlemlenmigtir (Manivannan ve Rajasimman, 2008).

Bu proje, probiyotik 6zellikteki Lactobacillus pentosus susunun emulsiyon teknigi ile enkapsule
edilmesi ve sofralik siyah zeytinlerin ylizeyine empregnasyonu konu alinmigtir. Zeytinin raf d6mra
boyunca, yuzeyindeki enkapsule canli hucre takibi yapilarak enkapsule edilmeyen probiyotik

orneklerle karsilastiriimasi yapilmigtir.



3. GEREG VE YONTEM
Zeytinler Ege Bolgesi’'nden saglanmistir, siyah zeytin olarak gemlik ve hurma cesitleri kullanilimis
olup yerel marketten temin edilmistir. Probiyotik bakteri olarak Lactobacillus pentosus NRRL-B
227 ve etkinliginin test edilmesi icin Lactobacillus plantarum DSM 1954 izmir Yiksek Teknoloji
Enstitisi Gida Muihendisligi Bolimi Molekller Gida Mikrobiyolojisi Laboratuvari kultir
koleksiyonundan (IYTE-GMB-GMLKK) temin edilmigtir.

3.1 Probiyotik Bakterilerin Mikroenkapsiilasyonu
Probiyotik bakterinin mikroenkapsulasyonu amaciyla Cabuk ve Harsa, (2015)'de Onerilen
emlilsiyon ydntemi tizerinde gerekli diizenlemeler yapilarak kullanildi. Oncelikle 10 mL sivi MRS
(de Man Rogosa and Sharpe, Merck, Almanya) besiyerine %1 oraninda asilanmis probiyotik
bakterilerin 24 saat sitre ile 37°C’de inkiibasyonu sonucunda ©6n canlandirma islemi
gerceklestirildi. On canlandirma islemi gergeklestiriimis bakterilerden tekrar %1 oraninda sivi MRS
besi yerine ikinci asillama islemi gergeklestirilip 37°C’de 16-18 saat inklbasyona tabi tutuldu.
inkiibasyon sonunda mikroorganizmalar santrifiij (5000 rpm, 4°C, 15 dk) edildi. Santrifiij sonrasi
santrifilj tlplerinde Uste kalan sivi kisim dokildikten sonra ¢oken kisimlar mikrokapsilasyon

isleminde kullaniimak Uzere 4°C’de muhafaza edildi.

3.1.1. PAS Proteini-Hemiseliiloz Mikrokapsiillerinin Hazirlanmasi
Peynir alti suyu (PAS) proteini konsantresi (Alfasol, Tlrkiye) ortam sicakliginda steril damitiimis
su iginde manyetik kangtirici kullanilarak ¢ézunduarildd. Uygun ¢ézinmeyi saglamak icin yaklasik
3 saat karistirma islemi gergeklestirildi ve hidrasyondan sonra, protein ¢dzeltisi 80°C'de 30 dakika
denatire edildi. Denatlre protein ¢dzeltisi oda sicakhgina sogutuldu. Farkli konsantrasyonlarda
hemisellloz olarak kullanilan ksilan, ortam sicakhiginda damitiimis su iginde ¢6zuldurdldi ve
polisakkarit ¢ozeltisi, uygun ¢oziinmeyi saglamak icin manyetik karigtirici kullanarak yaklasik 3
saat karistirlldi. Ksilan (Serva, Almanya) c¢ozeltisi ve denatiire PAS proteini ¢cozeltisi ¢esitli nihai

konsantrasyonlarda karistirildi. Nihai protein ¢dzeltisi konsantrasyonu % 9 (w/v) olarak belirlendi.

ilk olarak, su iginde yag emdilsiyonu olusturuldu, bu birincil emiilsiyon peynir alti suyu proteini
konsantresi ve ksilan polimer kompleksi, bakteri hicreleri ve %1 soya lesitininden (Alfasol,
Tarkiye) olusmaktadir. Birincil emulsiyon, 5 dakika boyunca bir Ultra Turrax homojenizator ile
homojen hale getirildi (Ultra Turrax, model T25, Janke ve Kunkel, IKA Labortechnik, Staufen,
Almanya). Emiilsiyon daha sonra tekrar 0,1M CacCl, ¢dzeltisinde (Applichem, Almanya) 2 dakika
boyunca homojenizatér ile homojenize edildi. Mikrokapsil olusumundan sonra, bu bulamag

mikrokapsdullerin sertlesmesi icin 160 rpm'de 30 dakika orbital calkalayici ile c¢alkalandi.



Sertlestiriimis mikrokapstllerin ¢ozeltiden ve yag fazindan ayrilmasi, 1000 rpm'de 1 saat
santriflijleme ile gergeklestirildi. Elde edilen mikrokapstller 4°C’de gelecek analizler icin muhafaza
edildi.

3.1.2. Kapsiillenmig Bakterinin Sayimi
Mikrokapsule hapsedilmis bakterilerin sayilmasi icin oncelikle mikrokapsullerin parcalanmasi
gerekmektedir. Bunun ic¢in pepton sivisi igerisinde 1/10 oraninda seyreltiimis mikrokapsuller
homojenizasyona tabi tutuldu. Uygun diliisyonlardan érnek alindiktan sonra dékme plak yontemi

ile ekim yapilan petri kutulari 37°C’ de 48 saat sureyle anaerobik kosullarda inkibe edildi.

3.1.3. Enkapsiile Probiyotiklerin Mikroskobik incelenmesi
Mikrokapsiillerin yiizey yapilari IYTE Tumlesik Arastirmalar Merkezi (TAM)'nde faz-kontrast
mikroskobu ve taramali elektron mikroskobu ile (FEI QUANTA 250 FEG, EDX dedektori)

incelendi.

3.2. Soliisyon Hazirlanmasi ve Vakum Empregnasyon
Empregnasyon sivisi olarak %10-15 (w/w) kalsiyum laktat (Alfasol, Turkiye) tuz ¢ozeltisi saf su ile
hazirlandi (Manivannan ve Rajasimman, 2008). Cozelti icinde 108 KOB/mL bakteri olacak sekilde
mikroenkapsule L. pentosus ve kontrol drnegi olarak enkapsule edilmemis L. pentosus ilave edildi.
Zeytinler, 1:20 (w/w) oraninda olacak sekilde 35°C’de hazirlanan empregnasyon c¢ozeltisine
daldirildi (Flores-Andrade vd., 2017). Zeytin meyvelerinin vakum empregnasyonu 50 mbar basing
altinda 30 dakika suresince gergeklestirildi (Betoret vd., 2003). Daha sonra vakum kesilerek kapal
sistem atmosferik basing altinda érnekler solisyonda bekletildi. Empregnasyon sonrasinda fazla
sivinin uzaklastiniimasi igin zeytinler filtre kagidi Gzerinde bir sire bekletildi. Daha sonra probiyotik
hicreler ile kaplanmig olan zeytinler dondurarak kurutma iglemine tabi tutuldu (Lablanco freeze

dryer, Freezone 18, Kansas, ABD). Kurutulmus zeytinler 4°C’de muhafaza edildi.

3.2.1. Mikroyapinin Mikroskobik Gozlemlenmesi
Zeytin yiizeyinin incelenmesi IYTE TAM'daki faz-kontrast mikroskobu ve taramali elektron
mikroskobu (FEI QUANTA 250 FEG, EDX ve ESEM dedektort) ile gerceklestirildi.

3.2.2. Probiyotiklerle Kaplanmig Zeytinin Mikrobiyolojik Analizi
Proje suresince belirli araliklarla oda sicakliginda muhafaza edilen zeytinler steril tipte yer alan
Tween 80 (0,025%, v/v) ilave edilmig 20 mL steril NaCl (0,85%, w/v) solusyonuna aseptik olarak
aktarilarak 2 saat boyunca 360 derece calkalayici ile karigtirildi. Elde edilen suspansiyonlar

seyreltilerek MRS agara sayim igin ekim yapildi. Ek olarak, baslangigta ticari alinan zeytin



orneklerinin mikrobiyal yukinu belirlemek icin farkli besiyerlerine de ekim yapildi; MRS (de Man
Rogosa and Sharpe, Merck, Almanya), PDA (Potato Dextrose Agar, Oxoid, ingiltere), PCA (Plate
Count Agar, Oxoid, ingiltere) (Lavermicocca vd., 2005).

3.3. istatistiksel Analizler
Calismada analizler paralelli olarak yapilmig, elde edilen veriler Minitab 18,0 (Minitab Inc., State
College, PA, USA) programinda degerlendirilmistir. Onemli bulunan farkliliklar One Way ANOVA

ve Tukey testine gore belirlenmistir (P<0,05).

4. BULGULAR

4.1. Ksilan Konsantrasyonunun Mikroenkapsiilasyon Verimliligine Etkisi
Farkli konsantrasyonlarda (1:1, 1:1,2, 1:1,3, 1:1,4) hazirlanan emdlsiyon sivisina ayni miktarda L.
pentosus hicreleri eklenerek 1 ay boyunca canliik sayimlari haftalik olarak yapilmistir ve
enkapstulasyon verimliligi hesaplanmistir. Tablo 3.1 ve Sekil 3.1 deki verilere gére 1:1 oranindaki
emulsiyonun mikroenkapsulasyon verimliligi diger konsantrasyonlardan daha yuksek oldugu

g6zlenmistir ve 1 ay sonunda canhligini dnemli dlgtide korudugu bulgulanmistir.
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Sekil 3. 1. PAS proteini-ksilan kompleksinin farkli konsantrasyonlari ile enkapsule edilen L.
pentosus’ un canhligindaki degisim

L. pentosus mikroenkapsulasyonunda en yuksek verimlilige %9 PAS poteini konsantresi ve %9
ksilan ile ulasiimigtir. Degerlendirilen tum konsantrasyonlarda mikroenkapsulasyon verimliligi
%90’ 1n Uzerindedir ve bakteri canhligi en az 10,1367 log KOB/g olarak sayiimistir. 4 haftalik stire

sonunda bakteri canlliklarinda ortalama 1,067 log KOB/g dusls gozlemlenmisgtir.



Tablo 3. 1. Ksilan konsantrasyonunun enkapsulasyon verimliligine ve bakteri canliigina etkisi

PAS proteini- Ksilan Mikroenkapsullasyon Bakteri canliigi 1 ay sonunda

Ksilany konsantrasyonu  verimi (%) (log KOB/Qg) canlilik (log
(%) KOB/qg)

PAS proteini- | 9,0 95,8041+0,002* 10,5854+0,001* 9,6508+0,0214

Ksilani:1

PAS proteini- | 10,8 93,097+0,1598 10,2742+0,021®  8,6334+0,030°

Ksilan;.1 2

PAS proteini- | 11,7 92,9954+0,0147® 10,2762+0,0308 9,5965+0,0118

Ksilani:1 3

PAS proteini- | 12,6 91,365+0,533¢ 10,1367+0,011¢  9,1225+0,018¢

Ksilany:1 4

Sonuglar ortalama * standart sapma olarak gosterilmistir. Ayni sttundaki farkh blyuk harfler,

Tukey testinde anlamli bir fark oldugunu géstermektedir (p<0,05).

1:1 oraninda PAS proteini konsantresi ve ksilan iceren emdilsiyon sivisi ile enkapsule edilen L.

pentosus’ un canlih@ 16 haftalik stire sonunda 1,8531 log KOB/g azalmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3. 2. 1:1 oraninda PAS proteini konsantresi ve ksilan ile hazirlanan emulsiyon ile enkapsule
edilen L. pentosus’ un 16 haftalik stiredeki canlilik degisimi

L. pentosus’un yanisira kontrol bakteri olarak kullanilan L. plantarum’ un da mikroenkapsulasyonu
1:1 oraninda PAS proteini konsantresi ve ksilan ile gergeklestirilmigtir ve 1 aylik stredeki canliligi

belirlenmigtir. L. plantarum 4 haftalik sure boyunca canliligini énemli dlgiide korumustur (Sekil

3.3).
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Sekil 3. 3. 1:1 oraninda PAS proteini konsantresi ve ksilan ile hazirlanan emdilsiyon ile enkapstle
edilen L. plantarum’ un 4 haftalik suredeki canlilik degisimi

4.2. Mikroenkapsulasyonu Gergeklestirilen L. pentosus’ un Mikroskobik
incelenmesi
L. pentosus mikroenkapstulleri saf su ile seyreltilerek faz - kontrast mikroskobu altinda
incelenmistir. Mikroenkapsule bakteriyi taramali elektron mikroskobunda incelemek igin ise érnek

liyofilize edilmistir ve 6rnek tzerine altin kaplama yapilmistir (Sekil 3.4).

HY spat /26/2
15.00kv 50 ETD :51:06 PM IYTEMAM

Sekil 3. 4. Mikroenkapstile edilen L. pentosus’ un mikroskobik gortntileri A) Faz- kontrast
mikroskobu gérintisua, B) Taramali elektron mikroskobu (SEM) gérintis

4.3. Vakum Empregnasyon ve Dondurarak Kurutma Sonrasi Zeytin Yiizeyine
Tutunan Bakterilerin Sayimi
37°C’ de 30 dakika vakum empregnasyona tabii tutulan siyah zeytinler, siire sonunda 5 dk normal
basing altinda empregnasyon sivisinda calkalanmistir. Bu islemden sonra zeytinler aseptik
kosullarda ambalajlanarak ylizeye tutunan bakteri sayimlari igin -4°C’de muhafaza edilmistir.
Ancak haftalik yapilan sayimlar sonucunda, yuzeye tutunan bakteriler canhhklarini kisa bir surede
yitirmistir. Canhlid1 korumak amaciyla gergeklestirilen dondurarak kurutma iglemi ile bu sorun
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¢ozUlmustar. Sekil 3.5'te L. pentosus’ un ve kontrol olarak kullanilan L. plantarum’ un gemlik

Uzerindeki canlihdinin 4 haftalik strecgteki degisimi gosterilmektedir.

Kapsullenen bakteriler zeytin yuzeyinde canhliklarini énemli olcide korurken, serbest halde

empregne edilen hicrelerin sayilari 1-2 log KOB/g azalmistir.

Serbest L. pentosus G Enkapsiile L. pentosus G
Serbest L. plantarum G =~ === Enkapsiile L. plantarum G

=
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Sekil 3. 5. Gemlik zeytin ylzeyine L. pentosus ve L. plantarum bakterilerinin empregnasyonu
sonucunda zeytin ylzeyine tutunan bakteri sayisinin 4 haftalik depolama surecindeki degisimi

Enkapsile bakterilerin gemlik zeytin ylzeyine empregnasyonunda baslangicta 6,28 log KOB/g
olan her iki probiyotik bakterinin canliiginda 4 hafta sonunda dnemli bir degisim gézlenmemistir.
Serbest halde empregne edilen L. pentosus zeytin ytzeyinde canhhidini korurken 4 hafta sonunda

serbest L. plantarum 5,33 log KOB/g olarak sayilmistir.

Kontrol zeytin olarak kullanilan hurma zeytinde de ayni islemler gercgeklestirilerek ylzeydeki
bakterilerin sayimi yapilmigtir, ancak hurma zeytinin normal mikroflorasinda da LAB’lerinin yer
aldigi tespit edilmigtir. Dolayisiyla vakum empregnasyon ve dondurarak kurutma sonrasi elde
edilen sonugclarin dogruluk degeri dusuktur. Hurma zeytin mikroflorasi agisindan zengin (S6zbilen
ve Baysal, 2016) oldugu igin bu projenin yuritilmesinde uygun bir faktér olmadigr anlasiimigtir.

Sekil 3.6’da gosterilen sonuglarda ise beklenmeyen artiglar ve azaliglar mevcuttur.
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Sekil 3. 6. Hurma zeytin yuzeyine L. pentosus ve L. plantarum bakterilerinin empregnasyonu
sonucunda zeytin ylzeyine tutunan bakteri sayisinin 4 haftalik depolama sirecindeki degisimi

Zeytinlerin ylzeyine probiyotik bakteri tutundurmak i¢in hazirlanan empregnasyon sivisinda kalan

bakterilerin miktari da 1 aylik stre icerisinde haftalik olarak sayilmistir (Sekil 3.7).

A\ |—o—serbest L. pentosus G = === Enkapsiile L. pentosus G —0— Serbest L. plantarum G = === Enkapsiile L. plantarum G
Serbest L. pent G sivi Enkapsiile L. pent G sivi Serbest L. plan G sivi Enkapsiile L. plan G sivt

»

Bakteri canlilig1 (log KOB/g)
vl
ANt o
Bakteri canlilig1 (log KOB/g)
a oo
INRCRERE N R ENRT N R

o N ®
~

4, 4,
1 2 3 4 1 2 3 4
Zaman (hafta) Zaman (hafta)
E === Serbest L. pent H w=fll== Enkapsiile L. pent H B =g Serbest L. plan H w=lll== Enkapsiile L. plan H
Serbest L. pent H sivi Enkapsiile L. pent H sivi Serbest L. plan H sivi Enkapsiile L. plan H sivi

7

9
75

] —t———
6,5

6

5

a

’

H u

Hunuiooui~IvicoUt

1 2 3 4 1 2 3 4
Zaman (hafta) Zaman (hafta)

Bakteri canliligr (log KOB/g)
Bakteri canlilig (log KOB/g)

Sekil 3. 7. Gemlik ve hurma zeytinlerin ylzeyindeki ve empregnasyon sivilarindaki bakterilerin
canhliklarinin degisimi A) L. pentosus’un gemlik ylzeyinde ve empregnasyon sivisindaki
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canhliginin degisimi, B) L. plantarum’un gemlik ylzeyinde ve empregnasyon sivisindaki
canlihginin degisimi, C) L. pentosus’un hurma ylzeyinde ve empregnasyon sivisindaki canliliginin
degisimi, D) L. plantarum’un hurma ylzeyinde ve empregnasyon sivisindaki canhliginin degisimi

L. pentosus ile hazirlanan empregnasyon sivisindaki bakteri canliliginda 4 haftalik depolama
suresince dnemli bir degisim gdzlenmemistir. Gemlik zeytinler igin hazirlanan empregnasyon
sivilari ile zeytin ylzeyindeki bakteri sayimlari arasinda yaklasik 1,5-2 log KOB/g fark

bulunmustur.

4.4, Zeytin Yiizeyinin Mikroskobik incelenmesi
Dondurarak kurutulmus zeytin drnekleri taramali elektron mikroskobundan goérintl almak igin
uygundur. EDX dedektoérl ile yapilan inceleme dncesi zeytin ylzeyine altin kaplama yapilmigtir.

ESEM dedektord ile yapilan incelemede ise kaplama yapilmamistir. Empregnasyon sivisi zeytin

ylzeyini kapladidi icin net olarak bakteri gorilememistir (Sekil 3.8).

Sekil 3. 8. Yuzeyine probiyotik bakteri empregne edilen gemlik zeytinin mikroskobik goéruntuileri A)
Taramali elektron mikroskobu (SEM) goérintist, B) Cevresel taramali elektron mikroskobu
(ESEM) goéruntusu

Faz-kontrast mikroskobu goérintileri zeytin ylzeyinden alinan ince bir kesit Uzerine saf su
damlatilarak alinmistir. Géruntller zeytin dokusunu ve bakteri mikrokapsullerini acik bir sekilde
gOstermektedir (Sekil 3.9).
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Sekil 3. 9. Ylzeyine probiyotik bakteri empregne edilen zeytinlerin faz - kontrast mikroskobu
goruntuleri A) Hurma zeytinin mikroskobik goruntusu, B) Gemlik zeytinin mikroskobik gorintusu

4.5, Zeytin Orneklerinin Mikrobiyolojik Agidan Giivenilirliginin Belirlenmesi
Gemlik ve hurma zeytinler analizlerde kullaniimadan énce MRS, PCA ve PDA besiyerlerine
ekimleri yapiimistir. Gemlik zeytini ile yapilan ekimlerde mikroorganizma gelismesi yok iken,
hurma zeytinde MRS besiyerinde 1,85x10° KOB/g ve PCA besiyerinde 5,45x10° KOB/g
sayllmistir. Dondurarak kurutma islemi sonrasinda her iki zeytin turunde de kuf gelisimi
gozlenmemigstir. Turk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi 15.11 maddesinde zeytinler i¢in
kdf limiti 10° - 10* KOB/g olarak bildirilmistir.

5. SONUC VE TARTISMA

Farkl konsantrasyonlarla hazirlanan PAS proteini konsantresi ve ksilan polimer kompleksi ile
olusturulan emiuilsiyonlar ile yapilan mikroenkapstlasyon sonucunda tim konsantrasyonlarda
(1:1, 1:1,2, 1:1,3, 1:1,4) %90 Uzerinde verimlilik elde edilmistir. Probiyotik bakteri sayim sonuglari
10,1367 log KOB/g ile 10,5854 log KOB/g arasinda degismistir. Mikroenkapsulasyon verimlilikleri
yakin sonuglar vermigtir, en yuksek verimlilie 1:1 oraninda olusturulan polimer matriksi ile
ulagiimistir, bu oranda mikroenkapsule edilen Lactobacillus pentosus’un canhligi 16 hafta
boyunca takip edilmistir. Baglangictaki sayisi 10,5854 log KOB/g olan bakterinin 16 hafta sonunda
sayisi 8,7323 log KOB/g’a dusmdustir. Sagliga yararl etkilerini gosterebilmesi igin tiketilmesi
gereken probiyotik bakteri miktari 6 log KOB/g'dir (Prado vd., 2008). 16 hafta sonunda 1,85 log
KOB/g'lik dusls olmasina ragmen probiyotik bakteri sayisi belirtilen alt limitin Gzerindedir ve
bakterinin canli kalma orani %82'dir. Lactobacillus acidophilus NRRL B-4495'in
mikroenkapsulasyonu ayni emulsiyon teknigi ile ksilan yerine pullulan kullanilarak yapilmistir.
Baslangicta 9,51 log KOB/g olan bakteri miktari 30 giin sonunda 7,87 log KOB/g' ye dismus ve
hayatta kalma orani %82 olarak belirtilmistir (Cabuk ve Harsa, 2015).
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Mikroenkapsulasyonu sonucunda 4 hafta boyunca 4°C’de depolanan Lactobacillus plantarum’un
canhliginda 6nemli bir degisim olmamistir, baslangicta 8,4771 log KOB/g olarak sayilan bakteri 4
hafta sonunda 8,4623 log KOB/g olarak sayilmistir. Yapilan bir ¢calismada %2 inulin varliginda
mikroenkapsulasyonu gerceklestirilien Lactobacillus plantarum’un canhliginda 30 glnlik
depolama stresince 0,47 log KOB/g azalma gdzlenmistir (Valero-Cases ve Frutos, 2015). Alves
vd., 2015 calismasinda, adi gecgen bakterinin emulsiyon olmayan bir yontemle enkapsilasyonu
sonucu zeytin ezmesindeki canlih@i raf dmri boyunca serbest hiicrelerle karsilastirildiginda bsarih
sonu¢ vermemigtir.  Projemiz  kapsaminda %9 ksilan kullanillarak  gergeklestirilen
mikroenkapsulasyon ile bakteri sayisinda 30 gunlik depolamada sadece 0,0148 log azalma
gbzlenmistir, bu slregte bakterinin hayatta kalma orani %99'dur. Yakin zamanda yapilan baska
bir ¢alismada, Lactobacillus plantarum’ u kapsuillemek icin prebiyotik arabinoksilan ve aljinat
kullaniimistir. Probiyotik ve prebiyotikleri bir araya getiren bu simbiyotik enkapstlasyon ile yiuksek
kapstllenme etkinligi ve gastro-intestinal kosullara ylksek diren¢ elde edilmistir (Wu ve Zhang,
2018). Dolayisiyla projemizde secilen 06zgun simbiyotik ve emulsiyon teknidi ile
mikroenkapsulasyonun, probiyotiklerin gida drtnlerindeki canliigini korumada gugli etkileri

oldugu sonucuna varilabilir.

Zeytinlerin ylzeyine bakteri tutundurmak/emdirmek icin icerisinde en az 8 log KOB/g bakteri
olacak sekilde empregnasyon sivisi hazirlanmistir. Vakum empregnasyon sonrasi gergeklestirilen
liyofilizasyon ile bakterilerin zeytin ylizeyinde kalmasi saglanmistir. Sadece vakum empregnasyon
bakterilerin zeytin ylzeyinde tutunup canhligini korumasini saglayamamaktadir. Ester vd.,
2019’nin probiyotik Lactobacillus salivarius'un elma dilimlerine empregnasyonu igin yaptig
c¢alismada, enkapsile edilmis ve ediimemis bakteriler kullanmistir ve baslangigta elma
yuzeyindeki bakteri sayisi 6-7 log KOB/g iken 7 glin sonunda 1-2 log KOB/g azalma goérulmustar
ve 14 gln sonunda bakteri canliigini %60 oraninda kaybetmigtir. YUratilen bu projede de ayni
sekilde zeytin ylzeyine probiyotik empregnasyonunda ¢ok hizl canhlik kaybi gézlenmigtir. Bu
nedenle dondurarak kurutma iglemi uygulanarak canhlik kaybi 30 gin boyunca minimuma
indirgenmistir. Dondurularak kurutma islemi, Lactobacillus rhamnosus emdiriimis elma
dilimlerinde bakteri canhligini korumak igin en iyi sistem olarak belirtiimistir. Bu yontem ile, L.
rhamnosus canlihdinda 1,1 log KOB/g azalma gézlenirken, 40°C'de tasiniml (konvektif) kurutucu
ve radyan enerji vakumuyla birlestirilmis taginimli kurutucu ile kurutulan elma dilimlerinde sirasiyla
1,7 ve 2,1 log KOB/g kayip meydana gelmistir (Noorbakhsh vd., 2013). Bir bagka ¢calismada, L.

plantarum ile zenginlestirilen elma kupleri dondurarak kurutma islemine tabii tutulmustur, ilk gin
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7,99 log KOB/g olan canli sayisi 25°C’de 120 giin muhafaza sonrasinda 7,03 log KOB/g'a diismis

ve bdylece canli sayisinda sadece yaklasik 1 log azalma gdézlenmigtir (Cui vd., 2018).

Sonuglar, hurma zeytin igin olmasa da, gemlik zeytinin probiyotik bakterilerin vicuda tasinmasi
icin uygun bir ara¢ oldugunu ortaya koymaktadir. Mikrobiyolojik analizlerden elde edilen sonuglara
gore, bir ayhk raf 6mru suresince L. pentosus ve L. plantarum zeytin yizeyinde canhliklarint dnemli
Olcide korumusglardir. Serbest hicrelerin zeytin ylzeyine empregnasyonu sonucunda ise L.
plantarum’un L. pentosus’a gbére daha hassas bir bakteri oldugunu ortaya ¢ikmistir. Enkapstle
hicrelerle yapilan empregnasyonda her iki bakterinin de canli kalma orani tiketim agisindan
uygundur (108 KOB/g). Sonug olarak, sofralik zeytinler yeni ve lezzetli fonksiyonel, bitkisel bir Griin
Uretmek igin iyi bir gida maddesi olabilir; zeytin ylizeyindeki canli probiyotik suslarinin seviyesi 10°
- 107 KOB/g arasinda degismistir. Bu, porsiyon basina yaklasik 10-15 zeytin alimi goéz 6niine
alindiginda (40-60 gram zeytine denk gelir), probiyotik suslarinin 107-108 KOB arasinda degisen

bir miktarda vicuda alinabilece@i anlamina gelir.

Oneriler

Dondurarak kurutma ydntemi ile atistirmalik probiyotik siyah zeytin Uretilebilir, bu islem igin
zeytinlerin ¢ekirdeklerinin gikartilmasi ve dilimlenmesi prosesi hizlandiracaktir ve kolay bir tiketim
saglayacaktir. Zeytinin artan fonksiyonel gida 6zelligi, beraberinde tlketim yelpazesini
genisletecek ve ihracat potansiyelinin arttiriimasina ve ¢esnilendirilmis probiyotik zeytin Gretimine

yol acacaktir.
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Proje kapsaminda gergeklestirilen ¢calismalarin amaci, probiyotik 6zellikteki Lactobacillus
pentosus NRRL-B 227 susunun, emilsiyon yontemi ile enkapstle edilmesi ve sofralik siyah
zeytinlerin ylzeyinin probiyotiklerle kaplanmasidir. Bu dogrultuda farkli konsantrasyonlarda
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teknigi ile mikroenkapsulasyon gergeklestiriimistir. Zeytin yuzeyini kaplama iglemi igin ise
vakum empregnasyon yontemi ve ardindan dondurarak kurutma islemi yapilmistir. Bir ay
suresince zeytinin ylzeyindeki enkapsiile probiyotik hiicrelerin canhhidinin takibi yapilarak
enkapstule edilmeyen probiyotik zeytin 6rnekleriyle karsilastiriimasi yapilmigtir. %9 ksilan ve
%9 peyniralti suyu proteini konsantresi kullanilarak yapilan enkapstilleme en yuksek
verimlilige sahiptir. Dért ay sonunda L. pentosus? un canli kalma orani %827?dir. Gemlik
zeytin ylzeyine probiyotik tutundurmak igin yapilan vakum empregnasyon ve dondurarak
kurutma sonrasinda, bakteri canliligi sabit kalmistir. Zeytin ylzeyinde hem enkapstle hem de
serbest haldeki L. pentosus canliligini énemli él¢tide korumustur. Kontrol bakteri olarak
kullanilan Lactobacillus plantarum DSM 1954, enkapstle halde zeytin ylizeyinde canliligini
korurken serbest halde canlilik kaybi gézlenmistir. Enkapsiile bakterilerin gemlik zeytin
ylzeyine empregnasyonunda baslangicta 6,2-6,3 log KOB/g olan her iki probiyotik bakterinin
canlihiginda 4 hafta sonunda 6nemli bir degisim gézlenmemistir. Serbest halde empregne
edilen L. pentosus zeytin ylizeyinde canlihgini korurken 4 hafta sonunda serbest L. plantarum
5,33 log KOB/g olarak sayilmistir. Elde edilen sonuglara gére enkapstile edilen probiyotiklerin
gemlik zeytin Uzerine empregnasyonu gerceklestirilerek, mide-bagirsak sistemi saghgi
acisindan zeytin, probiyotik bakteriler icin uygun bir tasiyici olabilir.
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