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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

Tursulardan Izole Edilmis Lactobacillus plantarum Suslarimin Probiyotik ve

Antioksidan ézelliklerinin Belirlenmesi

Fecri OZKAN

Mus Alparslan Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dah

Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Yusuf ALAN

Bu calismada, geleneksel olarak tiretilen tursulardan izole edilmis Lactobacillus plantarum
suslarinin probiyotik ve antioksidan kapasitelerinin belirlenmesi amaglanmigtir. L. plantarum suslarinin
probiyotik kapasitelerinin belirlenmesinde suslarin pH, pepsin, pankreatin ve safra tuzlarina karsi1 direng
Ozellikleri aragtirilmustir. Arastirmada ayrica L. plantarum suslarinin rediikte glutatyon (GSH),
malondialdehit (MDA) seviyeleri, glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve katalaz (CAT) enzim aktiviteleri ile
1,1-difenil 2-pikril hidrazil (DPPH) radikal giderme aktiviteleri Ol¢iilerek antioksidan kapasiteleri
belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore; pH1.0°de izolatlarin 1. saat disinda aktivite gostermedikleri
belirlenmistir. izolatlarin pH 2.0 ve pH 3.0’te ise zamana bagl olarak aktivite gosterdigi gézlemlenmistir.
[zolatlarin pepsin, pankreatin ve safra tuzuna kars1 direng gosterdigi tespit edilmistir. Antioksidan dzellikler
bakimindan; izolatlarin DPPH radikalini gidermede ve MDA seviyelerini diisiirmede iyi etki gosterdikleri
belirlenmistir. Izolatlarin GSH-Px, CAT enzim aktivitesi ve GSH seviyelerine bakildiginda ise, suslarinin
biiyiik bir kisminin kontrollerden daha yiiksek aktivite gosterdigi tespit edilmistir. YS1ve Y72 nolu
izolatlarin pH 1.0’deki aktiviteleri diger izolatlara gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Y5 nolu izolatin
DPPH" stipiirmede iyi bir etki gosterdigi ve Y 1 nolu izolatin katalaz aktivitesinin ise kontrolden 20 kat daha
fazla oldugu belirlenmistir. Genel olarak degerlendirildiginde Y25 nolu izolatin hem probiyotik 6zellik hem
de antioksidan kapasite agisindan en iyi aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Bu ¢aligmada elde edilen
bulgular 1s18inda; Y25 nolu izolatin kullanilmasimin gida, ilag ve ilag benzeri takviye gida iiriinleri
endiistrilerine katki saglayacag diisiiniilmektedir.

2020, 79 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Antioksidan aktivite, Laktik asit bakterileri L. plantarum, Probiyotik,
Tursu.



ABSTRACT

MS Thesis

Determination of Probiotic and Antioxidant Properties of Lactobacillus plantarum
Strains Isolated from Pickles

Fecri OZKAN

Mus Alparslan University
The Graduate School of Natural and Applied Science
Department of Biology

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Yusuf ALAN

In this study, probiotic and antioxidant capacities of Lactobacillus plantarum strains isolated from
conventional pickles were assessed. In order to determine the probiotic capacities of L. plantarum strains,
their resistance was examined against pH, pepsin, pancreatin and bile salts. For their antioxidant capacities,
the level of reduced glutathione (GSH) and malondialdehyde (MDA) and the enzyme activities of
glutathione peroxidase (GSH-Px) and catalase (CAT) were evaluated. Moreover, 1,1-diphenyl 2-picril
hydrazyl (DPPH ¢) radical removal activities were measured for this purpose. The results indicated that at
pH 1.0 the isolates did not exhibit any activity apart from the first hour, whereas at pH 2.0 and pH 3.0 the
isolates showed some activity with time. It was found that the isolates resisted to pepsin, pancreatin and
bile salt. With regards to antioxidant properties, the isolates were observed to remove DPPH radical and
considerably reduce MDA levels. When the enzyme activities of GSH-Px and CAT and the GSH levels of
the isolates were analysed, most of the strains were seen to show much higher activity than the controls.
Moreover, the activities of Y51 and Y72 isolates at pH 1.0 were higher than other isolates. The Y5 isolate
did significantly sweep DPPH, and the catalase activity of Y1 isolate was 20 times higher than the control.
In general, the Y25 isolate was found to show the highest activity in terms of both probiotic properties and
antioxidant capacity. In the light of these findings, the use of isolate Y25 will contribute to the food,
medicine and drug-like supplement food products industries.

2020, 79 Pages

Key Words: Antioxidant activity, L. plantarum, Lactic acid bacteria, Pickles, Probiotic.
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1. GIRIS

Probiyotik Latinceden dilimize aktarilan bir sozciiktiir. Tiirkge kelime anlami
‘yasam i¢in’ seklinde ifade edilmistir. Probiyotikler insanlarin ve hayvan gastrointestinal
sistemindeki mikrobiyolojik dengeyi saglayarak konakgiya yarar saglayan sadece bir
tiirden meydana gelen veya birden fazla tiirii iceren “canli mikroorganizmalar” olarak
tanimlanmuistir. Probiyotiklerin biyokimyasal 6zellikleri ve sagliga pozitif etkileri tizerine
ilk calisma Rus bilim insan1 Metchnikoff tarafindan yapilmistir. Metchnikoff 19. yiizyilin
sonlarinda, gastrointestinal mikrofloranin olusmasi tizerine yaptigi sistemli galisma
sonucunda; fermente edilmis siit mamullerinin organizmanin tirettigi sekonder metabolit
olan toksik bir maddeden zehirlenmeyi dnledigini bildirmistir (Fuller, 1989; Fuller, 1999;
Gismondo ve Drago, 1999).

Probiyotik bakteriler farkli maya ve bakteriyel suslart icermektedir. Giiniimiizde
de hastaliklarin sagitimi, viicut direncinin arttirtlmasi amaci ile bir¢cok gidanin yani sira
farkli mikroorganizmalari igeren besinler de probiyotik olarak tiiketilmektedir. Probiyotik
amagl olarak kullanilan mikroorganizmalar igerisinde, en ¢ok tercih edilenlerin basinda
LAB (Laktik Asit Bakterileri) grubu gelmektedir (Schaafsma, 1996). En yaygin olarak
kullanilan probiyotik mikroorganizmalar, LAB simifinda yer alir. Taksonomide LAB
baglica 6 grupta siniflandirilir (Tannock, 1997). Bunlar; Enterococcus, Streptococus,
Pediococcus, Leuconostoc ve Bifidobacterium Lactobacillus’dur. insanlarm yasam
kalitesini arttirmak ve hastaliklara karsi korunmak i¢in diyetlerinde; hayvanlarda ise tiriin
kalitesini ayrica verimi arttirmak i¢in, yem katki maddesi olarak sik kullanilan probiyotik
mikroorganizmalar arasinda Lactobacillus plantarum, Streptococcus thermophilus,
Lactobacillus casei, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus reuteri,

Lactobacillus acidophilus gibi LAB yer almaktadir (Basyigit, 2004).

Iyi bir probiyotik; patojen olmamali kullanildig1 insan ve hayvanda olumsuz
etkiler olusturmamalidir. Ayn1 zamanda mide ve duodenumdan gegisi sirasinda ortamin
yiiksek asitliligine toleransli olmali, sindirim sisteminde ilerlerken ince bagirsagin iist
boliimiinde, safra salgilarma duyarli olmamalidir. Istenilen bir baska dzellik ise bagirsak
limenine kisa stirede yapisip cogalmasidir. Antibiyotik maddeleri sentezleyerek patojen
etki gdsteren mikroorganizmalarin, sindirim sisteminde sayisal artiglarini durdurmalari
gerekir. Insan ve hayvan sagliginda cesitli nedenlerden dolay1 kullanilan antibiyotiklere

kars1 direnclilik gostermelidir. Sagligi tehdit eden patojen mikroorganizmalara karsi



antagonistik etki yaratmali, hidrojen peroksit, bakteriyosin, laktik asit ve benzeri olan
organik asit tiirevlerini sentezleyebilmelidir. Ayrica bagirsagin pH’sin1 diisiirmeli, mide
ve diger sindirim kanallarindan gegisleri sirasinda hayatta kalabilmelidir. Epitel ylizeylere
tutunmay1 saglayan maddeler (ekzopolisakkarit, lektin vb.) iiretebilmeli, bakterinin
yiizeyi hidrofobik yapida olmalidir. Agregasyon ve koagregasyon yetenegine sahip
olmali. Stoklanma siiresi boyunca canliligini ve stabilitesini korumalidir. Konakgiya has
olmali, antikor tiretimini uyararak, bagisiklik sistemini gii¢clendirmelidir (Nousiainen ve
Setala, 1993).

Probiyotikler saglik iizerine olumlu pek ¢ok etkisinin yani sira antioksidan
ozellige de sahiptirler (Wang ve ark., 2015). Biyolojik sistemlerde antioksidan maddeler,
cesitli nedenlerden dolay1r meydana gelen serbest radikalleri biyokimyasal tepkimeler ile
notralize ederek hiicrelerin serbest radikallerden olumsuz etkilenmesini onler ve

hiicrelerin rejenerasyonunu saglarlar (Gok ve Sertsever, 2003).

Bu c¢alismada; geleneksel yontemlerle hazirlanmis tursulardan izole edilmis L.
plantarum suslarinin diisiik pH, pepsin, pankreatin ve safra tuzlarina kars1 direng gosteren
probiyotik 6zellikler incelenmistir. Ayrica rediikte glutatyon (GSH), malondialdehit
(MDA), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) katalaz (CAT) ve 1,1-difenil 2-pikril hidrazil

(DPPH") gibi antioksidan kapasitelerinin belirlenmesi amaglanmustir.
1.1. Probiyotikler

Probiyotikler, besin yolu ile viicuda alindiginda konakciya belirli baz1 yararlar
olan, disiik pH’da dayanikli, bagirsaklarin i¢ liimen epitel hiicrelerine yapisabilen,
hastalik olusturmayan sindirim kanali boyunca canli kalabilen mikroorganizmalardir.
Probiyotik sozciigii, Yunanca; ilk veya oncii anlamini tagiyan ‘pro’ Ve yasam manasina
gelen ‘biota’ sozciiklerinin bilesiminden tiiretilmistir. ‘Yasam igin’ anlamina gelen

probiyotik ifadesi, antibiyotik sozctigii ile zit anlam tagimaktadir (Bengmark, 2003).

Su ve toprakta neredeyse hig rastlanilmayan probiyotik bakteri grubuna ait gesitli
cins ve tirler suit ve sit uriinlerinde, bitkilerde, bitkisel triinlerde ve bitki atiklarinda,
insanlarin ve diger canli organizmalarin sindirim sistemlerinde rastlanabilir. Bu bakteri
gruplarina ayrica dis ve agiz bolimiinde, nadiren idrar yollarinda ve lokal
enfenksiyonlarda da rastlanabilir. Saglikli kadinlarin vajinal mikroflorasinda ise baskin

tirler olarak bulunmaktadirlar (Esil, 2007; Er, 2016).



1.1.1. Probiyotiklerin tarihcesi

Yasam igin, canlt i¢in anlamina gelen probiyotik kelimesi, Yunancadan
tiiretilmistir. ilk olarak “probiyotik” terimi Nobel 6diillii arastirici Elie Metchnikoff’un
caligmalar1 sonucunda dile getirilmistir. 19.yy. baslarinda Metchnikoff kdy kesimlerinde
yagsayan Bulgarlarin uzun bir hayat siirmelerini, kullanmis olduklar1 fermente siit
tirtinlerine baglamis ve belirli bakteri tiirlerinin gastrointestinal sistemde olumlu etkilere

neden olabilecegi teorisini ileri siirmiistiir (Kopp-Hoolihan, 2001; Sanders, 2003).

Biyolojik bir terim olarak “Probiyotik” ifadesi, ilk kez Ferdinand Vergin
tarafindan 1954 yilinda yapilan “Anti-und Probiotika” isimli ¢aligmada kullanilmistir. Bu
calismada, Vergin antibiyotiklerin etki mekanizmalarimi ve mikroflora iizerindeki
patojenite gostermeyen bakterilerin faydali “Probiotika” etkileriyle iliskisini aragtirmigtir
(Corthier, 2004; Polewski ve ark., 2016; Vergin, 1954).

Vergin’in Onerisinin diginda veteriner kdkenli Lilly ve Stillwell ilk kez 1962
yilinda bu yararli mikroorganizmalar i¢in “probiyotik™ terimini 6nermis ve bu terim
giinlimiize kadar gelmistir. Parker 1974 yilinda ilk kez probiyotik kelimesini bugiin
kullanildigi anlami ile aymi anlamda kullanmistir. Parker, probiyotikleri hayvan
yemlerinde bulunan ve konakg1 organizmanin bagirsak flora dengesinin diizenlenmesini,
gelismesini saglayan maddeleri, mikroorganizmalar1 tanimlamak i¢in kullanmigtir
(Malago ve ark., 2011; Parker, 1974).

Bu yeni kavram &zellikle Ingiliz mikrobiyolog Rol Fuller tarafindan incelenmis
ve calismalarim1 daha ¢ok LAB iizerine yogunlastirmistir. Fuller 1989 yilinda
probiyotikleri, konak¢inin “bagirsak mikrobiyal dengesini gili¢lendiren canli mikrobiyal

katk1 maddeleri” seklinde ifade etmistir (Fuller, 1989; Malago ve ark., 2011).

Avrupa Birligi’nin katkilari ile 1995°de Briiksel’de diizenlenen probiyotik konulu
uzmanlarin katildigi toplantida ise probiyotigin tanimi; saglikta koruyucu etki eden,
sindirim sistemi, tireme sistemi ve solunum sistemine faydali etkileri olan, canli, bir ve
ya birden fazla belirli mikroorganizmalar tarafindan olusturulan saf ya da karisik kiiltiirler
olarak tanimlanmistir. Giiniimiizde ise daha genel bir kavram ile yeterli miktarda
tilketildiklerinde insan ve hayvan saghgma olumlu katki saglayan yararli, canli

mikrobiyal gida icerikleri olarak tanimlanmaktadir (Onal ve ark., 2005).

FAO ve WHO ise 2002 yilinda probiyotikleri, uygun miktarlarda alindiklarinda

konak¢min sagligi iizerinde faydali etkileri olan canli mikroorganizmalar olarak



tanimlamiglardir. Ayn1 zamanda bu mikroorganizmalarin GRAS (genel olarak giivenli
bilinen) sistemine uygun olmasi gerektigini bildirmislerdir. Gliniimiizde ise probiyotikler
insan ve hayvan saglig1 tizerinde olumlu etkileri olan gida, hayvan yemi ya da gida katki
maddelerine eklenen, canli mikrobiyal preparatlar olarak tanimlanmaktadir.
Probiyotiklerin bagirsak mukozasinda tutunma bolgeleri igin, rekabet ederek patojen
mikroorganizmalarin epitel hiicrelerine tutunmasini engellemeleri, bakteriyosin olarak
bilinen antimikrobiyal maddeler iiretmeleri ve sindirim ig¢in elzem bazi enzimleri
sentezleyerek besinlerin kimyasal sindirimine yardimci olmalar1 da ayri bir 6zellikleridir
(Bengmark ve ark., 2003).

1.1.2. Probiyotiklerin kullanim alanlari

Probiyotik bakteriler folik asit, biotin, laktik asit, lactolin, acidophilin, lactocidin
nisin, K vitamini sentezi ve karbonhidratin kimyasal sindirimi gibi bazi nitellikleri
tasimaktadirlar. Bu bakteriler arasindan en bilindik tiirler Lactobacillus ailesine aittir
(O’Hara, 2006; Zoetendal, 2006; Serino ve ark., 2009). Bu ozelliklere sahip bakteri

kolonileri potansiyel olarak, patojen etki gosteren istilact bakterilerin gelismesini

iyi
bakterilerin bir kism1 giinliikk diyette probiyotik destek tiriinii olarak kullanilmaktadir

(genellikle rekabet¢i dislama yoluyla) onlemektedir. Bu 6zelliklerinden dolay1

(Salminen, 2005). Probiyotik bakteriler konak¢i biinyesinde; immiin sistemin
modiilasyonu, mukozal bariyer takviyesi, ilag metabolizmasi, kan damarlarinin olusumu,
sindirim sistemi motilitesinin diizenlenmesi ve dogum sonrasi (postnatal) bagirsaklarin

gelismesi gibi islevleri bulunmaktadir (Serino ve ark., 2009; Ouwehand, 2002).

Asit stresi gida teknolojisinde kullanilan bakteriler i¢in 6zel bir 6neme sahiptir.
Fermente iriinlerin islenmesi ve depolanmasi sirasinda iiriiniin asitlifinden dolay1
canliligint kaybedebilmektedir. Baz1 fermente iriinlerin yapisal 6zellikleri probiyotik
bakterilerin depolanma, olgunlasma ve sindirim sistemine tasinmasinda koruyucu

olabilmektedir (Jan ve ark., 2001).

Probiyotik olan LAB’lar insanlarin beslenmesinde ¢ok 6nemli bir role sahiptir. Bu
mikroorganizmalar &zellikle gida teknolojisinde, Sauerkraut, salamura yesil zeytin,
lahana tursusu, salgam gibi fermantasyonla elde edilen, bitkisel {irlinler, kimiz, yogurt,
kefir, gibi fermente siit mamiilleri, balik sosu, sucuk, sarap ve bunlarin yanisira; ekmek,
ogi, boza, tarhana, malt gibi tahil iirinleri ve pek ¢ok gidanin tiretimi, olgunlastirilmasi,

raf Omriiniin uzatilmasinda LAB’lar kullanilirlar (Blandio ve ark., 2003).



Ayrica probiyotik LAB’lar, ¢ok sayida mono (heksoz ve pentoz) ve di-sakkaritleri
metabolize edebilirler. LAB gida ve gida dis1 sektorlerde desteklenen uygulamalara dahil
olan birgok metaboliti dogal olarak iiretmektedirler. Ornegin; bakteriyosinler gibi
antimikrobiyal molekiiller; diasetil ve asetaldehit gibi gida aroma ve tatlari; vitamin gibi
gida kompleksleri; ekzopolisakkaritler gibi gida tekstiir ajanlarini; mannitol gibi
tatlandiricilart; y aminobiitirik asit, opioid peptitler, selenometabolitler gibi nutrasotik
molekiiller; laktik asit ve etanol gibi kitlesel halde elde edilen kimyasallar, hatta plastik
polimer iiretimindeki uygulamalarla birlikte polilaktik asit (PLA) yada polietilen
terafitalat (PET); etil asetat ve etanol gibi ¢ozgen yada biyoyakitlar;
polihidroksialkanotlar (PHA) gibi biyog¢oziiniir plastiklerin iretiminde kullanilirlar (Ross
ve ark., 2002; Mazzoli ve ark., 2014).

1.1.3. Probiyotik mikroorganizmalar

Probiyotikler, insan ve hayvanlarin dogal mikroflorasinda olumlu etkiler gosteren
ve dogal mikrofloraya ait ¢esitli anatomik fizyolojik 6zelliklerin islevselligini arttiran,
konakg1 tarafindan tiiketildiginde, agiz mikroflorasinda, gastrointestinal sistemde,
tirogenital kanallarda, ist solunum yollarinda, olumlu etkileri ile konak¢inin sagligina
pozitif yonde etki eden ve bu floralarda patojenlerin kolonize olmasini engelleyerek,
olusan enfeksiyonlarin iyilesme siirecine katki saglayan bir ve ya birden fazla, karisik

mikroorganizma kiiltiirleridir (Darilmaz ve ark., 2012).

Giinlimiizde birgok mikroorganizma probiyotik olarak kullanilmaktadir.
Probiyotiklerin ¢ogunlugunu genel olarak LAB olusturur. Yogurt iiretiminde rol alan
mikroorganizmalar (Lactobacillus bulgaricus ve Streptococcus thermophilus) harig,
geriye kalan biitin LAB tiirleri bagirsak mikroflorast iyeleridir. En sik kullanilan
probiyotik LAB (Streptococcus spp, Lactobacillus spp, Enterococcus spp, Pediococcus
spp, Leuconostoc spp, Bifidobacterium spp.) dir. LAB’1n probiyotik olarak kullanilmasi
yaninda, bir maya mantar1 olan Saccharomyces boulardii de probiyotik olarak sikga
kullanilmaktadir. Saccharomyces boulardii, Dr. Boulard tarafindan menseyi uzakdogu

olan tropikal bir meyvenin kabugundan izole edilmistir (Reid ve ark., 2003).
1.1.3.1. Probiyotik olarak kullanilan bakteriler

Gilinimiizde probiyotik takviye i¢in, bir¢ok farkli cinsten mikroorganizma tercih
edilmektedir. Ancak probiyotik amagla tercih edilen bakterilerin basinda Laktobasiller,

Bifidobakteriler ve Enterococcuslar gelmektedir (Fontana ve ark., 2013). Hastalik etkeni



olmayan ve ayni zamanda zehirli madde iiretmeyen bu mikroorganizmalar stoklama
esnasinda Uriinde canliligmi yitirmedigi ve tiikketimi sonrasi tiikketen canlilarin
mikroflorasinda yer aldigi olgiide faydalar1 artmaktadir. Probiyotik bir mamiil bu
mikroorganizmalarin bir tiirtinii ya da birden fazla tirt ihtiva edebilir. Probiyotik bir
iriiniin daha da etkili olmas1 igcerdigi mikroorganizma sayisi ile dogru orantilidir.
Mikroorganizma sayisi arttikga, probiyotigin kullanim alan1 (sindirim kanali, iirogenital
kanallar, tist solunum yolu vb.) ve etkinligi (folik asit, biotin, laktik asit, lactolin,
acidophilin, lactocidin nisin, K vitamini sentezi ve karbonhidratin kimyasal sindirimi gibi
ozellikler) genislemektedir (Akalin ve ark., 2000).

Insanlarin gastrointestinal sisteminde 500 ¢esidin {izerinde probiyotik cinsleri
mevcuttur. Bu mikroorganizmalarin ¢ogu, Enterococcus veya Bifidobacterium cinsine
mensup bakterilerdir (David, 2003). L. bulgaricus, L. cellebiosus, L. delbrueckii, L. lactis,
L. acidophilus, L. reuteri, L. casel, L. curvatus, L. fermentum, L. johsonli, L. plantarum,
L. helveticus, L. salivarius, L. gasseri, Bifidobacterium adolescentis, B. bifidum, B. breve,
B. infantis, Propionibacterium shermanii, B. longum, B. thermophilum, Enterococcus
faecium, Bacillus subtilis, B. pumilus, B. lentus, B. licheniformis, B. coagulans,
Streptococcus cremoris, S. thermophilus, S. intermedius, L. rhamnosus, S. lactis, S.
diacetilactis, Pediococcus cerevisiae, P. acidilactici, P. pentosaceus, Bacteriodes
capillus, Bacteriodes suis, B. ruminicola, B. amylophilus L. brevis, P. freudenreichii, L

mesenteroides, probiyotik bakteriler olarak kullanilirlar (Prabhu ve ark., 2012).
1.1.3.2. Probiyotik bakterilerin 6zellikleri

Her mikroorganizma probiyotik degildir. Herhangi bir mikroorganizmanin
probiyotik amaciyla kullanilabilmesi i¢in dncelikle bilimsel olarak gereken arastirmalar
yaptlmalidir. Yapilan c¢aligmalar kontrollii deneylerle ve klinik ¢aligmalarla
desteklenmelidir. Bu ¢alismalarin iki temel basamagi vardir. Ilk asama probiyotik susun
taksonomik olarak simiflandiriimasi ve sahip oldugu dzelliklerin belirlenmesidir. Ikinci
asama ise secilen probiyotik mikroorganizma tiirlerin fonksiyonel olan etki

mekanizmalarinin ayrintili bir sekilde belirlenmesidir (Giilmez ve Giiven, 2002).

Probiyotiklerin fizyolojik 6zellikleri detayl arastirildik¢a ve kontrollii deneylerle
ayni genetik yap1 gosteren suslar arasindaki farkliliklar net bir sekilde belirtilse; suslara
Ozgii tahmin edilen probiyotik etkilerde kanitlanmis olacaktir. Probiyotik bakterilerin

seciminde bazi Ozel kriterlerden yararlanilmaktadir. Bu kriterler; giivenilir ve stabil



olmalidir, EPS iiretebilmeli, diisiik pH ve safra tuzlarina kars1 dayanikli olmalidir. Mide
ve bagirsak kanalidan gecisleri sirasinda canli kalabilmelidirler, Agregasyon ve
koagregasyon yetenegine sahip olmalidir, patojen bakterilere kars1 antagonistik etkileri

olmalidir, patojenik olmamali ve toksik madde tiretmemelidir (Huang, 2004).

Probiyotik se¢im kriterlerinde en ¢ok istenen 6zellik suslarin asit ve safra tuzlarina
kars1 direng gosterebilmeleri ve gastrointestinal sistemde canliliklarini uzun siire
stirdiirebilmeleridir. Bagirsak mukozasina baglanma yetenegi de 6nemli probiyotik se¢im
kriterlerinden biridir. Clinkii suslarin bagirsak mukozasina tutunabilmesi kolonizasyonu
icin gerekli olmakla birlikte patojen mikroorganizmalarin tutunmasi ve kolonizasyonun
engellenmesi agisindan da Onemlidir. Bunun yaninda fenotip, genotip ve plazmit
stabilitesi, epitel dokulara tutunabilme yetenegi, antimikrobiyal maddeler iiretmesi,
antibiyotiklere kars1 diren¢ gosterebilmesi, patojenleri inhibe edebilme kabiliyeti de

istenen Ozellikler arasinda yer alir (Ahire ve ark., 2012; Desai, 2008).
1.1.3.3. Probiyotik bakterilerin etki mekanizmasi

Yakin zamanda kullanilan mikroorganizmalarin probiyotik olarak potansiyeli,
saglik agisindan faydalarinin teyit edilmesi, probiyotiklerin tetkik ve teshisin yapilmasina
iligkin, bilimsel ¢alismalarda 6nemli 6lgiide bir artisin oldugu gozlenmektedir. Probiyotik
mikroorganizmalar olarak tanimlanmis kimi 6zel suglarin insanlarin tiikketimi igin giivenli,
saglik acisindan  faydali fonksiyonlarmin oldugu g¢esitli bilimsel arastimalarla

ispatlanmistir (Senok ve ark., 2005).

Giintimiize kadar yapilan arastirmalar sonucunda, probiyotiklerin insan ve hayvan
saghig iizerinde cok sayida olumlu etki sergiledigi i1yi bir sekilde anlasiimistir.
Probiyotiklerin agizdan alimi yararli mikroorganizmalarin gelismesini stimiile eder ve
patojenlerin miktarim1 azaltir, bdylelikle konak¢inin intestinal mikrobiyal dengesi
diizenlenir ve gastro-intestinal hastaliklarin riski azalir (Fuller, 1989; Chiang ve Pan,
2012).

Probiyotiklerin bakteriyel laktaz enzimini tirettigi ve laktozun sindiriminde katki
sagladigl, ayrica IgA sentezlemesinin arttirilmast ile bagisiklik sisteminin stimiile
edilmesini, antijen etki gosteren maddelerin kardiyovaskiiler sistemine gecisinin
onlenmesi ile viicudun alerjenlere karsi, asir1 tepkisinin azaltilmasi yoniinde bulgular

tespit edilmistir (Kailasapathy ve ark., 2013).



Insanlarda probiyotiklerin kullanimi neticesinde belirtilen yararlari; laktoz
intoleransini baskilamasi, gastrointestinal enfeksiyonlarini 6nlemesi, kansere yakalanma
riskini azaltmasi, kan sekerini dengelemesi, Kolesterol sevyesinde azalmayi ve kalp-
damar rahatsizliklarin1 engellemesi, gaz siskinlik kabizlik gibi sindirim rahatsizliklarini
gidermesi, ¢esitli vitaminleri sentezleyerek besinsel degeri arttirmasi ve immiin sistemini
giiclendirmesi olarak Ozetlenmektedir (Salminen ve ark., 1998; Fooks ark., 1999;
O’sullivan, 2006).

Bununla birlikte kalp hastaliklarini iyilestirici yonde L. rhamnosus, g¢ocuklarda
goriilen ishal salgini tedavisinde ve bagirsak hastaliklarin1 6nleyici yonde L. plantarum
rapor edilmistir (Goldenberg ve ark., 2013; Johnson ve ark., 2016; Kumar ve ark., 2013).
Ayrica fonksiyonel kabizligin goriildiigli ¢ocuklarda, probiyotik mikroorganizmalarin

kullanilmast sonucu bir ¢ok vakkada olumlu etki gdsterdigi rapor edilmistir (Asburce ve

ark., 2013).

LAB’in pek cok tiiriiniin bakteriyosin iirettigi ¢esitli arastirmalar sonucunda
bildirilmistir. Baglica tanimlanan bakteriyosinler; lactolin, acidophilin, lactocidin ve
nisindir. Bakteriyosinler, L. plantarum tarafindan sentezlenen lactolin ya da L. lactis ‘in
tirettigi nisin gibi antibiyotik, antibiyotik tiirevleri ve ya antibiyotik benzeri maddeler baz
alinarak tanimlanmasi yapilmistir. LAB tarafindan sentezlenen bakteriyosinler ele
alindiginda; L. lactis subsp. lactis tarafindan sentezlenen nisin en iyi tanimlanmasi
yapilan bakteriyosindir. Antibakteriyel etki L. acidophilus tarafindan iiretilen lactocidin
ve acidophilin, iiretilen bakteriyosinler araciligiyla bakteriyosinin tiiriine bagli olarak
ozellikle S. aureus, Listeria spp., B. cereus, C. perfringens gibi su veya gida kdkenli olan

patojen bakterilere olumsuz etki edebilmektedirler (Dinger ve ark., 2009).
1.1.4. Laktik asit bakterileri

LAB (Laktik asit bakterisi) ifadesi, uzun zamandan beri farkli ¢evrelerce “siit
eksitici organizmalar” terimi ile es anlamli olarak kullanilmistir. Fakat ilerleyen zaman
ve siirekli gelismekte olan teknoloji ile birlikte son yillarda farkli ¢esitlilikte fermente
tirlinlerinin iretimi, saklanmasi, olgunlastirilmasinda rolii olan 6nemli endiistriyel
mikroorganizmalar olarak tanimlanmaktadir (Batish ve ark., 1997). LAB, bir¢ok gida
tirlinlerinin besin degerine ve besinlerin dogal yollarla muhafaza edilmesinde rol
oynarlar. Bu Ozelliklerinden dolayr  yiizyilllardan beri  6nemini  koruyan
mikroorganizmalar arasinda yer alirlar. Mikrobiyal ekolojileri incelendiginde; bu

mikroorganizmalarin biiyiik bir kisminin insanlarin, hayvanlarin ve bitkilerin yasadigi



dogal habitatlarda yasadigi gozlenir. LAB dogal ortamlardan izolasyonu yapilabilen,
cesitli biyoteknolojik aragtirmalarda ve genis Olgekte (endiistriyel) gida {iretimi gibi
birgok alanda kullanilirlar. Beslenmemizde kullandigimiz bir¢ok fermente iiriin LAB
sayesinde tazeligini ve besin degerini korur. LAB, beslenmemiz ve sagligimiz konusunda
olduk¢a onemli mikrobiyal ajanlar olarak kabul edilir. LAB’in bazi tiirleri insan ve
hayvanlarin solunum yolu, sindirim sistemi ve tirogenital sistemlerinde de goriilmektedir
(Holzapfel ve Wood, 2014).

LAB, probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalarin en 6nemli grubunu
olusturmaktadir. LAB grubu igerisinde ise, probiyotik olarak en sik kullanilan ve en genis
kullanim alanina sahip olan mikroorganizmalar Lactobacillus tiirleridir. LAB’lar,
karbonhidrat metabolizmalar1 sirasinda sekerleri laktik asite (laktat’a) doniistiirebilen
mikroorganizmalar olarak tanimlanmistir. LAB’lar hiicre duvari yapisi bakimindan Gram
pozitif, katalaz enzim aktivitesi yoniiyle katalaz negatif reaksiyon verirler. Ayirt edici
Ozellik gosteren birka¢ iiye disinda timi hareketsizdir. Tim tyelerden sadece
Sporolactobacillus inulinus tiirii spor olusturur. Biitin LAB’lar anaerobik sartlarda
gelisim gosterebilmektedir. Fakat pek ¢ok anaerobik bakterinin aksine oksijen varligina
toleranslidirlar, yani oksijenin bulundugu ortamlarda da gelisebilirler. Bu 6zelliklerinden
dolay1, aerotolerant anaerob veya fakiiltatif organizmalar seklinde isimlendirilirler.
Fermantasyon olayr sonucunda, ana iiriin olarak laktik asit sentezleyen bu bakteriler
mezozomlart olmadigi igin sitokrom igermezler ve elektron tasima sistemine sahip
degiller. Bu nedenden dolayi, enerji ihtiyaci sadece substrat diizeyinde fosforilasyondan
elde edilmektedir. Fizyolojik 6zellikleri agisindan birbirine benzer olduklari halde, sito-
morfolojik 6zellikleri agisindan oldukga birbirinden farkli olan cinsleri igerirler. Hiicresel
morfolojileri, kok (streptokok, laktokok, enterokok, pediokok, leukonostok) veya
¢omak/gubuktan (laktobasiller) olusan farkli uzunlukta zincir seklindedir (Klein ve ark.,

1998; Renault, 2002; Liu, 2003; Frangoise, 2010).

LAB’lar genel olarak mezofilik bakterilerdir ancak 5 Cden 45 §C’ye kadar oldukca
genis bir sicaklik araliginda da geligebilirler. Onlar hem asit hem de alkali gevrelere
toleranslidirlar. LAB’ler gida endiistrisi agisindan 6nem arzeden zayif da olsa proteolitik
ve lipolitik ozellige sahiptirler. Ciinkii cogu bozucu reaksiyonlar bu bakteriyal
aktivitelerden kaynaklanmaktadir. Gelisebilmeleri icin serbest aminoasit ve vitaminlere
ihtiyag duyarlar. Onlarin metabolizmalar1 fermentatif stireclere  (homo-hetero

heterofermentatif) dayalidir (Trias ve ark., 2008).
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LAB’ler katalaz negatif, ‘Sporolactobacillus inulinus’ hari¢ spor olusturmayan
sitokromdan yoksun ve hareketsiz (bir iki istisna durumu olan tiirler disinda) olan bu
grubun Onemli cinsleri arasinda Lactococcus, Carnobacterium, Streptococcus,
Enterococcus, Leuconostoc, Lactobacillus, Melissococcus, Lactosphaera, Oenococcus,
Pediococcus, Vagococcus Tetragenococcus ve Weisella yer almaktadir (Eryilmaz, 2011;
Dinger ve ark.,2009).

1.1.5. Lactobacillus plantarum

L. plantarum gram pozitif basil seklinde laktik asit iireten katalaz pozitif bir
bakteri tiiriidiir diger laktik asit bakterilerinden daha yiiksek asit toleransina sahip
oldugundan dolay1 etkin bir probiyotiktir (Salminen ve ark., 2004). L. plantarum
suslarinin % 0,5-10 tuz igeren ortamlarda gelisebildigi cesitli arastiricilar tarafindan

vurgulanmigtir (Dinger, 2007; Milesi ve ark., 2008; Gomez-Ruiz ve ark., 2008).

Sekil 1.1. L. plantarum’un morfolojik koloni goriintiisii (Fecri OZKAN 11.07.2019)

L. plantarum, ¢ubuk seklinde tek hiicre halinde ya da kisa zincirler halinde
bulunur. Uygun kosullar s6z konusu oldugunda kisa ¢ubuklar halindedir. Olumsuz
kosullarda, 6rnegin fermente sebzelerde asitlik arttikga, daha uzun yapi olusturur.
Gelisimi sirasinda s1vi ortamda birkag giin sonra berraklasan bir bulaniklik goriiliir. Bazi
suglar ise bulaniklagmayla birlikte kiiciik parcalar (flokulasyon) olusturur. Harrison ve
Hansen tarafindan kesfedilen bir sus diginda hareketsiz olan bu tiir diger LAB tiirleri gibi
Gram (+)’dir. Suslarinin biiyiik ¢cogunlugu glikoz, friiktoz, arabinoz, mannoz, galaktoz,
laktoz, sakkaroz, maltoz, rafinoz ve salisin kaynaklarindan asit meydana getirir. Bir kism1
sorbitol, dekstrin, mannitol ksiloz, ve gliserol fermente edip asit olustururken; nisasta,
ramnoz, ve inulini genelde fermente etmez. Fermantasyon sirasinda heksoz sekerlerden
esas olarak laktik asit, ¢cok kii¢iik miktarlarda ise asetik asit ve karbondioksit olusturur.
Pentozlardan ise asetik ve laktik asit olusturur. Sivi ortamda yaklasik %21.2 kadar bir

asitik meydana getirir. Tuza direngliligi %5.5 seviyesine ulasabilmektedir.
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Mikroaerofilik olan L. plantarum 10-40C sicaklik araliginda gelisebilmektedir. En uygun
sicaklik gelisimi ise 30 C’dir. Ancak 6zel besi ortaminda nitratlart indirgeyebilmektedir.
Dogada oldukg¢a genis bir alana yayilmistir, ancak Ozellikle fermente sebzelerde ve

hayvansal iiriinlerde yer alir (Orla-Jensen, 1919).
1.2. Probiyotik Ozellik

Sindirim sisteminde bulunan yararli mikroorganizmalar, besin maddelerinin
sindirilmesine yardimci olurken, agiga ¢ikardiklar1 baz1 maddeler yardimi ile organizmayi
patojen mikroorganizmalarin zararli etkilerine karsi1 korurlar. Bu mikroorganizmalar
“probiyotik mikroorganizmalar’® olarak isimlendirilir. LAB’1in bazi cins ve tiirleri
probiyotik mikroorganizmalar grubu igerisine dahildir (Tannock ve ark., 1999;
McCartney ve ark., 1996; Matsumiya ve ark., 2002; Tannock ve ark., 2000)

Probiyotik suslardan genetik, biyoteknolojik, immiinolojik, fizyolojik ve
metabolik, o6zelliklerin yaninda toksik etki yaratmamasi, patojeniteye sahip olmama,
immiin tepkilerini modiile etme yetenegi ve antimikrobiyal maddelerin sentezi gibi yararl
ozelliklere sahip olmalar1 istenmektedir. Ayrica hedef bolgeye ulasip yapisabilmeli, mide
asidine, pankreasin ekzokrin hiicrelerinden salgilanan pankreatine ve safra tuzlarina kars1
diren¢ gostermelidir. Sindirim sisteminde canli kalabilmeli ve sayisal artis gostermenin
yani sira Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus Salmonella typhimurium ve
Helicobacter pylori gibi su ve gida kokenli patojen bakterilere karsi antagonize olabilme
gibi niteliklerinin de olmas1 beklenen kriterler arasindayer alir (Sung-Mee ve ark., 2009).
Probiyotiklerin yararli etkilerini i¢ine alan mekanizmalar, antibakteriyel bilesikler
sentezleyip besinler i¢in veya barinacaklart kolonize bdolgeleri igin rekabet ederek,

patojen bakterileri baski altinda tutmalaridir (Kilig, 2001).

LAB’mn asitlik derecesi, pepsin, pankreatin ve safra tuzlarina diren¢ 6zellikleri
probiyotiklerin se¢iminde 6nemli kriterlerdendir. Probiyotiklerin mide asidi bariyerini
asabilmesi ayrica bagirsak sistemine gectiklerinde ise safra bilesenlerine karst duyarli
olmamalari, probiyotik se¢imi Kriterinde énemli bir unsurdur. Yapilan bilimsel ve tibbi
arastirmalara gore saglikli bir insanda midenin pH 1.0 ile 3.0 arasinda degismektedir. Bu
degerlerdeki degisimin nedeni aglik ve tokluk faktoriidiir. Genel olarak arastirmacilar in
vitro yaptiklari ¢alismalarda; pH 1.0 ile 3.0 arasinda probiyotiklerin direng gostermeleri

gerektigini ifade etmisler. Ayrica probiyotiklerin mideden ince bagirsaklara gectiklerinde
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ise %0.3’liikk derisimi olan safra bilesenlerine karsi direngli olmalari gerekmektedir
(Mainville ve ark., 2005).

1.2.1. pH

pH araligi, tim biyolojik sistemlerde biyokimyasal faaliyetleri katalizleyen
enzimlerin aktivitelerinde 6nemli rol oynar. Bu nedenle her bir mikroorganizmanin
gelisebildigi minimum, optimum, maksimum pH degeri mevcuttur. Mikroorganizmalarin
gelisebildigi pH araligi; mikroorganizmalarin tiirlerine, mikroorganizmalarin i¢ (genetik)
faktorlerine ve gevre (dis) sartlarina bagl olarak degismektedir. LAB tiirleri, gelisme
ortamindaki fosforik asit, hidroklorik asit, sitrik asit, ve tartarik asitin varliginda, laktik
asit ve asetik asit varligina oranla daha diisiik pH degerlerinde gelisebilmektedir. Birgok
mikroorganizma optimum olmayan pH degerlerinde olumsuz yonde etkilenmektedir. Bu
olumsuz etkilerin basinda; mikroorganizmalarin zar sisteminde segici gegirgenligin
aksamasi veya durmasi, deoksiriboniikleik asit (DNA), riboniikleik asit (RNA)’in baz
diziliminde mutasyonlarin olmasi ya da hasar gormesi ve bazi1 6nemli enzimlerin islevini
tam yerine getirememesi olarak siralanabilir (Lu ve ark., 2003). Probiyotik
mikroorganizmalarin seleksiyonlarinda ilk kriter suslarin bagirsagin girisindeki asit ve
safraya kars1 canliligini koruyabilmeleridir. Mikroorganizmalarin midenin diisiik pH’sina
karst toleransiliklar1 farklidir. Midenin asitligi yiikksek, pH’s1 disiiktir (pH 2.0).
Genellikle midenin pH’s1 3.5 ile 5.5 arasindadir (Saarela ve ark., 2009).

Probiyotiklerin se¢im kriterlerinden en onemlilerden biride yiiksek asite karsi
direng 6zellikleridir ve ilk sart derisik mide asidinden en az miktarda zarar gérmeleridir
(Dianawati ve ark., 2016; Onal ve ark., 2005; Ashraf ve ark., 2016;).

Probiyotik mikroorganizmalar; diger mikroorganizmalara gére, mide asitligine
kars1 daha toleransli mikroorganizmalar olarak bilinir. Probiyotikler kolana varmadan
once genel olarak pH’s1 2,5 ile 3,5 arasinda degisen mide asidi ile karsilasmaktadir. Bu
asidik ortam probiyotiklerin maruz kaldig: ilk fizyolojik bariyerin basinda gelir (Masco
ve ark., 2007; Vasiljevic ve ark., 2008; Ramirez-Chavarin ve ark., 2013).

Probiyotiklerin, bagirsak sistemine ulasabilmeleri i¢in diisiik asidik ortamlara
karst duyarli olmamalart gerekmektedir (Corcoran ve ark., 2005). Bu sebepten dolay1
basta lizozim enzimi olmak iizere, agiz florasinda yer alan diger enzimlere kars1 direngli

olmasi ve midenin sekresyonundan (pH:1.5-3.0) etkilenmemelidir (Eryilmaz, 2011).



13

Genel olarak LAB’a mensup olan gruplarin asit toleranslar yiliksektir. Ancak
Lactobacillus suslarinin tabiatinda bu 6zellik olmasina ragmen bazi tiirler ve suslar
arasinda pH 3.0 ve altinda aside kars1 direng 6zelliklerinin azaldigi gozlenmektedir.
Probiyotik se¢imi kriterleri igerisinde istenilen 6zelliklerden biri de asit toleransidir.
Mikroorganizmalarin igerisinden probiyotikleri belirlemek amaciyla cesitli yontemler
kullanilmaktadir. Bunlardan en sik kullanilan yontemlerin basinda; in vivo ve in vitro
yapilan gastrik transit ¢alismalar1 yer almaktadir. Bircok sindirim sistemi
modellemesinde; yapay mide suyu kullanilmakla beraber, hayvanlarin ve insanlarin
gastrik sekresyonlarida kullanilmaktadir. Fakat her iki ¢alismada da smirlandirici
faktorler vardir. Bu faktorlerden bazilari olumlu yonde etki eder. Ornegin mide
salgilariin ve diyetle alinan gida bilesenlerinin probiyotiklerin canli kalmasi tizerinde
olumlu etkiler sergiledigi sdylenebilir. Bunlarin yaninda caligmalarda tercih edilen
asitlendirilmis MRS besiyeri gibi tamponlama 6zelligi olan ortamlarin bu galismalarda
kullanilmasi, mikroorganizmalara enerji ve gerekli olan metabolik 6nciileri temin ederek
derisik olan ortamin asidine Karsi koruma saglar. Bu sartlar goz oniinde bulundurularak;
sindirim sisteminde probiyotiklerin canli kalabilmelerini saglamak i¢in, diyetle alinan
gida bilesenlerinin kullanimi detayli bir sekilde arstirilmasi gerektigi belirtilmektedir

(Corcoran ve ark., 2005).
1.2.2. Pepsin

Pepsin, protein ve tiirevlerinin sindiriminde etkin rol oynayan 6nemli kompleks
bir enzimdir. Midenin kisimlar1 olan kardiya ve fundusta bulunan salgi bezlerinin
nonparyetal hiicreleri (temel hiicreler) tarafindan pepsinin inaktiv formu olan pepsinojen
sentezlenir. Inaktif olan pepsinojen, midenin gastrik ortaminda HCl’den gelen H*
iyonlarin1 kofaktor olarak biinyesine katar, ayrica mide ortaminda az miktarda bulunan
pepsinin etkisiyle pepsinojen; otokatalitik olarak aktiflesir. Boylece midede en dnemli
proteolitik enzim olan pepsin sentezlenmis olur (Ashraf ve ark., 2016; Altinisik, 2010).

Probiyotik 6zelliklerin belirlenmesi amaglanan ¢alismalarda kullanilcak bir in vitro
sindirim modelinde ¢alismanin amacina yonelik enzim tiirleri se¢ilmelidir. Ayrica giinliik
diyette alinan besinlerin de bilesenleri goz ardi edilmemelidir. Ornegin protein sindirimi
igin proteazlar lipid sindirimi igin lipazlar, ve nisasta sindirim i¢in amilazlar1 ihtiva
etmelidir (Hur ve ark., 2011). Sindirim kanali boyunca besinler farkli kisimlarda farkli
enzim ve sekresyonlarla karsilagir. /n vitro yapilan calismalarda bu ozellige dikkat

edilerek islemler yiiriitilmelidir. Her basamagin deneyini dogru yapabilmek i¢in farkli
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enzimleri birlikte ¢alismamak gerekir. Her enzimin sirayla ilave edilmesi gerektigi
unutulmamalidir. Yapilan birgok in vitro gastrointestinal sistemi benzetme modellerinde
de pepsin ilavesinden sonra pankreatin enzim kompleksi verilmektedir (Boisen ve
Eggum, 1991; Hur ve ark., 2011).

1.2.3. Pankreatin

Pankreatin kompleks bir enzim olup, pankreasin ekzokrin hiicrelerinin
sentezledigi proteaz, amilaz ve lipaz gibi enzimlerin karigimidir. Mikroorganizmalarin
asmas1 gereken engellerden biride, ince bagirsak sisteminde canlilik ve aktivitelerini
koruyabilmeleridir. Ince bagirsakta safra tuzlar1 ve pankreatin mikrobiyal iiremeyi

olumsuz yonde etkilemektedir (Megan ve Janet, 2009).

Pankreasin ekzokrin hiicreleri tarafindan tiretilen salgida en fazla bulunan enzim
cesitleri proteinlerin  kimyasal sindiriminde rol alan, Kkimotripsin, tripsin ve
karboksipeptidazlardir. Bu enzimler ekzokrin salgisinda zimojenler halinde bulunurlar.
Yapilan bazi in vivo galismalarda, kobay olarak kullanilan farkli hayvanlarin pankreasin
ekzokrin  salgilarinda  psddokolinesteraz, elastaz, kolinesterazp-glikozidaz, -
galaktozidaz, RNAaz, DNAaz, lipaz, esteraz ve a-amilaz, fosfolipaz A, kolesteroliinde
bulundugu tespit edilmistir. Somatostadin, Enteroglukagon gibi hormon benzeri yapilarin

pankreatik polipeptit pankreasin ekzokrin salgisini inhibe ederler (Altinisik, 2010; Isik,
2016).

1.2.4. Safra

Safra organik ve inorganik bilesiklerin karisimindan meydana gelen biyolojik bir
salgt maddesidir. Safra, karacigerde safra kanalikiillerinde sentezlenen, plazmayla izo-
ozmotik, sariya ¢alan yesil rengi ile karakterize edilir. Saglikl bir insanda yaklagik olarak
giinde 600-1200 ml arasinda pH’s1 7.8 olan safra sivisi salgilanir. Safranin en 6nemli
organik bilesigi safra tuzlaridir. Safra asitleri glisin ve hepatositte taurin ile konjuge edilir.
Sentezde meydana gelen birincil safra asitleri kenodeoksikolik asit ve kolik asittir;
safrada oransal olarak 2:1 seklinde bulunurlar. Kimyasal yap1 bakimindan 24 karbon
atomu igeren safra tuzlarinin sentezi ¢ok basamakli bir yontem izleyerek kolesterolden
sentezlenirler. Safranin yapisinda, iki veya {i¢ adet hidroksil ve bir adet karboksil grubu
bulundurur (Ceydilek ve Beyler, 2005).

Safra bilesenlerinin etki mekanizmasi, safra tuzlarimin derisimi ve etki ettigi

yiizey/substratin karakterine bagli olarak farklilik gdsterir. Mikroorganizmalarin gelisimi
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lizerinde, safra bilesenlerinin derisimi ile mikroorganizmalarin karakteristigi arasinda
iliski bulunmaktadir. Bakteriler, midenin asidik ortamindan gegctikten sonra, bagirsak
yolunuda ilerleme siirecinde, farkli safra tuzu konsantrasyonlariyla karsilasirlar.
Probiyotikler farkli konsantrasyonlarda canliliklarini siirdiirme yetenegine sahip
olabilirler. Safra tolerans1 probiyotiklerin se¢iminde kullanilan 6nemli kriterlerden birdir.
Safra yaglar1 parcalayarak yaglarin yag asitlerine donlismelerini saglar ve bagirsaklardan
emilimlerine yardime1 olur. Karaciger tarafindan ince bagirsaga salgilanan safra asitleri,
bakterilerin yiiksek oranda fosfolipit ve yag asitlerini igeren hiicre zarlarina zarar vermek
kaydiyla inhibitor etki yapmaktadir (Dunne, 1999). Bundan dolayi, insan sindirim
sisteminin farkli kisimlarinda gastrik asit ve safra tuzu konsantrasyonlarinin oldugu
sartlarda canli kalabilen suslar, potansiyel probiyotik mikroorganizmalar olarak kabul
edilir (Soliman ve ark., 2015). Probiyotik amagli olarak tercih edilen bakterilerin bagirsak
sisteminde, probiyotik o6zellik gosterebilmeleri igin safra salgisina karsi duyarli
olmamalar1 gerekmektedir (Succi, 2005). Bununla beraber, insan kullanimi igin
probiyotiklerin secimindeki safra toleransi c¢alismalarinda %0.15 ve 9%0.30
derisimlerinde safranin kullanilmasi Onerilmektedir (Huang, 2004). Yapilan birgok
calismada aragtirmacilar insandaki safra konsantrasyonuna yakin bir deger olmasi
nedeniyle safraya karsi direng 6zelligi gosteren probiyotik suslari belirlemek amaciyla
ozellikle %0,30°liik safra derisiminin kritik bir deger oldugunu bildirmisler (Erkkila,
2000).

1.3. Probiyotiklerin Antioksidan Ozellikleri
1.3.1. Serbest radikaller ve oksidatif stres

Maddelerin aralarinda elektron alis verisi sonucu olusturdugu yeni molekiillere
kimyasal bilesikler denir. Elektronlar bilesik olustururken son orbitallerindeki
elektronlarini ¢ift elektron haline getirerek kararli hale gelirler. Son orbitallerinde
ortaklanmamis bir tek elektron bulunduran maddelere serbest radikal denir (Sekil 1.3.)
(Bursal, 2009; Aras, 2016).

Serbest radikaller, son orbitallerinde eslenmemis elektronlardan dolay: elektron
alig- verisine meyilli atom veya molekiil seklinde bulunan maddelerdir (Mercan, 2004).
Serbest radikallerin elektron alig-verisi isteginden dolayr bu maddeler canli
organizmalarda bulunan niikleik asitler, proteinler, lipidler ve bunlarin tiirevleri olan

diger biyomolekiillerle tepkime vererek, hayati éneme sahip olan doku, organ veya
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sistemlerin fonksiyonlarinin bozulmasma neden olmaktadirlar (Sekil 1.2.) (Velioglu,
2000).

OXIDATIVE STRESS

Free Radicals Cell with
Attacking Cell Oxidative Stress

Normal Cell

Sekil 1.2. Oksidatif stres (Anonim, 2019)

Serbest radikallerin olugmasina neden olan etkenler arasinda eksojen kaynakli
olan; iyonize radyasyon, UV 1sinlari, gevresel kirleticiler, agir elementler, karsinojenik
bilesikler, sigara dumani, kimyasal maddeler, ilaglar gibi uyaricilar sayilabilir. Digeri ise
endojen kaynakli olan, oksijenin metabolizmada kullanilmasinin dogal bir sonucudur.
Hiicresel solunumda oksidatif fosforilasyon yapmak zorunda olan organizmalarda serbest
radikaller daha fazla olusmaktadir. Ciinkii oksijenli solunumda oksijen birden fazla zincir
reaksiyonla H20’ya indirgenmektedir. Oksijenin metabolizmada kullanilmas1 sonucunda
biyolojik sistemlerde, yiiksek diizeyde reaktivite gosteren reaktif oksijen tiirii olan (ROT);
stiper oksit radikali (O2""), hidroksil radikali ("OH) ile radikal olmayan hidrojen peroksit
(H203) tiretilir (Dizdaroglu, 2012; Aras, 2017)

Oksidatif denge, organizmada meydana gelen serbest radikallerin olusum hizi ve
olusan serbest radikallerin siipiiriilmesi hizinin bir denge igerisinde olmasi durumudur.
Organizmada, oksidatif denge durumu saglandigi miiddetge serbest radikaller
organizmaya etki edemezler. Serbest radikallerin ortaya ¢ikma hizinda artigin olmasi ve
ya bertaraf edilmelerindeki sistemin hizinda bir azalma oksidatif dengenin aksamasina
neden olur. “Oksidatif stres” olarak bilinen bu durum, sonug¢ olarak dokularin zarar
goérmesine ve iglevinde yetersiz kalmasina neden olmaktadir (Serafini ve Rio, 2004).
Literatiirde yer alan bir¢ok calismanin sonuglari ele alindiginda serbest radikal
mekanizmasinin ¢esitli hastaliklarla alakali oldugu bildirilmistir. Bu hastaliklarin
basinda; erken yaslanma, kikirdak doku iltihabi, kardiyovaskiiler rahatsizliklar

(arteroskleroz ve hiper tansiyon), diyabet (seker hastaligi), romatizmal artrit, sinir sistemi
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hastaliklar1 (Parkinson ve Alzheimer hastaliklari), gesitli kanserler, seklinde siralanabilir
(Gardes-Albert ark., 2002). Giiglii reaktivitesi olan serbest radikaller, hiicrenin ¢esitli
kisimlarinda bulunan protein, karbonhidrat, lipid, DNA ve RNA gibi biyomolekiiller
tizerine etki ederek, farkli degisikliklerin veya mutasyonlarin meydana gelmesine sebep
olurlar (Keser, 2012).

1.3.2. Antioksidanlar

Oksidasyon; canli organizmalarin hiicrelerinde veya lipid katkili gida {iriinlerinin
oksijenle temas etmesi sonucunda goriintii, koku ve tatlarinda meydana gelen, genel
olarak istenmeyen durumdur. Oksidan madde ise; ilisikli oldugu ortamda diger
biyokimyasal molekiilleri oksitleme kabiliyeti olan maddelerdir. /n vivo veya in vitro
olusan oksidasyon reaksiyonlarini engelleyen ya da tepkime hizinda azalmayi saglayan

bilesenlerde antioksidan olarak tanimlanmaktadir (Oguz, 2008).

Eksik Elektron

& e
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O O Eksik elektronun O
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Antioksidan Serbest radikal

Sekil 1.3. Antioksidan Sistemler (Anonim, 2019)

Canlilarin birgogunda fosforilasyon olay1 i¢cin oksijen hayati dnem arz eder.
Ancak oksijen aktivitesi sonucunda bazi toksik maddeler olusur. Olusan toksik maddelere
ve serbest radikallere karsi canli organizma kendini korumak igin, salgiladigi veya
disardan hazir aldig1 baz1 6nemli organik ve inorganik maddeler mevcuttur. Bu maddelere
antioksidan maddeler denir (Fantel, 1996; Tempel, 2000; Silinsin, 2016). Ozellikle
oksijenli solunum yapan canli organizmalar reaktif oksijen ve toksik etki eden azotlu
bilesik cesitlerine karst farkli savunma mekanizmalar1 gelistirmislerdir. Canli
organizmalarda tespit edilen bu sistemler ‘Antioksidan Sistem’ olarak isimlendirilir
(Bursal, 2009).
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Antioksidan ajanlar; canli sistemlerde gesitli nedenlerden dolay:1 ortaya g¢ikan
serbest radikalleri siipiiriip notiirlestirerek, hiicre ve dokularin serbest radikallerden
etkilenmesini engelleyen ya da hiicrelerin yenilenmesini (rejenerasyonunu) saglayan
maddelerdir (G6k ve Sertsever, 2003). Canlilar nesillerini devam ettirme giidiisiinii ve
olasi1 tehlikeleri bertaraf etme gibi kabiliyetlerini genlerinde tasirlar. Canlilarin birgogu
hem eksojen hemde endojen kaynakli olumsuz durumlara ve gesitli stres tiirlerine karsi
ceitli sistemler gelistirmiglerdir. Bunlara Ornek olarak, reaktif oksijen tiirlerinden
kendilerini savunmak veya daha az etkilenmek amaciyla gelistirdikleri karmasik
antioksidan sistemler verilebilir. Organizmalar bu antioksidan sistemler araciligi ile
viicutlarindaki hiicre, doku, organ ve sistemlerini korumaya almiglardir (Sernikli, 2015).

Antioksidan maddeleri yapisal olarak iki grupta incelemek miimkiindiir. Bunlar
organizmanin kendi viicudunda sentezleyebildigi endojenler ve organizmanin disaridan
besinlerle hazir olarak aldigi ekzojenlerdir. Bilinen en 6nemli dogal antioksidan
kaynaklart arasinda bazi mikroorganizmalar, bitkilerden elde edilen iirlinler, hayvan
kokenli mamiiller, enzimler yer almaktadir (Hall, 2001; Y1lmaz, 2018).

Literatiirde yer alan birgok c¢alisma ve bilgi birikimine dayanarak; LAB’mn
insanlarin saghgi ve refahi ile biitiinlesik ¢esitli yonleri degistirmede hayati bir rol
oynadigi sdylenebilir. Probiyotik 6zelliklerinin yani sira LAB tiirlerinin birgogunun
antioksidan kapasiteye sahip oldugu bildirilmistir (Wang ve ark., 2019).

Oksijenli ortamda LAB, flavoprotein oksidaz enzim kompleksinin aktivitesi
sonucunda H20: tiretir. LAB katalaz negatif bir mikroorganizma oldugundan, H2O2:in
bulundugu ortamda ¢ogalir ve Pseudomonas spp. ve S. aureus gibi mikroorganizmalar
tizerinde inhibitor etkisi yapar. S6z konusu olan inhibisyon etkisi, hidrojen peroksitin
hiicre zar1 lipitleri ve hiicrenin diger proteinleri tizerine kuvvetli oksidasyonu ile ortaya
cikar. LAB diger bakterilere gore hidrojen peroksite daha direnglidir (Adams ve
Nicolaides 1997). H>O> ayrica, hipotiyosiyanat gibi antimikrobiyal bilesiklerin
olusumuyla birlikte taze siitlerde laktoperoksidaz sistemini aktive eder (Fitzgerald ve
Caplice, 1999).

Fermantasyon sonucu olusan sekonder metabolitler ekstrem bir ¢evre olusturarak
antimikrobiyal aktivite sergiler. Ortamin pH seviyesini diisiirerek ve hiicre zarinin
olumsuz etkilenmesi sonucu gida kaynakli mikroorganizmalar bakteriyosin ile etki
ederler. Lactococcus, Pediococcus, Lactobacillus ve Leuconostoc suslarini da igeren

LAB’lar sitrat aktivitesinde rol oynayarak diasetil tretirler. Gram negatif bakteriler,
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kiifler ve mayalar arjinin kullanimina etkileyerek diasetile duyarlilik gostermektedirler
(Fitzgerald ve Caplice, 1999).

Mycobacterium tuberculosis, Aeromonas hydophila, Y. enterocolitica,
Enterobacter aerogenes, Bacillus spp., E. coli, Salmonella spp., Pseudomonas spp. ve S.
aureus diasetile duyarliligi olan mikroorganizmalara o6rnek verilebilir (Adams ve
Nicolaides, 1997).

Gram pozitif bakteriler tarafindan sentezlenen bakteriyosinler biyolojik ag¢idan
aktif proteinler olarak adlandirilirlar. Listeria spp. Staphylococcus aureus, Clostridium
perfringens, ve Bacillus cereus gibi LAB’lar tarafindan iiretilen bakteriyosinler gidadaki

patojenlerin tiremesini inhibe etme 6zelligindedirler (Montville ve ark., 1991).
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

Kullisaar ve ark. (2002) iki antioksidatif L. fermentum E-3 ve L. fermentum E-18
susunun dikkat c¢ekici GSH seviyeleri igerdigini tespit etmislerdir. Ayrica, ilk kez,
arastirma grubu Lactobacillus fermentum ME-3'te tam bir GSH sisteminin bulundugunu

tespit etmislerdir.

Papamanoli ve ark. (2003) iki tip fermente kuru sosis 6rneklerinden elde ettikleri
147 LAB’1n tanimlamasi ve probiyotik 6zelliklerinin arastirilmasini amaglamiglardir. Bu
dogrultuda yapilan ¢alismalar sonucunda, bu suslarin ¢ogunlukla, L. sakei (49), L.
curvatus (24), L. plantarum (7), Weissella viridescens, Leu. pseudomesenteroides ve
Leuconostoc sp. oldugu tespit edilmistir. izolatlarin probiyotik 6zelliklerinin arastiriimasi
amactyla tuzlu ortamda gelisim, safra tuzlarina kars1 direng ve bazi patojenlere karsi

inhibisyon etkisi gibi testler de uygulanmustir.

Daha 6nce yapilan bir arastirmada farkli kaynaklardan izole edilen L. plantarum
ve E. faecium suslarinin potansiyel probiyotik o6zellikleri incelenmis, ayrica bazi
patojenlerinde mevcut oldugu bir grup mikroorganizmaya kars1 antimikrobiyal aktivite
gosterdigi saptanmistir. Daha sonra bu iki susun mide gastrik pH’sinda ve safra
bilesenlerininde bulundugu ortamlarinda logaritmik gelisme durumlart aragtirilmistir.
Yapilan uygulamalar sonucunda hem yiiksek asitlige hem de safra bilesenlerine karsi

duyarli olmadiklar1 gézlenmistir (Cakir, 2004).

Yapilan diger bir ¢calismada ise, yedi adet laktobasilden yalniz ti¢ susun (%43) pH
2.0 veya 3.0’¢ kars1 direng gosterdigi bildirilmistir (Mishra ve ark., 2005).

Wanhlem ve ark. ’nin (2010) yaptiklar1 ¢alismada, 274 adet LAB’in mide-
bagirsak ortamina gosterdikleri tolerans, pH 3.0 de 37°C’de dort saat inkiibe edilerek
incelenmistir. Test edilen LAB’lardan yalmiz 10 adet susta %50’nin {izerinde canlilik
orani tespit edilirken, pH 2.5’de ayni suslarin canlilik oranlarinda daha fazla azalma

oldugu gozlenmistir.

Alp ve Aslim, (2010) caligmalarinda anne siitii ve anne siitii ile beslenen
bebeklerin diskisindan mupirosin ilave edilerek degistirdikleri BSM ( Bifidobacterium
Selective Medium) kat1 besiyerini kullanilarak, 59 adet Bifidobacterium izole etmislerdir.
Izole ettikleri tiim suslarm asit direnci, safra toleransi, ekzopolisakkarit iiretimi,
antimikrobiyal aktiviteleri ve hemagliitinasyon kabiliyetleri gibi probiyotik kullanim

agisindan énemli olan bazi 6zelliklerini aragtirmiglardir.
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Yapilan bir ¢alismada hamur mayasindan izole edilmis L. acidophilus Z10
susunun, pH 4.5 pankreatin i¢eren ortam ve pH 7.0 pankreatin igeren ortam olmak iizere
iki farkli test uygulanmustir. 0., 2., 4., ve 24. saatlerde yapilan canlilik 6l¢iimii sonucunda,
L. acidophilus Z10 susunun pH 4.5 pankreatin ihtiva eden ortamda 2.8 logaritmik
azalma, pH 7.0 pankreatin ortaminda ise 2.4 logaritmik azalmanin oldugu gézlenmistir
(Denkova ve ark.,2012)

Ejtahed ve ark. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada; probiyotik yogurdun, serum
konsantrasyonunda MDA seviyesinin belirgin bir sekilde azaldig: bildirilmistir.

Zhang ve Zhang (2013) yaptiklar1 calismada, antioksidan etkileri olan bir¢ok
Lactobacillus susunun sadece MDA seviyesini diigiirmekle kalmayip, ayni zamanda
antioksidan liretimini de arttirdiin1 gézlemlemislerdir.

Cho ve ark. (2013) Kore’nin geleneksel fermente bir iiriinii olan Kimginin farkl
bolgelerden toplanmasi ve bu tiriinden elde edilen LAB’larin tanimlanmasina dayanan bir
calisma yiiriitmiislerdir. izole edilen 106 susun fenotipik ve genotipik tanilar1 yapilmis ve
16S rDNA gen tanilama sonuglarina gore bu suslarin; L. paracasei, L. casei ve L.
plantarum oldugu tespit edilmistir. Daha sonra, tanimlanmasi yapilan bu suslar {izerinde
asitlik ve safra toleransi testleri yapilmstir.

Liu ve ark. (2013) Cin’in farkli etnik azinlik bolgelerinden alinan 18 insan diski
orneginden, 29 Bifidobacterium susu izole etmislerdir. Izole edilen Bifidobacterium
suglarma 16S rRNA dizi analizi yapilarak 9 susu B. longum ve 20 susu da B.
pseudocatenulatum olarak tanimlamislardir. Bu suslarin asit direnci, safra toleransi ve
yapay gastrointestinal sivisina direnglilikleri gibi probiyotik kullanim agisindan énemli
olan bazi 6zellikleri arastirilmistir.

Argyri ve ark. (2013) tarafindan yapilan ¢alismada, fermente zeytinden izole
edilen LAB’larin potansiyel probiyotik olarak kullanilabilme olanaklar1 arastirilmis, bu
amagla izole edilen 71 LAB’in; 17’sinin Leu. mesenteroides, birinin Leu.
pseudomesenteroides, 13’iniin L. plantarum, 37’sinin L. pentosus, birinin L.
paraplantarum ve iki tanesinin L. paracasei subsp. paracasei oldugu tespit edilmistir.
Daha sonraki asamalarda ise probiyotik 6zellik icin cesitli testler uygulamis, {i¢ L.
pentosus, dort L. plantarum ve iki L. paracasei subsp. paracasei susunun, ii¢ Saat diisiik
pH’ya maruz kaldiktan sonra en yiiksek son populasyon miktarimi gosterdigi

bildirilmistir.
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Balamurugan ve ark. (2014) ¢alismalarinda endiistriyel olmayan dogal iiretilen
kaymaktan 12 adet Lactobacillus susunu izole etmislerdir. izole ettikleri suslarin
potansiyel probiyotik olma 6zelliklerini incelemislerdir.

Baska bir calismada ise fermente bir siit iriinii olan kefirden izole edilmis
Lactobacillus suslarinin asit ve safra tuzlarina karsi direng gosterdigi tespit edilmistir
(Giilel, 2014)

Giilel ve Okuklu (2014) tarafindan yapilan ¢alismada, Urla bolgesinden toplanan
dogal yogurtlardan elde edilen suslarin tanimlanmasi ve probiyotik o6zelliklerinin
arastirilmasi amaglanmigtir. 13 farkli dogal yogurt 6rnegi toplanmis ve bu drneklerden
473 sus izole edilmistir. Bu izolatlarin probiyotik 6zelliklerinin aragtirilmast igin; katalaz,
diisiik pH toleransi, simiile insan gastrik suyu, farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisim,
safra tuzu toleransi, antibiyotik direng profilleri, yapisma kabiliyeti ve prebiyotik
varliginda gelisim gibi testler uygulanmistir. Bu suslardan bes S. thermophilus ve 26 L.
delbrueckii ssp. bulgaricus potansiyel probiyotik olarak belirlenmistir.

Enterococcus faecium CFR 3003'tin antioksidan, antienflamatuar ve
noromodiilator potansiyeli arastirildigi bir ¢alismada; in vivo fare modelinde, oral
takviyelerin 28 giin boyunca E. faecium ve L. rhamnosus ile saglanan geng farelerin,
beyninde oksidatif markerler, c-aminobiitirik asit ve dopamin seviyelerinde azalma ile
birlikte antioksidan enzimlerin aktivitelerinde artis gozlendigi, disik dozda, E.
faecium’un bazal ROS seviyelerinde marjinal bir diisiise neden olurken, yiiksek dozda
korteks seviyelerini 6nemli 6lgiide azalttigi ve CAT aktivitesini anlamli olarak arttirdigi
bildirilmistir (Divyashri ve ark., 2015)

Arastirmamiza benzer yapilan bir ¢alismada ise karma tursulardan izole edilmis
21 adet L. plantarum, 11 adet P. ethanolidurans ve yedi adet L. brevis izolatlarinin
potansiyel probiyotik olma 6zellikleri arastirilmistir. Probiyotik 6zelliklerni belirlemek
amaciyla pankreatine karsi direnglilik testi igin pH’s1 8.0’e ayarlanmis ve 1mg/mL
pankreatin igeren PBS tamponunda mikroorganizmalar dort saatlik inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyon sonunda suslarm en ¢ok %63’liik bir canlilik oran1 gosterdigi
bildirilmistir (Tokatli ark., 2015).

Isik, (2016) ‘Deneysel Stres Modeliyle Indiiklenen Gastrik Lezyonlara Karsi L.
rhamnosus’un Koruyucu Etkilerinin Arastirilmasi’ adli ¢alismasinda L. rhamnosus GG
(ATCC 53103)’un CAT seviyesini arttirdigini bildirmistir.
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Suo ve ark.’nin (2016) yaptig1 ¢alismada; L. fermentum -LF-Suo susunun etanol
ile indiiklenen gastrik lezyonlarda GSH-Px aktivitesinde artmaya neden oldugu
bildirilmistir.

El-Sheekh ve ark. (2016) tarafindan, 13 adet LAB susu kullanilarak probiyotik
bakterilerin antioksidan ajan olarak potansiyel roliiniin arastirildig1 ¢calismada; incelenen
LAB suslarinin asitlilige, safra tuzuna karsi yiiksek tolerans gosterdigi ve degisken
antioksidan etkilere (MDA, GSH, GSH-Px, CAT, DPPH) sahip oldugu tespit edilmistir.
Suslar arasinda L. plantarum DSMZ 20174 ve L. acidophilus DSMZ 20079T nin en
yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi bildirilmistir.

Calismamiza benzerlik gosteren bir arastirmasinda; yoresel olan fermente hububat
mamiiliic numunelerinden izole edilmis 54 adet L. plantarum suslarinin gastrik mide
asitligine ve safra bilesenlerine karsi toleranslart aragtirmigtir. Yapilan ¢aligmada birkag
sus harig, tim suslarin mide asidine ve safra tuzlarina karsi duyarli olduklar
belirlenmistir. Arastirmada suslarin sadece 24 tanesi (%44) asit ve safraya karsi direng
gosterebilmistir. Canliliklarini siirdiirebilen alt1 izolat (%11) ise, potansiyel probiyotik
olma 6zelligi bakimindan incelenmistir. Sonug olarak sadece L.plantarum RYPR1 (%1.9)
susunun ¢ok iyi bir probiyotik 6zellik gosterdigi bildirilmistir (Yadav, 2016).

Zhang ve ark.’nin (2017) yaptig1 ¢alismada; diyetsel probiyotik olarak kullanilan
L. delbrueckii ile beslenen Cyprinus carpio tiirii baliklarin karacigerlerinde SOD, CAT,
T-AOC ve GPX aktivitelerinin arttigi ve MDA seviyelerinin 6nemli 6l¢iide azaldigi
bildirilmistir.

Alp (2018), yaptigi calismada, suslarin pankreatine karsi direng ozelliklerini
belirlenmek i¢in pH’s1 8.0’e ayarlanmig ve 1 mg/ml pankreatin iceren PBS tamponu
kullanmigtir. Testtin sonunda 31 adet susun canliligini korudugunu belirlemistir.

Wang ve ark. (2018) calismamiza benzer yaptiklari arastirmada, bal arilarinin
sindirim sisteminden izole ettikleri bes L. plantarum susunun probiyotik ve antioksidan
ozellik gosterdigini bildirmislerdir. Elde ettikleri sonuca gore; DPPH radikal siipiirme
aktivitesinin sirayla L. plantarum H24, L. plantarum H47, L. plantarum H15 ve L.
plantarum H28 (%76.58 +% 0.55, %59.13 £%4.01, %20.16 + 0.36) yiizde (p> 0.05)

oldugunu gézlemlemislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Lactobacillus plantarum suslarimin temini

Calismamiz geleneksel olarak iiretilen tursulardan izole edilmis ve tanimlamasi
yapilmig (Cizelge 3.1.) 40 adet L. plantarum susu (Alan ve ark., 2018) kullanilarak
yapilmustir.

Cizelge 3.1. L. plantarum suglari

Y11 Y10 Y18 | Y15 |Y13 |Y7 Y34 |Y64 |Y14 |Y20

Y9 Y8 Y27 |Y35 |Y19 |Y53 |Y37 |YT72 Y36 | Y6

Y51 Y70 Y45 Y24 Y26 Y49 Y15 Y1l Y40 Y38

Y12 Y25 Y29 | Y22 |Y23 |Y2 Y3 Y4 Y5 Y27

3.1.2. Calismada kullanilan besiyerleri

Calismamizda MRS Broth (Man Rogosa and Sharpe) (Sigma) sivi besi ortami1 ve
MRS Agar (Man Rogosa and Sharpe) (Sigma) kat1 besi ortami kullanilmistir.

3.1.3 Calismada kullamlan ¢ozeltiler ve tamponlar

Calismamizda, L. plantarum suslarinin probiyotik 6zelliklerini belirlenmesi igin
5M’lik HCl asit ile pH’1 1.0, 2.0, 3.0’ e ayarlanms PBS tamponu ile ¢alisilmistir. Izotonik
ortam ve kontrol grubu olarak, pH 7.4 olan PBS tamponu kullanilmstir. /n vitro sartlarda
sindirim sistemi ortamini hazirlamak igin ticari amagh tretilen Sigma marka, pepsin,

pankreatin ve safra tuzlari kullanilmistir.

Calismamizda L. plantarum suslarinin antioksidan 6zelliklerinin belirlenmesi igin;
antioksidan aktivite kapasitesi Ol¢iim testlerinde kullanilan kimyasal maddelerden 1,1-
difenil-2-pikril-hidrazil radikali (DPPH), Butillenmis Hidroksi Anisol (BHA) 2,2-Azino-bis-
3-etilbenzo-tiyazolin-6-siilfonik asit radikali (ABTS), ve Butillenmis Hidroksi Toluen
(BHT), neokuprin. FeCl,, NH4sSCN, GSH Rediiktaz, Tris-EDTA Tamponu (pH= 8.9),
Na;HPO4, KzFe(CN)s, Trikloro asetik asit (TCA), etil alkol, FeCls, Fosfat tamponu (50
mM), EDTA’l1 Fosfat Tamponu (pH=7), 0,01M NADPH, 0.01M Sodyum Azid (NaNs),
Hidrojen Peroksit (H202), 3,2M Amonyum Siilfat (NH4)2SO04,%10’luk Triklorasetik Asit
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(TCA), 5,5’-ditiyo-bis[2-nitrobenzoik asit] (DTNB), %0.675’lik Tribarbiitirik Asit
(TBA) kullanilmistir.

3.1.4. Yararlanilan alet ve cihazlar

Alet ve Cihazlar Marka/ Ozellik
Calkalayici : Niive SL 350

Derin dondurucu . Argelik, Tiirkiye

Hassas terazi : Scaltec SBA 41
Inkiibatdr : Elektro-Mag (0-3000C)
Magnetik karistirict : Stuart Scientific

Otoklav : Niive SteamArt OT400L
Otomatik pipetler : Biohit, Socorex ve Oxford Pipettors
pH-metre : Hanna Instrument

Saf su cihazi . Liston A 1210, Rusya
Santrifiij : Medline scientific limited

UV-Spektrofotometre kiiveti  : 3 cm®’liik quartz kiivet
UV-VIS Spektrofotometre : Shimadzu, UV-1208
\orteks : Four E’S Scientific Led Digital, Vortex Mixer

3.2. Yontem
3.2.1. Probiyotik ozelliklerin belirlenmesi

3.2.1.1. L. plantarum suslarmin farkhh pH degerlerine kars1 diren¢ ozelliklerinin

belirlenmesi

Suslarin diisiik pH sartlarina kars1 direncliliklerini belirlenmek i¢in kullanilan pH
konsantrasyonu ve inkiibe Siiresi, besinlerin insan gastrointestinal sisteminden gegisi
sirasinda midede kaldigr siire g6z Oniine alinarak belirlenmistir. Diyetle alinan besinlerin
genel olarak saglikli bir insanin midesinde kalma siiresi ti¢ saatir. Bu zaman zarfinda
alinan besinlerin tiirine gore (lipit, karbonhidrat ve protein) midenin pH’s1 1 ile 4 arasinda
degismektedir (Vinderola ve ark., 2000). L. plantarum izolatlarinin diisiik pH’da
canliliklarini siirdiirme oranlar1 (Maragkoudakis, 2006; Claire ve ark., 2006) tarafindan

belirtilen yontemler modifiye edilerek gergeklestirilmistir.

L. plantarum izolatlari 1ml MRS broth besi ortaminda, 37 °C’de 18 saat boyunca
inkiibe islemine tabi tutulmustur. Inkiibasyon isleminden sonra, suslarin ekimi icin MRS
broth besi ortammin pH’st 1mol/L HCI kullanilarak pH 2.0 ve 3.0 olacak sekilde
ayarlanmasi yapilmistir. Hazirlanan besi ortamina suslarin ekimleri yapilmistir. Deneyin
kontrol grubu pH 7.4’e ayarlanan PBS tamponu tercih edilmistir. Belirlenen inkiibasyon

stiresi dolduktan sonra, numuneler her saatin sonunda (0., 1., 2., ve 3. saatler) alinarak,



26

seri dilisyonlar1 yapilip MRS agar besiyerlerine ekimler {i¢ paralel seklinde
gerceklestirilmistir. Ekim iglemi biten besi ortamlari, 37 “C’de ve 48 saat siire ile inkiibe
edilmeye birakilmistir. Inkiibasyon isleminin sonrasinda kontrol grubu ve deney
gruplarindaki koloniler sayilarak, Log CFU/mI tiiriinden degerler hesaplanmistir (Alp,
2018; Claire ve ark., 2006).

3.2.1.2. L. plantarum suslarinin pepsine karsi direng 6zelliklerinin belirlenmesi

izolatlarin mide ortamindan gegerek ince bagirsaga ulasabilme yeteneklerinin test
edilebilmesi i¢in mide ortamu ¢ozeltisi kullanilmistir. Bu amagla, 100 ml steril edilmis
PBS igerisine %0.3 pepsin (w/v) ilave edilerek, pH 2.0 ve pH 3.0’e ayarlanmis mide
ortami ¢ozeltisi hazirlanmistir (Elgioglu ve Kunduhoglu, 2014).

Suslarin pepsine kars1 direng 6zelliklerinin tespit etmek amaciyla pepsin (Sigma)
ihtiva eden farkli pH degerlerine sahip olan PBS tamponu (pH 2.0 ve pH 3.0) ile
calistlmigtir. Daha onceden aktiflestirilmis bakteri kiiltiirlerinden 1 ml alinarak 12000
rpm’de 5 dakika siire ile 4°C’de santrifiij islemi yapilarak st kisimdaki ¢ozelti
(siipernatant) uzaklastirilmistir. Altta pelet olusturan bakteriler alinip, daha sonra iki defa
PBS (pH 7. 4) ile yikama islemi yapilmistir. Ardindan pepsin ihtiva eden PBS (pH 2.0 ve
pH 3.0) tamponlar1 ile homojenize edilerek, 37°C de ii¢ saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibe islemi siirerken 0., 1., 2., ve 3. saatlerde; her sustan alman numuneler seri diliisyon
isleminden gegirilmis ve sonrasinda ise damla kiiltiir metodu uygulanarak MRS agar besi
ortamina ekimleri, ii¢ paralel olacak sekilde ekim islemi gergeklestirilmistir. Orneklerin
37 °C’de 24-48 saat inkiibasyonunun sonunda test ve kontrol gruplarindaki bakteri
kolonileri sayilip, Log CFU/mI olarak degerler hesaplanmistir (Maragkoudakis ve ark.,
2006; Collado ve San 2006; Tokatl1 ve ark., 2015).

3.2.1.3. L. plantarum suslarinin pankreatine karsi diren¢ 6zelliklerinin belirlenmesi

Izolatlarin pankreatine kars1 direng 6zelliklerini belirlemek igin yapilan testlerde
Izolatlar 37°C’de 18 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. Aktiflestirilmis bakteri
kiiltirinden 1 ml alinarak 12000 rpm’ de 5 dakika siireyle 4 °C sicaklikta santrifiij islemi
yapilarak siipernatant kismi uzaklastirilip akabinde ise pelet kismi iki defa PBS (pH 7.4)
ile yikama isleminden gecirilmistir. Ardindan pH’s1 8.0’a ayarlanan PBS tamponuna 1
mg/ml pankreatin eklenmistir. Hazirlanan pankreatinli PBS tampon ortamina,
aktiflestirilmis kiltiirlerden %1 oraninda bakteriler aktarilmis ve optimum sicaklikta (37
°C) 4 saat inkiibasyona birakilmistir. Kontrol olarak PBS (pH 7.4) kullanilmistir.
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Inkﬁbasyonun akabinde 0. ve 4. saatin sonunda sus 6rneklerinden numuneler alinarak,
seri diliisyonlar1 yapilmigtir. Daha sonra damla kiiltiir metoduyla MRS agar besi ortamina
ekimler, yayma ekim ti¢ paralel olarak gergeklestirilmistir. Belirlenen siireler miitakiben,
orneklerin 37 °C’de inkiibasyonunun 24 ve 48. saatleri sonunda, kontrol grubu ve deney
grubundaki koloniler sayilip, Log CFU/ml olarak degerler hesaplanmistir (Alp, 2018;
Maragkoudakis ve ark., 2006; Collado ve San 2006; Tokatl ve ark., 2015).

3.2.1.4. L. plantarum suslariin safra tuzuna karsi diren¢ 6zelliginin belirlenmesi

Calismamizda MRS broth besi ortaminda 37°C’de 18 saatte aktiflestirilen L.
plantarum izolatlar1 kullanilmigtir. Aktiflestirme islemi sonrasinda, bakteri suslarmnin
safra bilesenlerine karsi direng 6zelligini belirlemek igin %0.3, %0.5 ve %1 oraninda
safra bilesenlerini ihtiva eden, PBS igerisine %1 oraninda L. plantarum izolatlari
eklenmistir. Inkiibasyonun 0. ve 4. saati sonunda érneklerden alman numunelerin, seri
diliisyonlart yapilarak daha sonra damla kiiltiir metodu ile MRS agar besi ortamina yayma
ekim ¢ paralel olarak yapilmistir. Belirlenen siireler miitakiben, drneklerin 37 “C’de
inkiibasyonunun 24. ve 48. saati sonunda kontrol grubu ve deney grubundaki koloniler
sayilip, Log CFU/ml olarak degerler hesaplanmistir (Eryilmaz, 2011; Sahadeva ve ark.,
2011; Jamaly ve ark., 2011; Xiao ve ark., 2014; Soliman ve ark., 2015).

3.2.2. L. plantarum suslarinin antioksidan 6zelliklerinin belirlenmesi
3.2.2.1. Rediikte Glutatyon (GSH) diizeylerinin belirlenmesi

L. plantarum suslarinin GSH diizeylerinin tayini spektrofotometrik olarak Sedlak
and Lindsay (Sedlak ve Lindsay, 1968) metoduna gore yapilmistir. GSH tayininde
kullanilan ¢6zeltiler (Cizelge 3.2)’de gosterilmistir.
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Cizelge 3.2. GSH tayininde kullanilan ¢ozeltiler

%5’lik TCA

100 ml saf suda 5 gr TCA ¢odiiriildii.

1.25 M Na2COs

0.1325 g Na2CO3 8 ml saf suda ¢oziildii ve
son hacmi 10 ml’ye tamamlandi.

200 mM KH2PQO4/50 mM EDTA
(pH:7.5)

80 ml saf suda 2.72 g KH2POg4, 1,46 g
EDTA alinip ¢6zildii. pH 7.5’e ayarlandi.
Son olarak toplam hacim 100 ml’ye
tamamlandi.

2 mM NADPH Cozeltisi

5 ml’ye tamamlanacak sekilde 8.3 mg
NADPH alinarak saf suda ¢oziildii.

6 mM DTNB

0.0172 g DTNB alinarak 10 ml 200 mM
KH2PO4/50 mM EDTA (pH: 7)5)
tamponunda ¢oziildi.

0,5 EU/ml GR (mayadan saflastirilmis)

100 EU/mI’'lik GR’dan 5 pL almp saf
suyla 1000 pl’ye tamamlandi.

2 mM GSSG Cozeltisi (standart grafik
hazirlamak i¢in)

5 ml’ye tamamlanacak sekilde 6.188 mg
okside glutatyon alinarak saf suda ¢oziildii.

L. plantarum biitiin protein olmayan siilfidril gruplart GSH seklinde bulunur. 5,5’-
ditiyo-bis[2-nitrobenzoik asit] (DTNB), siilfidril bilesikleri tarafindan rediikte edilerek

bir disiilfit bilesigi olan sar1 renkli bir disiilfit birlesigi meydana gelir. 412 nm dalga

boyunda sar1 renkli bilesigin optik dansitesi olgiilerek GSH aktivitesi saptanir (Savci,

2016). GSH analizindeki pipetleme prosediirii (Cizelge 3.3)’de gosterilmistir.

Cizelge 3.3. Toplam glutatyon analizindeki pipetleme metodu

Cozeltiler Kor (ul) Numune(pl)
200 mM fosfat tamponu (50 mM 770 670
EDTA’h)
2 mM NADPH 100 100
6 MM DTNB 100 100
Siipernatant - 100
0.5 EU/mL GR 30 30

3.2.2.2. Malondialdehit (MDA) diizeylerinin belirlenmesi

Prensip: L. plantarum suslarinin, MDA diizeylerinin tayini spektrofotometrik olarak
Yagi (Yagi, 1984) metoduna goére yapilmistir. L. plantarum suslarinin MDA tayini;
aerobik sartlar altinda ve pH 3.5’te, su banyosunda 60 dakika inkubasyonu ile, MDA’ ’nin

TBA gibi sekonder iiriinlerin lipid peroksidasyonu ile olusturdugu pembe renkli yap1 532
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nm’de spektrofotometrik olarak 6l¢iimii esasina dayanir (Savei, 2012). MDA tayininde

kullanilan ¢ozeltiler (Cizelge 3.4)’teki prosediire gore hazirlanmistir.

Cizelge 3.4. MDA tayininde kullanilan ¢ozeltiler

Triklorasetik Asit (TCA) % 10’Iuk TCA kullanildu.
Tribarbiitirik Asit (TBA) % 0.675°1ik TBA kullanildi.
Hesaplama:

MDA (nmol/(puL)) = (6rnek 0. D X Std. konsantrasyonu)/(Std.0.D )
3.2.2.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) aktivitesinin belirlenmesi

H202’nin rediikte glutatyonu ile suya donisiimiinii katalizleyen GSH-Px
enzimidir. GSH-Px aktivitesi Paglia de Valentine (Paglia, 1967) metoduna gore

yapilmistir. Aktivite 6l¢lilmesinde kullanilan ¢ozeltiler (Cizelge 3.5)’te gosterilmistir.

GSH-Px aktivitesi, deney ortamidaki NADPH’in NADP*’ya ¢evrilmesi ile optik
yogunluktan meydana gelen absorbans farkinin 340 nm’de spektrofotometrik olarak
Ol¢iilmesi ile hesaplanmistir (Savci, 2012). GSH-Px aktivite 6l¢iim prosediirii (Cizelge
3.6)’da gosterildigi gibi yapilmustir.

Cizelge 3.5. GSHPx Aktivitesinde Kullanilan Cozeltiler

Tampon Cozelti 5 mM EDTA igeren 1M Tris/HCI (pH:8) 0.0935 gr EDTA
ve 6.05 gr Tris 40 mL saf suda ¢oziildii. pH’s1 HCl ile 8’¢

ayarlandi. Son hacim 50 ml’ye tamamlandi.

20 mM GSH 0.061 gr GSH alind1 ve hacmi saf su ile 10 ml’ye
tamamlandi.

2mM NADPH 0.0083 gr NADPH alindi, hacmi saf su ile 5 ml’ye
tamamlandi.

10 EU/mL GR 500 EU/mL kullan1ld1.50 kat seyreltildi.20 pL alinip 1000

pL’ye tamamlandi.

7 mM t-biitil 9.61 pL alinip 10 mI’ye tamamlandi.
hidroperoksid




Cizelge 3.6. GSH-Px aktivite 6l¢liim prosediirii

Kor (ul) Numune(pl)
Tampon 100 100
GSH 100 100
GR 100 100
NADPH 100 100
Homojenat 10 10
Su 590 580
t-biitil HPx - 10
Hesaplama:
EU AOD Vt

ml 3x622 Ve

3.2.2.4. Katalaz (CAT) enzim aktivitesinin belirlenmesi

x Sf
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Prensip: Suslarin CAT enzim aktiviteleri (Aebi, 1984) metoduna gore tayin edilmistir.

Hidrojen peroksit, 240 nm dalga boyunda maksimum absorbans gostermektedir. Deney

ortamina ilave edilen H202’nin CAT enzimi tarafindan parcalanmasi, ultraviyole

spektrumda bir absorbans azalmasi olarak takip edilir (Cizelge 3.7). Absorbansta goriilen

bu azalma enzim aktivitesi ile dogru orantilidir (Kiling 1985; Reiter ve ark., 1997; Savci,

2016). Katalaz enzim aktivitesi pipetleme prosediirii (Cizelge 3.8) baz alinarak

yapilmistir.

Cizelge 3.7. Katalaz aktivitesinde kullanilan ¢ozeltiler

50 mM K-Fosfat (pH:7)

pH 7’ye ayarland1 ve son hacim 100 ml’ye

tamamlandi.

0.68 gr KH2PO4 80 mL saf suda ¢oziildiikten sonra

HPx cozeltisi

H.0; ilave edildi.

Son hacmi 5 ml saf su olacak sekilde 7 uL %30’luk
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Cizelge 3.8. Katalaz enzimi aktivite 6l¢iimiindeki pipetaj

Kor (ul) Numune(pl)
50 mM pH: 7.4 KH2POq4 1500 1490
Hidrojen peroksit (H202) 1500 1500
Homojenat - 10
Toplam Hacim 3000 3000

Hesaplama:

EU _ AOD y Vt
ml  0,0396 " Ve

3.2.2.5. DPPH radikal giderme aktivitesinin 6l¢iilmesi

Numunelerin DPPH" serbest radikali siiptirme aktivitesi Blois metoduna (Blois,
1958) gore yapilmistir. 1 mM’lik DPPH" ¢ozeltisi serbest radikal olarak kullanilmigtir. 1
mg/ml konsantrasyonundaki stok olusturacak sekilde stok ¢ozeltiler aktarilip ve toplam
hacimleri 3 ml olacak sekilde destile etanol ile tamamlanmistir. Sonraki agsamada her bir
tiipe stok DPPH" ¢ozeltisinden 1 ml ilave edilerek, karanlik ortamda oda sicakliginda 30
dakika inkiibasyona birakilmistir. Bu islemin ardindan etanolden elde edilen kore karsi

517 nm’de absorbanslar 6l¢iilmiistiir (Ozgelik ve ark., 2003).

103 M’k DPPH" ¢ozeltisi: Etanolde tamamen ¢dziiniinceye kadar 39 mg DPPH’
bir gece boyunca manyetik karistirici ile karistirilarak toplam hacim 200 ml’ye saf su ile

tamamlanmstir.
3.2.3. istatistiksel analiz

Probiyotik Ozelliklerin istatistiksel analizleri GraphPad Prism 8 yazilimi
kullanilarak, Dunnett ve Tukey testi ile yapildi. Verilerin (n=3) ortalama degerleri +
standart sapmalar1 hesaplanarak verildi. Fermantasyon boyunca elde edilen verilerde two-
way (ANOVA) varyans analizi yapildi. Farkliliklar p <0.001'te anlamli kabul edildi.



32

4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
4.1. L. plantarum Suslarmin Probiyotik Ozellikleri

4.1.1 L. plantarum suslarimin farkh pH degerlerine karsi direng ozellikleri

Bakterilerin probiyotik 6zellik gosterebilmesi i¢in sindirim sisteminden gecerken
midenin 1-4 arasinda degisen diisiik pH’sina kars1 direngli olmasi gerekmektedir. Midede
kalma siiresi {i¢ saat oldugu i¢in suslarin diisiik pH seviyelerinde ii¢ saat siireyle canlilik

degisimi gozlenmistir (Vinderola ve Reinheimer, 2003; Dunne ve ark., 2001).

Calismamuz ise, ti¢ farkli saat ve ti¢ farkli pH araliginda yapilmis olup sonuglar
(Cizelge 4.1.) verilmistir. Calismamizda 40 adet L. plantarum susunun farkli pH ve
zaman araliginda elde edilen sonuglarinin ortalamalar1 hesaplanarak kontrol grup olarak

alinmis olup, istatistiksel olarak degerlendirilmeleri yapilmistir.
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Sekil 4.1. L. plantarum suslarinin pH 1 (A: 1. saat, B: 2. saat ve C: 3. saat) degerine karsi direng
ozellikleri

Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde, pH 1.0 ve 1. saatte L. plantarum

suslariin %27.5 (11 izolat) kontrolden daha fazla geliserek anlamli bir fark gostermistir
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(P<0.001). Ayrica suslarin1 %72.5 (29 sus) kontrolden daha az geliserek anlamli bir fark
gostermistir (P<0.001). pH 1.0’in 2. saati incelendiginde sadece Y72 ve Y51 nolu
suslarda yiiksek anlamli bir fark belirlenmistir (P<0.001). Ayrica pH 1.0 3. saatte ise
higbir izolatin gelismedigi gdzlemlenmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.2 L. plantarum suslariin pH 2 (A: 1. saat, B: 2. saat ve C: 3. saat) degerine kars1 direng
ozellikleri

pH 2.0’nin 1. saatinin sonuglari degerlendirildiginde ise, L. plantarum
izolatlarinin, %40 (16 izolat) kontrolden daha fazla geliserek anlamli bir fark gostermistir
(P<0.001). Izolatlardan 14 tanesi (%35) de kontrol grubundan daha az gelisme gostererek
yiiksek anlamli bir fark olusturmustur (P<0.001). pH 2.0’nin 2. saati incelendiginde L.
plantarum suslarinin, %45°i (18 izolat) kontrolden daha fazla gelisme gosterdigi ve
yiiksek anlamli bir farkin oldugu giirtilmiistiir (P<0.001). Ayrica izolatlarin %42.5” 1 (17
izolat) kontrol degerden daha az gelisme gostererek yiiksek anlamli fark meydana

getirmistir (P<0.001). pH 2.0’nin 3. saati ele alindiginda L. plantarum suslarinin, %75’
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inin (30 izolat) kontrolden daha ¢ok geliserek yiiksek anlamli bir fark Sergilemistir
(P<0.001). Diger yandan L. plantarum izolatlarinin %5°1 ise (Y11 ve Y23) kontrolden az
geliserek yiiksek anlamli fark gostermistir (P<0.001). L. plantarum izolatlarinin %20’lik

kismu (8 izolat) ise higbir gelisme gostermeyerek (Sekil 4.2) yiiksek anlamli bir fark
gosterdigi kaydedilmistir (P<0.001).

Log CFU/mI

Log CFU/mI

Log CFU/mI

izolatlar

Sekil 4.3. L. plantarum suslarinin pH 3 (A: 1. saat, B: 2. saat ve C: 3. saat) degerine karsi direng

ozellikleri



Cizelge 4.1. L. plantarum suslarmin farkli pH degerlerine kars: direng 6zellikleri
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IZOLATLAR pH 1 pH 2 pH 3

0. SAAT 1. SAAT 2. SAAT 3. SAAT 1. SAAT 2. SAAT 3. SAAT 1. SAAT 2. SAAT 3. SAAT
KONTROL 10.01+0.15 1.04+0.02 0.21+0.01 | 0.00+0.00' | 6.20+0.04 | 6.02£0.06 | 4.83+0.02 9.70+0.01 9.20+0.01 | 8.14+0.01
Y11 10.16+0.231 0.00+0.00° 0.00+0.00% | 0.00+0.00' | 6.11+0.02! | 5.03+0.03% | 4.38+0.06° | 9.76+0.08' | 9.10+0.01' | 0.00+0.00°
Y10 9.86+0.48! 0.00:£0.005 0.00+0.00° | 0.00+0.00' | 4.88+0.08° | 4.70+0.17° | 0.00+0.00° | 9.83+0.04* | 8.70+0.04% | 9.19+0.025
Y18 10.31+0.35! 0.00:£0.005 0.00+0.00° | 0.00£0.00* | 6.43+0.02* | 5.9+0.07° | 0.00+0.00° | 9.42+0.42* | 9.45+0.03° | 8.95+0.02°
Y15 10.16+0.29! 0.00:£0.005 0.00+0.00° | 0.00+0.00' | 5.43+0.04° | 5.52+0.04° | 0.00+£0.00° | 9.90+0.01* | 9.03+0.02° | 9.07+0.06°
Y13 10.27+0.25! 0.55+0.055 0.00+0.00° | 0.00£0.00* | 7.46+0.01° | 8.00+£0.04° | 5.88+0.02° | 9.90+0.03' | 9.41+0.01* | 9.41+0.01°
V7 10.14+0.36! 0.00:£0.005 0.00+0.00° | 0.00+0.00' | 6.28+0.02' | 5.82+0.02! | 0.00+0.00° | 9.77+0.09* | 9.44+0.02% | 8.72+0.06°
V34 9.63+0.501 0.00:£0.005 0.00+0.00° | 0.00+0.00! | 5.28+0.03° | 4.85+0.11° | 6.11+0.08° | 9.26+0.36° | 9.40+0.01* | 9.40+0.01°
Y64 10.07+0.271 0.00:£0.005 0.00+0.00° | 0.00£0.00* | 6.40+0.07° | 7.58+0.08° | 6.21+0.03° | 9.58+0.04' | 9.23+0.01! | 0.00+0.00°
V14 10.13+0.18! 5.00:£0.085 0.00+0.00° | 0.00+0.00' | 7.29+0.01° | 6.81+0.03° | 6.90+0.09° | 9.64+0.02' | 9.23+0.01! | 9.61+0.01°
Y20 10.21+0.16! 0.00:£0.005 0.00+0.00° | 0.00£0.00* | 6.18+0.05' | 5.61+0.03° | 6.12+0.04° | 9.71+0.04 | 9.50+0.01° | 9.40+0.01°
Y9 9.73+0.30! 4.28+0.045 0.00+0.00° | 0.00+0.00' | 6.40+0.07° | 6.53+0.05° | 6.20+£0.02° | 9.52+0.06> | 9.32+0.01! | 8.92+0.02°
V8 10.25+0.20! 3.80:0.24° 0.00+0.00° | 0.00+0.00! | 6.71+0.04° | 5.85+0.07! | 6.11+0.02° | 9.70+0.01' | 9.27+0.01! | 9.19+0.02°
Y27 9.86+0.481 0.00:£0.005 0.00+0.00° | 0.00£0.00* | 6.77+0.06° | 7.19+0.09° | 6.37+0.04° | 9.64+0.04 | 9.17+0.01! | 8.80+0.02°
V35 10.13+0.121 0.00:£0.005 0.00+0.00° | 0.00+0.00' | 6.64+0.03° | 4.88+0.02° | 6.20+£0.01° | 9.70+0.02' | 9.24+0.03! | 8.90:+0.02°
Y19 9.95:+0.49' 0.00:£0.00° 0.00+0.00° | 0.00+0.00! | 5.50+0.05° | 4.83+0.27° | 6.08+0.01°5 | 9.63+0.03" | 9.33+0.02! | 9.41+0.05°
V53 9.96+0.55! 0.00:£0.005 0.00+0.00° | 0.00+0.00! | 8.06+0.06° | 6.70+0.17° | 5.60+0.09° | 9.83+0.02' | 9.26+0.02! | 8.89+0.01°
V37 10.03+0.15! 0.00:£0.00° 0.00+0.00° | 0.00£0.00* | 6.98+0.02° | 6.70£0.07° | 6.07+0.04°> | 9.90+0.01' | 9.25+0.01! | 9.20+0.01°
Y72 9.66+0.121 3.56+0.20° 4.95+0.09° | 0.00+0.00' | 6.14+0.02! | 5.73+0.03* | 6.17+0.05° | 9.78+0.03' | 9.13+0.02' | 8.71+0.03°
V36 10.30+0.28! 0.00:£0.005 0.00+0.00° | 0.00+0.00' | 4.90+0.04° | 5.05+0.07° | 6.32+0.03° | 9.84+0.04' | 9.05+0.04% | 9.50+0.01°
Y6 10.00+0.35! 3.58+0.01° 0.00+0.00° | 0.00+£0.00* | 5.77+0.08° | 6.18+0.02! | 6.33+0.03° | 9.85+0.03' | 9.40+0.01° | 9.43+0.03°

1: Fark yok. 2: *, 3: **, 4; *** yg §; ****




Cizelge 4.1.”in devami
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IZOLATLAR pH 1 pH 2 pH 3
0. SAAT 1. SAAT 2. SAAT 3. SAAT 1. SAAT 2. SAAT 3. SAAT 1. SAAT 2. SAAT 3. SAAT
KONTROL 10.01£0.15 1.0420.02 0.21+0.01 | 0.00+0.00' | 6.20+0.04 | 6.02+0.06 | 4.83+0.02 | 9.70+0.01 | 9.20+0.01 | 8.14+0.01
V51 10.00+0.25! 3.58+0.23° 3.53+0.17° | 0.00+£0.00 | 5.70+0.03% | 5.75+0.07° | 6.09+0.01° | 9.70+0.01* | 9.05+0.04> | 9.02+0.025
Y70 10.12+0.09! 0.00+0.00° 0.00+0.00° | 0.00+£0.00* | 6.30+0.02' | 5.03+0.03° | 6.15+0.02° | 9.77+0.05* | 9.11+0.01' | 8.78+0.02°
Y45 10.14+0.09! 0.00+0.00° 0.00+0.00° | 0.00+£0.00 | 5.29+0.07° | 4.80+0.06° | 6.21+0.02° | 9.60+0.01* | 9.19+0.03' | 9.02+0.01°
Y24 9.70+0.43! 0.00+0.00° 0.00+0.00° | 0.00+0.00' | 5.70+0.01% | 5.28+0.03° | 6.16+0.03° | 9.70+0.01' | 9.02+0.02° | 9.20+0.03°
Y26 9.75+0.331 0.00+0.005 0.00+0.00° | 0.00+0.00' | 6.78+0.03° | 5.32+0.11° | 6.18+0.02° | 9.80+0.01! | 9.09+0.01' | 9.08+0.01°
Y49 9.90+0.06! 0.00+0.00° 0.00+0.00° | 0.00+0.00' | 7.20+0.03% | 4.61+0.10° | 6.10+0.03° | 9.70+0.01' | 9.03+0.03® | 8.78+0.03°
V15 9.80-+0.501 0.00+0.005 0.00+0.00° | 0.00+0.00' | 6.41+0.16* | 5.12+0.04° | 6.09+0.03° | 9.63+0.05! | 9.24+0.03' | 8.58+0.01°
Y1 10.11+0.011 0.00+0.005 0.00+0.00° | 0.00+0.00' | 7.13+0.02° | 5.08+0.03° | 6.23+0.04° | 9.76+0.02! | 9.29+0.01' | 8.50+0.01°
Y40 10.00+0.13! 4.23+0.05° 0.00+0.00° | 0.00+£0.00* | 6.71+0.03° | 6.38+0.05° | 6.18+0.05° | 9.70+0.01* | 9.29+0.01' | 8.68+0.02°
Y38 9.88+0.05" 0.00+0.005 0.00+0.00° | 0.00+0.00% | 7.17+0.02° | 7.15+0.08° | 5.90+0.04° | 9.83+0.03! | 9.50+0.01° | 9.00+0.04°
V12 10.23+0.16! 0.00:£0.00° 0.00+0.00° | 0.00+£0.00 | 7.15+0.05° | 6.63+0.04° | 5.67+0.15° | 9.84+0.02' | 8.97+0.03° | 8.90+0.03°
V25 9.96+0.10" 4.52+0.03° 0.00+0.00° | 0.00+£0.00* | 6.70+0.17°5 | 7.00+0.09° | 5.60+0.09° | 9.80+0.03' | 9.15+0.03' | 9.31%0.02°
Y29 10.01+0.171 0.00:£0.00° 0.00+0.00° | 0.00+£0.00 | 6.32+0.04' | 6.86+0.20° | 0.00+0.00° | 9.80+0.07* | 8.90+0.01° | 9.27+0.02°
V29 9.94+0.041 4.72+0.06° 0.00+0.00° | 0.00+£0.00 | 4.48+0.17° | 6.86+0.05° | 0.00+0.00° | 9.82+0.02' | 9.05+0.04> | 9.19+0.01°
Y23 10.12+0.161 0.00+0.00° 0.00+0.00° | 0.00+£0.00* | 6.05+0.04' | 7.21+0.09° | 4.16+0.51° | 9.94+0.02' | 9.12+0.02' | 0.00+0.00°
V2 10.21+0.421 0.00+0.005 0.00+0.00° | 0.00+0.00! | 6.76+0.04° | 7.06+0.09° | 0.00£0.00° | 9.70+0.04' | 9.30+0.01' | 0.00+0.00°
V3 9.84+0.141 0.00+0.005 0.00+0.00° | 0.00+0.00' | 5.91+0.03° | 6.53+0.17° | 0.00£0.00° | 9.60+0.02! | 9.11+0.02 | 9.14+0.03°
Y4 10.08+0.26! 3.88+0.025 0.00+0.00° | 0.00+0.00' | 5.33+0.11° | 7.11+0.09° | 6.86+0.02° | 9.76+0.04' | 9.20+0.02 | 8.59+0.02°
V5 10.29+0.23! 0.00+0.005 0.00+0.00° | 0.00+0.00! | 5.17+0.07° | 5.57+0.10° | 6.15+0.05° | 9.90+0.02! | 9.17+0.02 | 8.40+0.03°
Y27 10.49+0.171 0.00+0.005 0.00+0.00° | 0.00+0.00' | 5.03+0.09° | 6.57+0.06° | 6.14+0.04° | 10.09+0.02° | 9.27+0.01' | 9.20+0.02°

1: Fark yok, 2: *, 3: ** 4: *** yg G ***
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pH 3.0’ilin 1. saatinin sonuglari incelendiginde; L. plantarum izolatlarindan sadece Y34
ve Y27 kodlu suslarinin (%5) kontrolden daha ¢ok geliserek yiiksek anlamli bir fark
olusturdugu goézlemlenmistir (P<0.001). pH 3.0’tin 2. saatinin sonuglari géz Oniine
alindiginda L. plantarum izolatlaridan, sadece 7 izolat (%17.5) (Y10, Y18, Y7, Y20,
Y38, Y12 ve Y29) kontrolden daha fazla gelisme gostererek yiiksek anlamli fark
sergiledigi belirlenmistir (P<0.001). pH 3.0’{in 2. saatinin sonuglar1 degerlendirildiginde
ise L. plantarum izolatlarinin %90°n1 (36 izolat) kontrol degerinden daha fazla gelisim
gostererek yiiksek anlamli bir fark gostermistir (P<0.001). Geriye kalan %10’luk (4 sus)
L. plantarum izolatlar1 ise herhangi bir gelisme gosterememislerdir (Sekil 4.3).

Probiyotiklerin hayatta kalma miicadelesinde karsilastiklart ilk fizyolojik bariyer
midenin asidik ortamidir (Ramirez-Chavarin ve ark., 2013; Vasiljevic ve ark., 2008).
Probiyotik olarak kullanilacak mikroorganizmalarda bazi se¢im kriterleri aranmaktadir.
Bu kriterlerden, en 6nemli olanlarindan biri de bakterinin aside kars1 direng 6zellikleridir.
Bagirsak yoluna ulastiginda, mide asidinden en az oranda zarar gormiis olmalaridir
(Ashraf ve ark., 2016; Dianawati ve ark., 2016). Probiyotik 6zelliklerin arastirildig bir
calismada, 16 adet laktobacillus susundan 13 tanesinin (%81) ve 127 adet Enterococcus
faceium tiirine ait 22 adedi (%17) pH 2.5 degerine karsi direngli oldugu bildirilmistir
(Dogan, 2017).

Yapilan bir bagka ¢alismada ise yedi adet laktobasilden yalnizca ti¢ susun (%43)
pH 2.0 veya 3.0’e kars1 direngli oldugu tespit edilmistir (Mishra ve ark., 2005).

Oral (2015) tarafindan yapilan ¢alismada; pH 1.0 degerinde 1 saat i¢erisinde biitiin
izolatlarin canliliklarint yitirdikleri rapor edilmistir. Ayni ¢alismada L. sakei (OZH3)
suslarmin pH 2.0’de 1. saatin sonunda %18.6 oraninda canlilik gdsterdigi, 2. saatin
sonunda ise canlilifini tamamen kaybettigini gozlemlemistir. pH 3. 0 i¢in yapilan
deneylerde bu susun 1. saatin sonunda canliligini %95 oraninda, 2. saatin sonunda
canliligin1 %93 oraninda ve 3. saatin sonunda ise canliligin1 %87.5 oraninda korumustur.
L. plantarum (OZH8) suslarinin pH 2.0’de 1. saatin sonunda %37 oraninda canlilik
gosterdigi, 2. saatin sonunda ise susun canliligini tamamen yitirdigi belirlenmistir. pH 3.0
icin yapilan deneylerde suslarin 1. saatin sonunda canliligin1 %98 oraninda korurken 3.
saatin sonunda canlilik %97 oraninda oldugunu belirlemistir.

Charteris ve ark. (1998) yaptiklar1 aragtirmada; mide asidine benzer bir ortamda
pH 2.0’de, sadece bir laktobasil susunun (L. fermentum KLD) direngli oldugunu ancak,
ortama siit proteinleri eklenerek yapilan denemede ise L. casei 2123 ve B. infantis 25962

suslarinin %100 ge¢is toleransi oldugunu belirlemislerdir.
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Zhang ve ark. (2016)’da yiiriittiikleri arastirmada; ¢ig olan siitten iretilmis
peynirden izolasyonunu yaptiklar1 69 Lactobacillus susunun, potansiyel probiyotik olma
ozelliklerini arastirmislar. 69 Lactobacillus susundan 29 adet susun pH 2.0 ve pH 3.0’e
kars1 2. saatin sonunda %90 oraninda canli kaldiklarin1 gészlemlemislerdir.

Insan gaytasindan izole edilen L. brevis’in pH 4.0’de, L. plantarum’un ise pH
3.5’da canli kalabildigi, ancak daha diisik pH degerlerinde gelisimlerinin durdugu
saptanmustir (Delgado ve ark., 2007).

Calismamizda ise L. plantarum suslarinin pH 1.0 ve 1. saatte %27’si kontrolden
daha fazla geliserek anlamli bir fark gostermistir. pH 1.0 ve 2. saatte ise sadece iki izolatin
kontrolden daha fazla gelisme gostererek yiiksek anlamli fark sergiledigi tespit edilmistir.
pH 1.0 ve 3. saatin sonunda hicbir izolatin gelisme gdstermedigi kaydedilmistir. pH
2.0’nin 1. saatinin sonuglarina gore, L. plantarum izolatlarinin, %100l kontrolden daha
az gelisme gostemistir. Ancak %75°1 yiiksek anlamli fark sergilemistir. Ayrica pH 2.0’nin
2. saati incelendiginde L. plantarum suslarinin timi kontrolden daha az geliserek
canliligini siirdiirmiis ve %60.5’inin yiiksek anlamli fark gosterdigi kaydedilmistir. pH
2’in 3. saatin de L. plantarum suslarinin, %82.5’inin canliigm siirdiirdiigi
gozlemlenmistir. Geriye kalan L. plantarum izolatlarinin %17.5’lik kismi ise higbir
gelisme gostermemistir. pH 3.0’lin 1. saatinin sonuglara gore L. plantarum izolatlarinin
tamami canlilhigimi korumus, sadece Y34 ve Y27 kodlu izolatlarin yiiksek anlamli fark
sergiledigi gézlemlenmistir. pH 3.0’lin 2. saatinin sonuglar1 goz oniine alindiginda L.
plantarum suslarinin timiinde gelisme gozlenmistir. L. plantarum izolatlaridan %17.5’1
(7 izolat) yiiksek anlamli fark gosterdigi kaydedilmistir. pH 3.0’{in 3. saatinin sonuglarina
bakildiginda ise L. plantarum izolatlarinin %90°n1 (36 izolat) canliligini korumustur.
Geriye kalan %10’luk (4 sus) L. plantarum izolatlar1 ise herhangi bir gelisme
gostermedigi belirlenmistir (Cizelge 4.1). Calismamizin sonuglari literatiirde yer alan

birgok ¢aligsma ile paralellik gostermektedir.
4.1.2. L. plantarum suslarimin pepsine karsi direng 6zellikleri

Pepsin, protein ve tiirevlerinin sindiriminde etkin rol oynayan 6nemli kompleks
bir enzimdir. Probiyotik se¢imi kriterlerinden biri de mikroorganizmalarin, mide
stvisinda bulunan ve protein sindiriminde rol oynayan pepsin bariyerini asarak
bagirsaklara ulagsmalaridir. Saglikli bir insanin mide pH’st 2.0-3.0 araligindadir.
Besinlerin midede kalma siiresi yaklasik olarak ii¢ saat oldugu i¢in suslarin pepsin ve

diisiik pH’a ayn1 anda maruz kaldiklar1 g6z oniinde bulundurulmalidir. pH 2.0 ve 3.0°deki
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pepsin uygulamasinin amaci sindirim kanalina ulasan mikroorganizmalarin midenin
gastrik kosullarina direng diizeylerinin in-vitro olarak belirlenmesidir (Maragkoudakis ve
ark., 2006; Alp, 2018). Calismamizin diger asamalirini yiiriitmek amaciyla, L. plantarum
suslarindan pH’a kars1 iyi direng gosterebilen 22 adet izolat belirlenmis olup, bu izolatlar

kullanilarak arastirmanin diger basamaklar1 gergeklestirilmistir.

L. plantarum izolatlarinin pepsin ile ii¢ farkli saat (1., 2., 3. saat) ve iki farkli pH
(pH 2.0 ve pH 3.0) araliginda muamele edilmis olup sonuglar Cizelge 4.2. de verilmistir.
Calismamizda 22 susun farkli pH ve zaman araliginda elde edilen sonuglarinin
ortalamalar1  hesaplanarak kontrol deger olarak almmis olup, istatistiksel

degerlendirilmesi yapilmistir.
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Sekil 4.4. L. plantarum suslarinin pepsin pH 2 (A: 1. saat, B: 2. saat ve C: 3. saat) degerine kars1 direng

ozellikleri
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Pepsin ile muamele edilen suslarin sonuglart degerlendirildiginde; pH 2.0 ve 1.
saatte L. plantarum izolatlariin %50°si (11 izolat) kontrolden daha fazla gelisme gosterip
yiiksek anlamli bir fark olusturdugu gozlemlenmistir (P<0.001). Ayrica L. plantarum
suslarinin %36.4°1 (8 izolat) kontrolden daha az gelisme gostererek yiiksek anlamli bir
fark olusturmustur (P<0.001). pH 2.0 ve 2. saatte ise L. plantarum izolatlarindan Y13,
Y36, Y40, Y25 nolu izolatlar (%18.2) kontrol grubundan daha fazla geliserek yiiksek
anlaml fark gostermistir (P<0.001). L. plantarum izolatlarindan sadece Y8 ve Y49 nolu
izolatlar (%9.1) kontrolden daha az gelisme gostererek anlamli bir fark belirlemistir
(P<0.001). pH 2.0 ve 3. saatinde de L. plantarum suslariin %40.1’1 (9 izolat) kontrol
grubundan daha fazla gelisme gosterip yiliksek anlamli bir fark sergilemistir (P<0.001).
Diger yandan L. plantarum izolatlarinin %13.6’s1 (3 izolat) kontrolden daha az gelisme
gostermis ve yiiksek anlamli bir farkin oldugu belirlenmistir (P<0.001) (Sekil 4.4).
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Sekil 4.5. L. plantarum suslarinin pepsin pH 3 (A:

Y13
Y14
Y9
Y8
Y35
Y19
Y72
Y36
Y6
Y51
Y70
Y45
Y24
Y26
Y49
Y1
Y40
Y12
Y25
Y23
Y4
Y5

izolatlar

1. saat, B: 2. saat ve C: 3. saat) degerine kars1 direng
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pH 3.0%iin 1. saatinde L. plantarum izolatlarinin %22.7°si (5 izolat) kontrolden

daha fazla gelisme gosterip yiiksek anlamli bir fark meydana getirmistir (P<0.001). L.

plantarum izolatlarinin %27.2’si (6 izolat) ise kontrolden daha az gelisip yiiksek anlaml

fark gostermistir (P<0.001). pH 3.0 iin 2. saatinde L. plantarum izolatlarindan sadece Y45

nolu izolat, kontrolden daha fazla geliserek yliksek anlamli bir fark gdstermistir

(P<0.001). pH 3.0 iin 3. saatinde ise L. plantarum izolatlarindan sadece Y70 ve Y12 nolu

izolatlar yiiksek anlamli bir fark meydana getirmistir (P<0.001) (Sekil 4.5).

L. sakei (OZH3) susunun pepsin uygulamasinda pH 2.0’de 1. saatin sonunda

canlilik oranmin %14’e kadar distigi, 2. saatten itibaren tamamen kayboldugu
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gozlemlenmistir. pH 3.0 pepsin uygulamasinda L. sakei (OZH3) susu canliligini 1. saatin
sonunda %96.5 oraninda, 2. saatin sonunda %93 oraninda, 3. saatin sonunda ise %87
oraninda korumustur. L. plantarum (OZH8) susu pH 2.0 pepsin uygulamasinin 1. saatinde
canliligint %37 oraninda devam ettirirken 2. saatin sonundan itibaren canliligin
kaybettigi tespit edilmistir. pH 3.0 pepsin uygulamasinda bu sus canliligini 1. saatin
sonunda %97 oraninda korurken 3. saatin sonunda %96 oraninda devam ettigi
gbzlemlenmistir. pH 3.0 pepsin uygulamasinda bu susun 1. saat sonunda %46.5 oranina
diisen canliligin1 3. saat sonunda ancak %35 oranina kadar koruyabildigi kaydedilmistir
(Oral, 2015).

Daniel ve ark. (2006) tarafinda yapilan ¢alismada ise; mide modellemesinde (in
vitro ortamda) farkli bes lactobacillus susunun probiyotik 6zellikleri aragtirilmistir.
Denemenin sonucunda; suslarin 20. dakikaya kadar %65 ve istiinde canlilik orani
kaydedilirken; 1. saatin sonunda bu oranin giderek diistiigii ve canli kalabilen suslarin
orani en ¢ok %39 olarak belirlenmistir.

Cholakov ve ark. (2014) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada ise; bozadan izole edilmis
L. plantarum BG24 suslarinin probiyotik olma 6zelliklerini tespit etmek igin, in vitro
mide modellemesi hazirlamiglardir. Mideye benzer bir ortam olusturmak i¢in pH 2.0’de
%0.5 NaCl ve pepsin ilave edilmis PBS tamponda 0., 2., 4., 24. saatlerde canlilik oraninin
tespitini yapmislardir. 24. saatin sonunda belirgin bir azalmanin oldugu tespit etmislerdir.

Bir bagka c¢alismada ise salata sosundan izole edilmis L. delbrueckii ssp.
bulgaricus TAB2 ve L. delbrueckii ssp. bulgaricus B1, suslarinin pH 2.0’de pepsine kars1
direnglilik 6zellikleri arastirilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda her iki susun 2. saatin
sonunda ortalama olarak 6 kob/ml direng gosteremedikleri tespit edilmistir (Teneva ve
ark., 2015).

17 farklt LAB’1n probiyotik olma &zelliklerininin arastirildigi bir caligmada; mide
ortamina benzer yapilan denemede, pH 2.0 ve pH 3.0’te yedi farkli susun %55 ve lizerinde
bir oranla direng gosterdigi belirlenmistir (Ashraf ve Smith, 2016)

Probiyotik 6zellikleri belirlemek amaciyla, siit mamullerinden izolasyonu yapilan
Lactobacillus suslariyla yapilan bir arastirmada ise, pH 2.0 pepsin uygulamasinin 1.
saatinde 29 susun 21°nin direng gosterdigi, ancak uygulamanin devaminda 3. saatinde
13’linlinde direng gostermeyip, canliligim1 tamamen kaybettigi belirlenmistir. Aym
calismada; 3. saatin sonucunda suslardan en iyi direng gdsteren izolatlarn ise L.
rhamnosus ve L. paracasei subsp. paracasei oldugu bildirilmistir (Maragkoudakis ve
ark., 2006).
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pH 2.0°de yiiriitiilen pepsin uygulamasinda; 1 saatin sonunda insan kaynakli L.
casei BH97 ve BH100 ve gida kaynakli L. brevis BG8, BG9, BG11, BG12, BG13, BG15,
BG16 ve BG19; P. pentosaceus BG10 ve BG17; L. plantarum BG28, BG31, BG32 ve
BG34, canliliklarini devam ettirmis, ancak uygulamanmn 3. saatinde tim suslarin
canliligini yitirdigi saptanmistir (Uymaz, 2009).

Calismamizda ise pepsin ile muamele edilen suslarin  sonuglar
degerlendirildiginde, pH 2.0 ve 1. saatte L. plantarum izolatlarinin canlilik oranlarinin
%50’ ye kadar diistiigii daha sonra 2. ve 3. saatlerde ise geometrik artiglar gbzlenmistir.
pH 3.0 ve 1, 2 ve 3. saatlerinde suslarin canliliklarinda 6nemli bir azalmanin olmadig1 ve
tiim suslarin canliliklarini devam ettirdigi kaydedilmistir. Yaptigimiz ¢aligmanin sonucu

literatiirdeki bir¢cok calismanin sonucu ile benzerlik gosterdigi belirlenmistir (Cizelge

4.2).
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IZOLATLAR | 0.SAAT pH 2 pH 3
1.SAAT 2.SAAT 3.SAAT 1.SAAT 2.SAAT 3.SAAT

KONTROL 10.27+0.42 6.19+0.03 6.90+0.01 6.58+0.01 10.49+0.02 9.79+0.02 9.92+0.04
Y13 10.66+0.621 6.85+0.07° 7.214+0.04° 4.01+0.03° 10.55+0.061 10.06+0.041 10.07+0.011
Y14 10.46+0.64! 6.90+0.07° 6.82+0.05! 4.02+0.05° 10.84+0.03° 10.20+0.014 10.29+0.473
Y9 10.01+0.50" 6.31+0.03! 6.82+0.041 7.00+0.015 10.49+0.021 9.7440.05! 10.00+0.03!
Y8 10.53+0.45" 5.95+0.02° 6.16+0.12° 6.97+0.08° 10.62+0.032 10.22+0.02* 9.87+0.05!
Y35 10.41+0.45" 4.60+0.015 7.03+0.053 7.01+0.06° 10.83+0.04° 10.00+0.03" 9.83+0.05!
Y19 10.17+0.50" 5.09+0.01° 6.89+0.02! 7.0420.04° 10.57+0.05* 9.65+0.05! 9.83+0.04!
Y72 10.01+0.55" 5.33+0.01° 6.83+0.04! 7.00+0.04° 10.62+0.052 9.60+0.05! 9.83+0.03!
Y36 10.65+0.58" 6.90+0.02° 7.19+0.03° 7.00+0.02° 10.81+0.05° 10.04+0.07* 10.10+0.06!
Y6 9.86+0.34! 5.16+0.04° 6.83+0.03! 6.70+0.05! 10.44+0.04 9.67+0.10! 9.90+0.011
Y51 10.40+0.65* 7.06+0.07° 7.0140.052 6.71+0.101 10.38+0.03! 9.83+0.03! 10.17+0.08!
Y70 10.46+0.53! 6.97+0.01° 6.80+0.012 6.77+0.03! 10.12+0.03° 10.05+0.041 9.29+0.03°
Y45 10.16+0.08" 6.90+0.03° 7.04+0.033 6.72+0.061 10.54+0.011 10.26+0.04° 9.85+0.05!
Y24 9.41+0.55! 6.91+0.06° 6.83+0.03! 6.79+0.072 10.25+0.08° 9.7440.05! 9.79+0.011
Y26 10.13+0.65" 6.83+0.02° 6.80+0.032 6.77+0.08! 10.71£0.01° 9.90+0.011 10.10+0.111
Y49 10.20+0.48" 5.85+0.05° 6.70+0.045 6.91+0.06% 10.06+0.08° 9.70+0.011 9.85+0.011
Y1 10.39+0.43! 4.81+0.03° 7.04+0.05° 6.92+0.04° 10.46+0.021 9.89+0.02! 10.00£0.02*
Y40 10.39+0.75% 5.40+0.02° 7.07+0.06° 6.91+0.13* 10.20+0.015 9.76+0.021 10.02+0.03!
Y12 10.43+0.33! 5.50+0.02° 7.00+0.01! 7.01+0.03° 10.35+0.052 10.10+0.042 10.42+0.04°
Y25 10.42+0.80" 6.06+0.05* 7.17+0.03° 6.92+0.08° 10.24+0.03° 9.62+0.02! 9.79+0.06!
Y23 10.36+0.39" 6.67+0.06° 7.00+0.061 6.85+0.083 10.80+0.03° 10.00+0.021 10.00+0.06!
Y4 10.30+0.39* 7.00+0.02° 6.92+0.05! 6.50+0.021 10.59+0.02* 9.79+0.041 9.85+.003!
Y5 10.51+0.391 7.00+0.03° 6.80+0.022 6.11+0.36° 10.28+0.04° 9.77+0.03! 9.72+0.03!

1: Fark yok, 2: *, 3: ** 4: *** yg G ****
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4.1.3. L. plantarum suslarinin pankreatine kars1 direng 6zellikleri

Mikroorganizmalarin karsisindaki bir diger engelde ince bagirsak sisteminde
canlilik ve aktivitelerini koruyabilmesidir. ince bagirsakta safra tuzlarinin yani sira
mikrobiyal iiremeyi olumsuz yonde etkileyen pankreatin gibi kompleks bir enzimin

varligidir (Megan ve Janet, 2009).

Calismamizda L. plantarum suslarinin pankreatine karsi direng ozelliklerinin
belirlenmesi amaciyla 1 mg/ml pankreatin iceren ve pH degeri 8.0’a ayarlanmis PBS
tamponlari ile ¢alisilmistir (Maragkoudakis ve ark., 2006). Calismamizda pankreatinin
pH’s1 8.0 ve zaman aralig1 4 saat olup sonuglar (Cizelge 4.3) verilmistir. Calismamizda
22 susun pankreatine 4. saatte ki elde edilen sonuglarinin ortalamalar1 hesaplanarak
kontrol deger olarak alinmis olup, istatistiksel degerlendirilmesi yapilmistir.

(Calismada pankreatin ile muamele edilen suslarin sonuglar1 degerlendirildiginde;
pH 8.0 ve 4. saatte L. plantarum suslarmin %40.1°i (9 izolat) kontrolden daha fazla
geliserek yiiksek anlamli fark gostermistir (P<0.001). Ayni zamanda L. plantarum
izolatlarinin %31.8°1 de (7 izolat) kontrolden daha az geliserek yiiksek anlamli bir fark
sergiledigi belirlenmistir (P<0.001) (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. L. plantarum suglarinin pankreatin degerine karsi direng 6zellikleri

Yapilan bir ¢alismada; L. sakei (OZH3) susunun, pankreatin uygulamasinda 4.
saatin sonunda kontrol grubunda canlilik %98 iken deney grubunda ise %93 olarak
hesaplamistir. L. plantarum susu pankreatinle muamele edildigi kontrol grubunda L.
plantarum (OZH8) susunun 4. saatin sonunda canliligi1 %97 oraninda korurken,
pankreatin deney grubunda ayni saat sonunda %96 oraninda korudugu tespit edilmistir.

L. sakei susunun kontrol grubunda 4. saatin sonunda %95 canlilik gozlemlenmis ve
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pankreatin igeren ortamdan alinan sonuglarda susun canliliginin %85 oraninda oldugu

belirtilmistir (Oral, 2015).

Yapilan bir ¢alismada hamur mayasindan izole edilmis L. acidophilus Z10
susunun pH 4.5 pankreatin i¢eren ortam ve pH 7.0 pankreatin igeren ortam olmak tizere
iki farkli test uygulanmistir. 0., 2., 4., ve 24. saatlerde yapilan canlilik tespiti sonucunda
L. acidophilus Z10 susunun pH 4.5 pankreatin i¢eren ortamda 2.8 logaritmik azalma,
pH 7.0 pankreatinli ortamda ise 2.4 logaritmik azalmanin oldugu gézlenmistir (Denkova
ve ark.,2012)

Cizelge 4.3. L. plantarum suslarinin pankreatine kars1 direng 6zellikleri

IZOLATLAR | 0. SAAT 4, SAAT

KONTROL 10.27+0.42 10.71+0.01
Y13 10.66+0.621 11.04+0.045
Y14 10.46+0.64! 11.18+0.045
Y9 10.01+0.50" 10.80:0.011
Y8 10.53+0.45" 10.81+0.051
Y35 10.41+0.45% 10.79+0.051
Y19 10.17+0.50% 11.07+0.555
Y72 10.01+0.55" 11.01+0.115
Y36 10.65+0.58" 11.00:£0.085
Y6 9.86+0.34! 10.51+0.05°
Y51 10.40+0.65* 11.03+0.03°
Y70 10.46+0.531 10.58+0.032
Y45 10.16+0.08" 10.15+0.045
Y24 9.41+0.55* 10.54+0.113
Y26 10.13+0.65* 10.00+0.01°
Y49 10.20+0.48" 10.91+0.045
Y1 10.39+0.431 10.47+0.045
Y40 10.39+0.75% 11.04+0.115
Y12 10.43+0.331 10.01+0.035
Y25 10.42+0.80* 10.71+0.02*
Y23 10.36+0.391 11.14+0.025
Y4 10.30+0.39* 10.46+0.055
Y5 10.51+0.391 10.24+0.045

1: Fark yok, 2: *, 3: **, 4: *** yg §; ****

Arastirmamiza benzer yapilan bir ¢calismada; karigik tursudan izole edilmis 21
adet L. plantarum, 11 adet P. ethanolidurans ve yedi adet L. brevis izolatlarinin
potansiyel probiyotik olma 6zellikleri arastirilmistir. Probiyotik 6zelliklerni belirlemek
amaciyla pankreatine karsi direnclilik testi icin pH’s1 8.0’e ayarlanmis ve 1mg/ml

pankreatin igeren PBS tamponunda mikroorganizmalar dort saatlik inkiibasyona
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birakilmustir. Inkiibasyon sonunda suslarin en ¢cok %63’liik bir canlilik orani gosterdigi
bildirilmistir (Tokatli ark., 2015).

Antibakteriyel aktiviteye sahip suslar ile yiirlitiilen pankreatin uygulamasinda; L.
plantarum BH102, L. casei BH100, P. pentosaceus BH105, L. brevis BG8, L. plantarum
BG29, BG30, BG32 ve L. casei BG9’un yiiksek direng gosteren suslar olarak
belirlenmistir. Buna karsilik, L. casei BG35 izolatinin pankreatin uygulamasimin 4.
saatinde canlilifin1 tamamen kaybettigi saptanmistir (Uymaz, 2009).

Calismamizda kullandigimiz 22 adet L. plantarum izolatlariin (Cizelge 4.3)
pankreatine karsi direng Ozellikleri incelendiginde tiim izolatlarin pankreatine karsi
yiiksek bir dirence sahip oldugu ve L. plantarum izolatlarinin 4. saatin sonuna kadar
canliligini devam ettirdigi gozlemlenmistir. Yapilan birgok ¢alismanin sonucu, bizim

yaptigimiz ¢alisma ile paralellik gosterdigi belirlenmistir.
4.1.4. L. plantarum suslarinin safra tuzuna karsi direnc ozellikleri

Safra tuzlarina karsi direng, probiyotik mikroorganizmalarin tercih edilmesinde
aranan onemli Kriterlerden biridir (FAO/WHO 2002; Burns ve ark., 2008). Bundan dolayi
probiyotik olarak kullanilmasi diistiniilen bakterilerin sindirim sisteminin 6nemli bir
kismi1 olan ince bagirsak sisteminde canli kalabilmeleri i¢in safra salgisina karsi duyarl

olmamalari istenilen bir durumdur (Maldonado ve ark., 2015).

Probiyotik bakteriler safra tuzlarina kars1 direng 6zellikleri bakimindan farklilik
gostermektedirler. Probiyotik bakterilerin direng mekanizmalarinin igleyisi hakkinda
cesitli hipotezler olmasina karsin direng mekanizmasinin fonksiyonelligi net bir sekilde
tanimlanamamustir (Begley ve ark., 2006).

Yapilan bir¢ok bilimsel arastirma sonucunda safra tuzuna karsi direngli olan
kiiltirlerin belirlenmesi i¢in %0,3 safra tuzu derisiminin Kritik bir deger oldugu
belirtilmektedir (Erkkila ve Petaja, 2000; Gilliland ve ark., 1985).

Calismamizda ise %0.3, %0.5 ve %1 safra tuzu konsantrasyonlar1 ve 4. saatte ki
direng 6zellikleri belirlenmis olup sonuglar (Cizelge 4.4) verilmistir. Calismamizda 22
adet L. plantarum susunun farkl: safra tuzu konsantrasyonlarinda ve 4. saatteki elde edilen
sonuglarinin ortalamalar1 hesaplanarak kontrol deger olarak alinmis ve istatistiksel
analizleri yapilmistir.

Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde; 9%0.3’liikk safrada L. plantarum
izolatlarinin %22.7’si (5 izolat) kontrolden daha fazla geliserek yiiksek anlamli bir fark

gostermistir (P<0.001). Ayni zamanda, L. plantarum izolatlarinin %22.7’si de (5 izolat)
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kontrolden daha az geliserek yiiksek anlamli bir fark belirlemistir (P<0.001). %0.51ik
safrada ise L. plantarum suslariin %22.7 (5 izolat) kontrolden daha fazla gelisip yiliksek
anlamli bir fark tespit edilmistir (P<0.001). Ayrica, L. plantarum izolatlarinin %18.1°i (4
izolat) kontrolden daha az geliserek yiiksek anlamli bir fark gostermistir (P<0.001).
%]1°lik safrada ise L. plantarum izolatlarmin %40.1°i (9 izolat) kontrolden daha fazla
geliserek yiiksek anlamli bir fark gostermistir (P<0.001). L. plantarum izolatlarinin

%40.1°1 (9 izolat) kontrolden daha az geliserek yiiksek anlamli bir fark belirlemistir
(P<0.001) (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. L. plantarum suslarinin safra tuzuna (A: % 0.3, B: % 0.5 ve C: % 1) kars1 direng 6zellikleri

Yapilan birgok ¢alismada; insandaki safra tuzu konsantrasyonu baz alinarak

denemeler gergeklestirilmistir. Birgok c¢alismada, genellikle insandaki safra tuzu
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derisimine yakin deger olmasi nedeniyle %0.3°1iik safra tuzu konsantrasyonu kullanilmis
ve bu oranin bakterilerin probiyotik 6zelliklerini saptamak i¢in safra tuzuna karsi direng
gosterme ayirt edici bir oOzellik oldugu, bircok arastimaci tarafindan bildirilmistir

(Klingberg ve ark., 2005).

Mikroorganizmalarin probiyotik 6zelliklerin belirlenmesi i¢in yiritiilen birgok
arastirmada ¢esitli safra tuzu derisimleri denenmis %0,3’liik safra tuzu derisiminin
bakteri izolatlarinin safra tuzuna karsi direncinin tespit edilmesi igin Kritik bir deger

oldugu belirlenmistir (Gilliand ve ark., 1984; Goldin ve Gorbach, 1992).

Cizelge 4.4. L. plantarum suslarinin safra tuzuna karsi direng 6zellikleri

IZOLATLAR 0. SAAT 4. SAAT
%0.3 9%0.5 %1

KONTROL 10.27+0.421 10.57+0.05 10.21+0.05 9.84+0.01

Y13 10.66+0.621 10.99:£0.03° 11.11+0.03° 8.92+0.10°
Y14 10.46+0.64! 10.67+0.07* 10.79+0.02° 9.38+0.09°
Y9 10.010.50* 9.57+0.02° 10.61+0.022 8.81+0.03°
Y8 10.53+0.451 10.05+0.05° 10.69+0.023 9.02+0.05°
Y35 10.41£0.45" 10.06+0.05° 10.69+0.03° 10.81+0.02°
Y19 10.17+0.501 10.25+0.05° 10.70+0.023 10.51+0.40°
Y72 10.01+0.55" 10.63+0.02* 9.33+0.04° 9.22+0.09°
Y36 10.65+0.581 10.61+0.041 10.49+0.03" 8.39+0.07°
Y6 9.86+0.34! 10.55+0.09* 10.87+0.50° 9.90+0.021
Y51 10.40+0.65* 10.39+0.10* 10.12+0.01* 10.48+0.025
Y70 10.46+0.531 11.11+0.09° 10.00+0.021 9.76+0.03!
Y45 10.16+0.08! 9.80+0.02° 9.21+0.03° 9.47+0.05°
Y24 9.41+0.55! 10.51+0.081 9.46+0.06° 9.50+0.03*
Y26 10.13+0.65* 10.13+0.03° 10.21+0.021 10.24+0.03°
Y49 10.20+0.48! 10.53+0.051 11.13+0.04° 10.61+0.02°
Y1 10.39+0.431 11.20+£0.02° 10.29+0.05! 9.95+0.021
Y40 10.39+0.75* 10.79+0.07* 9.77+0.03° 10.81+0.04°
Y12 10.43+0.331 11.07+0.07° 10.86+0.02° 10.59+0.03°
Y25 10.42+0.80" 10.93+0.09* 9.88+0.07* 10.80£0.04°
Y23 10.36+0.391 10.99+0.10° 8.70+0.02° 11.31+0.03°
Y4 10.30+0.39* 10.66+0.04* 9.84+0.022 8.49+0.01°
Y5 10.51+0.39* 10.93+0.074 9.83+0.05? 9.42+0.03°

1: Fark yok, 2: *, 3: **, 4; *** yg §; ****

Oral (2015) tarafindan yapilan g¢alismada, L. sakei (OZH3) susunun safra
uygulamasinda 4. saatin sonunda canlilik oranlart; %0.3’liikk safra tuzu denemesinde
%389.5 oraninda, %0.5’lik safra tuzu denemesinde %87.2 oraninda ve %]1’lik safra tuzu
denmesinde ise %82.5 oraninda devam etmistir L. plantarum (OZH8) susunun safra

tuzuna kars1 direnclilik testlerinde 4. saatin sonunda canlilik oranlari; %0.3’1iik safra tuzu
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denemesinde %88.5, %0.5’lik safra tuzu denemesinde %85.3 ve %1’lik safra tuzu
denmesinde ise %81 oraninda canli kaldiklar1 gézlemlenmistir. L. sakei (OZH9) susunun
safra tuzu uygulamasinda 4. saatin sonunda canliliklari; %0.3’liik safra tuzu
uygulamasinda %88.3 oraninda, %0.5’lik safra tuzu denemesinde %85 oraninda ve
%1’lik safra tuzu denmesinde ise %81.3 oraninda canli kaldig1 belirlenmistir.

Yapilan bir baska calismada ise; vajinadan izolasyonu yapilmis 12 adet LAB
susunun %0,1’°lik ve %0,3’liik safra ihtiva eden MRS broth besi ortaminda 0., 1., 2. ve 4.
saatin sonundaki canlilik oranlar1 arastirilmistir. Arastirmanin sonucuna bakildiginda
%0,1’lik ve %0,3’liik safra tuzu bulunan her iki ortamda da tim LAB suslarinin
sayilarinda diisiis oldugu gozlenmis ancak 3. saatin sonunda teste tabi tutulan tim
suslarda tiremenin oldugu gozlemlenmistir (Er, 2016).

Calismamiza benzer bir arastirmada; L. paraplantarum L. plantarum ve L. brevis
suslarmin safra tuzuna karsi direngleri yiiksek bulunmusken; E. faecium suslarinin
direncinin ise daha diisiik oldugu tespit edilmistir. L. brevis ve L. plantarum suslarinin
safra tuzlarina kars1 direngli davrandiklari bildirilmistir (Ramos, 2013; Golowczyc,
2008).

Lactobacillus suslarinin safra tuzuna karsi toleransinin arastirildigi baska bir
calismada; %0.3 ve %1.0 oraninda safra tuzu iceren PBS ile tamponlanan ortamda
suslarin 2., 4., 7., 24. ve 48. saatlerdeki canli kalabilme oranlar1 incelenmistir. Arastirma
verilerine gore %0.3’liikk derisime kars1 biitiin suslarin %95 {iizerinde canli olduklari
gozlenirken, %1.0 oranindaki safra konsantrasyonuna karsi tolerans Lactobacillus
suglarinda 24 ve 48. saatlerde artarak ortalama %90 canlilik oranmi tespit edilmistir
(Horackova ve ark., 2011).

12 adet L. acidophilus susunun safra tuzlarina kars1 toleransinin arastiridigi bir
caligmada ise; suslar arasinda safra direnci agisindan 6nemli farkliliklar oldugu tespit
edilmistir (Gilliland ve Walker, 1990)

Yapilan bir aragtirmada ise; L. fermentum AS83 ve L. oris AS17 suslarinin
%0.3’liik safra tuzu igeren ortamda 4 saat siireyle safra tuzuna karsi direng 6zellikleri
incelenmis ve bu iki izolatin %0.3°liik safra tuzu derisiminde canli kalabildikleri
belirtilmistir (Alp, 2018)

Yaptigimiz safra tuzu denemesinde L. plantarum suslari farkli safra tuzu
konsantrasyonlarinda (%0.3, %0.5 ve %1) farkli logaritmik gelismeler gdstermistir.

Ancak izolatlarin timii deneme boyunca canliliklarini korudugu goézlemlenmistir.
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Literatiirde ¢aligmamiza benzer yapilan ¢calismalar mevcut olup, elde ettigimiz sonuglar

destekler nitelikte sonuglarin oldugu goériilmistiir.
4.2. LAB’larin Antioksidan Ozellikleri

Mikroorganizmalarin probiyotik o6zelliklerini belirlemek amaciyla yapilan
calismalar igerisinde antioksidan ¢alismalar 6nemli bir yer tutmaktadir. Gida takviyesi
olarak alinan probiyotiklerin sindirime yardimci olmalarinin yani sira, serbest radikallerin
neden oldugu oksidatif stresi ortadan kaldirmasi ya da azaltmasi beklenir. Probiyotiklerin
antioksidan ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla yapilmis ¢esitli in vivo ve in vitro

calismalar mevcuttur.

Calismamizda L. plantarum tiiriine ait suslarin antioksidan aktiviteleri farkli
yontemler kullanilarak arastirllmistir. L. plantarum suslarinin, malondialdehit (MDA) ve
rediikte glutatyon (GSH) seviyelerinin olglilmesinin yani sira; glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) ve katalaz (CAT) enzim aktiviteleri (Cizelge 4.5.) ayrica 1,1-difenil 2-pikril
hidrazil (DPPH) radikal giderme aktiviteleri arastirilmistir (Cizelge 4.6).



Cizelge 4.5 L. plantarum izolatlarnin MDA, GSH seviyeleri ile GPx ve CAT enzim aktiviteleri

Ornek MDA (nmol/uL) GSH (mg/mL) GSH-Px (EU/mL) CAT (EU/mL)
LR1 0.05086:£0.001395 "/ s 0.0314+0.0002"s 0.5225:0.0405"/"s 1.122334
LR2 0.05364-+0.000805 "/ s 0.0281+0.004 "/ 0.4557+0.0708 "/ 3.928
Y1 0.062+0 /s 0.0055+0.0008 "s/ns 0.643+0 " 59.4837
Y4 0.03344+0.0007®® 0.0057+0.0003 "/ 0.563+0 " 18.5185
Y5 0.06432+0.005355 "' s SY 0.5225+0.0405 "s/ns 1.122334
Y6 0.03414+0 "s/e® 0.2223+0.0473""/eeee 0.0884+0.161 "/ SY
Y8 0.03484+0.000695 "Y'® 0.0379+0.0305 "/ 0.603+0.362 "s/ns SY
Y9 0.00934+0™""® 0.0088+0.0015 "ns 0.643+0.0929 ns/ns 7.295174
Y12 0.05225+0 "/ ns 0.0022+0.001 "/ 0.563+0 " 1.122334
Y13 0.0411+0 "/ ns 0.0180-0.005 " 0.603+0.04 "s/ns SY
Y14 0.03901+0.00209 "/ s 0.0589+0.0303 "/ 0.6835+0.120 "/ 0.56561167
Y18 SY SY SY 2.244669
Y19 0.04389+0 "/ ns 0.077+0.064 "s/ns 0.362+0.04 "/ SY
Y23 0.04807+0 /s 0.0023+0.0004 "s/ns 0.5225+0.0405 "s/ns SY
Y24 0.06061+0 "' s 0.0081+0.0011 "/ 0.5897+0.02667 "/ SY
Y25 0.009335+0.002505""""/®®®® | (0 0693+0.0654 "S"S 0.9245+0.3615 "/ns 10.66218
Y26 0.05039+0.004048 "5/ s 0.0029+0.0004 "s/ns 0.616+0.302 "s/ns SY
Y35 0.06688+0.00906 "/ s 0.096+0.0284 "s/ns 0.5225+0.0405 "s/ns 2.244669
Y36 0.03971+0 /s 0.017+0.004 ns/ns 0.7235+0.0805 " 13.46801
Y40 0.03832+0.001395 "/ s 0.0767+0.0621 "/ 0.375+0.1875 "/ 6.17284
Y45 0.062+0 "/ " 0.013+0.0015 "ns 0.5225+0.0405 "/ns SY
Y49 0.04668+0.002413 /s 0.1077+0.0003 "s/ns 0.4425+0.1205 "s/ns 6.734007
Y51 0.0085+0"""/eeee 0.0034+0.001 "/ 0.5225+0.1205 "/ns SY
Y70 0.04853+0.007815"/ " 0.0318+0.023 "s/ns 0.603:0.04 /s 3.928171
Y72 0.09126+0"""/eeee 0.007+0.0031 "/ 0.645+0 " SY

ns:Anlaml sonug yok, SY: Sonug yok, * Lrl standardina gore, ® Lr2 standardina gore istatistiksel olarak kiyaslandigini géstermektedir.
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4.2.1. L. plantarum suslarinin MDA seviyeleri

MDA, lipid peroksidasyonunun son iiriinii olup oksidatif stresin ve hiicresel hasarin
biyobelirteglerinden biri olarak kabul edilir. Lipit peroksidasyonu oksidatif hasarin ana
belirtilerinden olup, toksisite ve kanserojenlikte de 6nemli bir rol oynadig: bildirilmistir
(Carampin ve arkadaslari, 2003). Ayrica, MDA'nin artmasi karaciger hasarinda énemli

bir faktor olarak kabul edilmistir (Mateos ve ark., 2005).

Ejtahed ve arkadaslar1 (2012) tarafindan yapilan ¢alismada probiyotik yogurtun
serum malondialdehit (MDA) konsantrasyonunu belirgin sekilde azalttig1 bildirilmistir.
Diger bir ¢alismada ise; Zhang ve Zhang (2013) antioksidan etkileri olan birgok
Lactobacillus susunun sadece MDA seviyesini diigiirmekle kalmayip, ayni zamanda
antioksidan {iretimini arttirdigi kaydedilmistir. Yapilan bazi1 ¢aligmalarda ise, LAB'in
MDA siipiirme kapasitesine sahip oldugu belirlenmistir. /n vitro deneyler, L. acidophilus
ve B. longum'un kiiltiirlenmis memeli hiicrelerinde MDA'y1 diisiirdiigiinii gostermistir
(Lin ve Yen, 1999).

Wang ve ark. (2017) galismalarinda L. delbrueckii subsp bulgaricus F17 ile tedavi
edilen D-gal kaynakli yaslanan fareler grubunda, D-gal grubununkine kiyasla, serum ve
karaciger MDA'sinda belirgin bir azalmanin oldugunu goézlemlemislerdir. Ek olarak,
L.delbrueckii subsp bulgaricus F17 ile tedavi edilmis farelerde karaciger MDA
seviyelerinin normal kontrol farelerinden daha diisiik oldugunu kaydetmislerdir. Ayrica,
L. delbrueckii subsp bulgaricus F17, D-gal kaynakli yaslanan farelerin karacigerlerinde
C vitamini (3 mg/d) 'e benzer bir MDA azaltma kapasitesi gosterdigi belirtilmistir.

Zang ve ark. (2017) in vivo olarak yaptiklar: ¢aligmada; L. delbrueckii ile beslenen
Cyprinus carpio ve Huanghe var tirii baliklarmin karaciger hiicrelerinde, MDA
iceriginin dnemli dl¢lide azaldig: bildirilmistir.

Calismamizin MDA sonuglar1 incelendiginde yukaridaki ¢aligmalara benzer sekilde
genel olarak izolatlarin MDA seviyelerini 6nemli derecede azalttigi goriilmektedir.
Ozellikle Y4, Y6, Y8, Y9, Y25 ve Y51 suslarinin kontrol olarak kullanilan Lr1 ve Lr2
probiyotiklerine gére MDA’y1 anlamli bir sekilde diigiirdiigii gézlemlenmistir. Sadece
Y72 nolu izolatin MDA seviyesini yiikselttigi ve anlamli fark olusturdugu tespit
edilmistir. Ayrica Y1, Y5, Y24, Y35 ve Y45 nolu izolatlarin MDA seviyelerinin kontrol
mikroorganizmalara gore yiiksek ciktigi ancak anlamli bir fark olusturmadigi tespit

edilmistir.
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4.2.2. L. plantarum suslarinin GSH seviyeleri

Bir tripeptit olan glutatyon (GSH) glisin, glutamik asit ve sistein
aminoasitlerinden meydana gelir. Okaryotik yapiya sahip hiicrelerin neredeyse
tamaminda GSH bulunur. Prokaryot yap1 arz eden hiicrelerde ise E. coli basta olmak tizere
Gram-negatif hiicre duvarina sahip bakterilerde goriiliirken, Gram-pozitif o6zellik
gosteren bakterilerin sadece bazi tiirlerinde belirlenmistir. Ayrica Gram-pozitif
bakterilerde GSH’a benzer fonksiyonlar1 olan baska tiyollerde (alkollerin kiikiirt analogu)
mevcuttur. GSH, bulundugu hiicreyi oksidatif stres ve diger c¢evresel streslerin
olusturacaklar1 hasara kars1 korur. Ornegin E. coli’de GSH, diisiik pH, ozmotik sok, klor
bilesikleri, toksik maddeler gibi ¢evresel stres etmenlerine karsi, hiicrenin savunmasinda

onemli rol oynamaktadir ( Kanat ve Cosansu-Akdemir, 2014).

Probiyotikler, glutatyon (GSH), biitirat ve folat gibi antioksidan aktiviteye sahip
¢esitli metabolitler tiretebilir. Folat, donor molekiillerinden bir karbon birimini kabul eden
ve birgok metabolik yolda bulunan bir vitamindir. DNA replikasyonu, onarimi ve
metilasyonunun etkinligi folat mevcudiyetinden etkilenir. Potansiyel olarak antioksidan
uygulamalar nedeniyle, folat iiretme kabiliyeti, ¢esitli kokenlerden gelen bircok
probiyotik izolatinda yogun olarak arastirilmigtir. Folat tireten Bifidobacteriamin hem
sicanlarda hem de insanda folat durumunu arttirdig1 bildirilmistir (Wang ve ark.,2017).

Yapilan bir ¢alismada; L. fermentum susu, E-3 ve E-18'in GSH seviyelerinde
dikkat ¢ekici artigin oldugu bildirilmistir (Kullisaar ve arkadaslari, 2017). Ayrica, ilk
kez, bir aragtirma grubu L. fermentum ME-3'te biitiin bir GSH sisteminin bulundugunu
tespit ettimislerdir (Li ve ark.,2017).

Baska bir ¢alismada ise, oksidatif durumun Lactobacillus ve Bifidobacterium ile
negatif, E. coli ile pozitif korelasyon gosterdigi bulunmustur. Ratlar {izerinde yapilan
calismalarda, barsak mikrobiyotasinin konak¢iin amino asit metabolizmasini etkiledigi
ve boylece glutatyon metabolizmasini diizenledigi bildirilmistir (Ersoy, 2019).

Giiven ve Gililmez (2003) farelerde karbontetrakloriirle indiiklenen oksidatif
hasarda, kefirde bulunan bazi laktobasillerin rediikte glutatyon ve glutatyon peroksidaz
diizeylerini artirarak, lipid peroksidasyonunu ise azaltarak vitamin E’den daha koruyucu
etki gosterdigini saptamislardir.

Calismamizin GSH sonuglarma bakildiginda yukaridaki g¢alismalara benzer
sekilde bazi izolatlarin GSH seviyelerinde 6nemli derecede artis oldugu tespit edilmistir.

Ozellikle Y49 ve Y6 nolu izolatlarda kontrole gére dénemli bir artis oldugu ancak
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istatistiksel olarak anlamli bir fark olusturmadig tespit edilmistir. Y1, Y4, Y8, Y14, Y19,
Y25, Y35, Y40 ve Y70 nolu izolatlarin GSH seviyeleride Lrl ve Lr2 probiyotiklerinin
GSH seviyeleriden daha yiiksek bulunmustur.

4.2.3. L. plantarum suslarinin GSH-Px aktivitesi

GSH-Px yapisinda bir metal olan selenyumu bulundurdugundan dolay1
metalloenzim smifinda degerlendirilir. /n vitro ortamlarda GSH’1 GSSG’ye cevirir. Bu
reaksiyonda H20O2’yi yiiksek 6zgiilliik ile katalizleyerek detoksifiye eder. GSH’1n GSSG
formuna dondistiigii kKimyasal tepkimelerde glutatyon peroksidaz enzimi H20’yi suya
indirger. Ardindan glutatyon rediiktaz enziminin katalizledigi tepkime ile NADPH ara
bilesigi kullanilarak okside glutatyon tekrar rediikte hale ¢evrilebilir.

Yapilan bir¢ok calismada Lactobacillus ve Bifidobacterium tiirlerinin GSH-Px
aktivitelerinin kontrol grubuna gore daha yiliksek anlamli bir fark olusturdugu
bildirilmistir (Isik, 2016). 4 farkli susun enzim aktivitesini arastiran Chen ve ark. (2015)
Pediococcus pentosaceus, L. brevis ve L. fermentum'un SOD ve GSH-Px aktiviteleri
gosterdigini, ancak L. curvatus'un sadece SOD aktivitesi gosterdigini bildirmislerdir.

Calismamizin GSH-Px sonuglar1 ele alindiginda yukaridaki ¢aligmalara benzer
sekilde bazi izolatlarin GSH-Px aktivitelerinin 6nemli derecede arttigr goriilmektedir.
Sonuglar incelendiginde ¢alismada kullanilan izolatlarin GSH-Px aktivitelerinin kontrol
mikroorganizmalardan daha yiiksek oldugu gdzlenmistir. Ozellikle Y25 ve Y36 nolu
izolatlarin GSH-Px aktiviteleri diger numunelerden ve kontrollerden daha yliksek

bulunmus ancak istatistiksel olarak anlamli bir fark kaydedilmemistir.
4.2.4. L. plantarum suslarimin CAT aktivitesi

Katalaz enzimi peroksizomlarda lokalize bir sekilde yer alan ve yapisinda 4 “hem”
grubu bulunduran bir tiir hemoproteindir. Genellikle hidrojen peroksitin derigiminin
yiiksek oldugu ortamlarda etkilidir. Dokularda enzimin aktivitesi biiyiik farklilik gosterir.
Ortamda olusan H»O> ’yi pargalayan enzimlerin etkisiyle direkt olarak H>O’ya
doniistiirtir. Katalaz enzim aktivitesi, ortamda H2O> derisiminin ¢ok arttigi durumlarda;
bariz bir sekilde artmaktadir. Ortamdaki H20> derisiminin diisiik oldugu durumlarda
GSH-Px veya H202 ’yi substrat olarak secen antioksidan olan diger enzimler devreye
girerek H20> ’yi ortamdan bertaraf ederler. Katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimleri,
etkilerinin benzer olmasina karsin hiicre i¢i yerlesim yerleri ve etki alanlar1 agisindan

farklilik gostermektedirler (Ugan, 2008).
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Isik, (2016) ‘Deneysel Stres Modeliyle Indiiklenen Gastrik Lezyonlara Karsi L.
rhamnosus’un Koruyucu Etkilerinin Arastirilmasi’ adli ¢alismasinda L. rhamnosus GG
(ATCC 53103)’un CAT seviyesini arttirdigini bildirmistir. Yapilan bagka bir ¢calismada
ise L. curvatus SR6'nmin CAT aktivitesi, 2.71 = 1.08 U/ ml oldugu ve L. paracasei SR10-
I'in CAT aktivitesinin saptanmadigi, bildirilmistir (Li ve ark., 2017).

Sican pencge dokularinda probiyotiklerin antioksidan 6zelliklerinin arastirildig: bir
calismada L. mukoza AN1 ve L. fermentum SNRI1 izolatlarinin uygulandigr gruplarda
yiiksek katalaz aktivitesi sergilendigi tespit edilmistir (Ayyanna ve ark.,2018).

Yilmaz (2008) yaptig1 calismada ise Lactobacillus ssp. izolatlarinin CAT aktivitesinin
yiikselerek anlamli bir fark olusturdugunu bildirmistir.

Chen ve ark. (2015) yaptiklar1 ¢alismada P. pentosaceus, L. brevis ve L.
fermentum izolatlaridan higbir izolatin CAT aktivitesi gostermedigini bildirmislerdir.

Calismamizda CAT aktivitelerinin  sonuglarina bakildiginda yukaridaki
calismalara benzer sekilde bazi izolatlarin CAT aktivitelerinin 6nemli derecede arttigi
gozlenirken, bazi izolatlarin CAT aktivitelerinde anlamli bir fark olmadigi tespit
edilmistir. Calismamizda kulladigimiz L. plantarum izolatlarinin % 45.4’tinde anlamli bir
sonug goriilmez iken, L. plantarum izolatlarmin %18.1°1 (4 izolat) kontrol grubundan
daha az bir aktivite gostermistir. Ancak Y1, Y4, Y49, Y36, Y9, Y70, Y40, Y25 L.
plantarum izolatlariin kontol grubu olarak kullanilan Lrlve Lr2 Lactobacillus
izolatlarinindan daha fazla aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Ozellikle Y1 nolu izolatin,

kontrol grubunun neredeyse 20 kat1 kadar bir aktivite gosterdigi belirlenmistir.
4.2.5. DPPH" giderme aktivitesi

Caligmanin DPPH’ radikali giderme sonuglarina bakildiginda; 100 mg/ul
konsantrasyonda biitiin numunelerin radikalleri %50’nin {izerinde siipiirdiigii gézlendi
(Cizelge 4.6). Ozellikle Y5 nolu izolatin DPPH" radikalini siipiirme yiizdesi standart
olarak kullanilan BHA nin aktivitesine ¢ok yakin aktivite gosterdigi tespit edildi (BHA:
%95.3; Y5: %91.5). Y1, Y4, Y5 ve Y8 kod numarali numunelerin radikal giderme
aktivitesi, konsantrasyon artigina bagli olarak artis gosterirken diger numunelerde bu
durum goézlemlenemedi (Sekil 4.8. ve Sekil 4.9). 100 mg/ul konsantrasyonda en yiiksek

aktiviteyi Y5 nolu izolat gosterirken en diisiik aktiviteyi ise Y 14 nolu izolat sergiledi.
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Cizelge 4.6. L. plantarum izolatlarinin %DPPH radikal giderme aktiviteleri

Numuneler | Y1 Y4 Y5 Y8 Y24 | Y35 | Y36 | Y40 | Y45 | Y51 | Y72 | BHA

%DPPH 63.1 | 559 | 915 | 621 |620 |616 |56.7 |59.7 |60.3 | 579 |550 | 953
Giderme

Numuneler | Y6 Y9 Y12 | Y13 | Y14 | Y19 | Y23 | Y25 | Y26 | Y49 | Y70 | BHA

%DPPH 548 | 56.4 | 547 | 548 |53.1 |548 |544 |585 |57.8 |53.1 |565 | 953
Giderme

Daha oOnce yapilan bir ¢aligmada, L. fermentum susunun in vitro antioksidan
Ozellikleri incelenmistir. Calismanin sonucunda kullanilan susun DPPH" radikalini
onemli Olgiide siipiirdiigi ve konsantrasyon artisina bagli olarak radikal giderme
aktivitesinin de arttig1 tespit edilmistir (Wang ve ark., 2019).

Bagka bir ¢alismada ise; L. rhamnosus susunun antiradikal aktivitesinin nispeten
orta diizeyde oldugu belirlenmistir. Ayrica L. lactis susunun serbest radikal siipiirme
aktivitesinin, L. casei suslarinin aktivitelerinin yaklasik iki kat1 oldugu tespit edilmistir.
Buna ilaveten Lactobacillus suslarinin dondurularak kurutulmus hiicrelerinden elde
edilen metanol Oziitlerinin, 6nemli DPPH® siipirme aktivitesine sahip oldugu
bildirilmigtir. Calismada farkli konsantrasyonlar kullanilmis ve konsantrasyon artisina
bagli olarak radikal giderme aktivitesinin arttig1 rapor edilmistir (Richard ve ark., 2015).

L. plantarum C88 ve L. fermentum ile yapilan bir ¢aligmada, elde edilen hiicresiz
supernatantlarin, sirastyla %53.1 ve %87.9 DPPH" inhibisyon aktivitelerine sahip oldugu
bildirilmistir (Wang ve ark., 2009; Li ve ark., 2012).

B. animalis, L. brevis ve L. plantarum suslar ile yapilan diger bir ¢aligmada
suslarin O6nemli derecede DPPH" radikal giderme aktivitelerine sahip olduklari
belirlenmistir (Shen ve ark. 2011; Lee ve ark, 2010; Li ve ark, 2012; Kanno ve ark, 2012;
Li ve ark, 2012).
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Sekil 4.8. Y1, Y4, Y5, Y8, Y24, Y35, Y36, Y40, Y45, Y51 ve Y72 bakterilerinin farkli
konsantrasyonlarda (25mg/ul, 50mg/ul ve 100mg/ul) DPPH radikali giderme aktivitelerinin BHA

standart antioksidani aktivitesi ile karsilastiriimasi
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Sekil 4.9. Y6, Y9, Y12, Y13,Y14,Y19, Y23, Y25, Y26, Y49 ve Y70 bakterilerinin farkli
konsantrasyonlarda (25mg/pl, 50mg/ul ve 100mg/ul) DPPH radikali giderme aktivitelerinin BHA
standart antioksidani aktivitesi ile karsilastiriimasi

Calismamizin DPPH’ sonuglarina bakildiginda yukaridaki calismalara benzer
sekilde konsantrasyon artigina bagli olarak bazi suslarda DPPH" radikal giderme
aktivitesinin 6nemli derecede arttig1 gézlendi. Ayrica Y5 susunun standart BHA radikal
giderme aktivitesine ¢ok yakin aktivite gosterdigi tespit edildi. (%91.5). Diger izolatlarin
radikal giderme aktiviteleri konsantrasyon artigina bagl olarak artig gdstermezken, biitiin

izolatlarin radikal giderme yiizdelerinin %50 civarinda oldugu tespit edildi.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Insanlar, yiizyillar boyunca mikroorganizmalardan farkli  sekillerde
faydalanmiglardir. Mikroorganizmalar igerisinde en sik kullanilan grup LAB olarak
bildirilmistir. Uriinlerin {iiretimi, depolanmasi ve saklanmasi asamasinda LAB’tan
yararlanmislardir. Glinlimiizde ise teknolojik gelismelerle paralellik gdosteren endiistride
de LAB onemli bir yer tutmaktadir. Bazi gidalarin, ilaglarin ve ilag benzeri gida

takviyelerinin endiistriyel 6lgekte LAB’tan yararlanilarak tiretimi saglanmaktadir.

Calismamizda daha once iilkemizin fakli yerlerinden toplanan dogal tursulardan
izole edilmis 40 adet L. plantarum susu kullanilmistir. Bu baglamda L. plantarum
suglarinin probiyotik 6zelliklerini belirlemek amaciyla pH, pepsin, pankreatin ve safra
tuzlarina karsi direng Ozellikleri arastirilmistir. Arastirmada ayrica L. plantarum
suslarinin antioksidan Ozelliklerinin tespit edilmesinde ise GSH, MDA seviyeleri
Ol¢iilmiis, GSH-Px ve CAT enzim aktivitelerinin yaninda DPPH" serbest radikalini
stiplirme gibi antioksidan 6zellikleri belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore; pH 1.0’in
1. saatinde izolatlarm %27.5’1 kontrolden daha fazla geliserek yiiksek anlamli bir fark
sergilemistir. Ancak pH 1.0’in 2. saatinde sadece Y72 ve Y51 nolu izolatlarda gelisme
oldugu gozlemlenmistir. pH 1.0’in 3. saatinde ise hi¢bir izolatta gelisme gézlenmemistir.
pH 2.0 ve pH 3.0’te ise suslarin zamana bagli olarak aktivite gosterdigi gdzlemlenmistir.

Diger probiyotik deneme basamaklar1 degerlendirildiginde, izolatlarin biiyiik
cogunlugunun pepsine karsi aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Pankreatine karsi
suslarin tamami direng 6zelligi gostermistir. Bazi suslar kontrolden daha fazla gelisme
gostererek yiliksek anlamli fark sergilerken, bazi suslar ise daha az gelisme goOstererek
yiiksek anlamli bir fark sergilemistir. Probiyok 6zellik olarak baktigimiz safra tuzuna
kars1 direnglilik testinde ise, safranin izolatlar iizerinde higbir etki gosteremedigi
gbozlemlenmistir. Safra tuzlarina karsi direnclilik deneyinde, izolatlarin istatistiksel
analizleri degerlendirildiginde ise baz1 suslarda yiiksek anlamli fark gozlenirken,
bazilarinda ise diisiik anlamli fark gézlemlenmistir. Ayrica bazi suslar hi¢gbir anlamli fark
sergileyememistir.

Antioksidan 6zelliklerin sonucuna bakildiginda; biitiin izolatlarin DPPH" serbest
radikalini %50°nin lizerinde giderdigi ve bircok susun MDA seviyesini 6nemli derecede
diisiirdiigii belirlenmistir. Ayrica GSH seviyelerine bakildiginda ise, suslarin biiyiik bir

kisminin kontrollerden daha fazla etki gosterdigi belirlenmistir. GSH-Px ve CAT enzim
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aktivitesi sonuglar1 degerlendirildiginde ise bazi izolatlarin enzim aktivitelerinin
kontrollerden daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Calismamizin sonuglar1t degerlendirildiginde; birgok izolatin hem probiyotik
ozellik hem de antioksidan 6zellik sergiledigi belirlenmistir. Ozellikle Y25 nolu izolatin
biitiin basamaklariin kontrol gruplarindan daha yiiksek aktivite gosterdigi ve Y1 nolu
izolatin CAT enzim aktivitesinin kontrolden 20 kat daha fazla oldugu, ayrica GSH
seviyesini yiikselttigi ve DPPH" serbest radikalini siipiirmede etkili oldugu belirlenmistir.
Y5 nolu izolatin ise DPPH" serbest radikalini siipiirmede kontrole yakin bir degerle
(9%91.5) etki gosterdigi belirlenmistir.

Calismamizda elde edilen probiyotik (pH, pepsin, pankreatin ve safra tuzlari) ve
antioksidan (GSH, MDA, GSH-Px, CAT ve DPPH") o&zelliklerden en iyi aktivite
sergileyen Y25 nolu gibi izolatlarin farkli probiyotik &zellikleri ve enzim aktiviteleri
caligilabilir. Bu 6zellikteki izolatlar tizerine in vivo ¢alismalar yapilirsa, litaretiire daha
iyi katki saglayacaktir. Ayrica iyi aktivite gosteren L. plantarum izolatlarinin gida, ilag
benzeri gida takviye iirlinleri ve ila¢ endiistrisinde kullanilarak insan ve hayvan sagligina

onemli katkilar saglayacagi diisiiniilmektedir.
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