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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

ANNE SUTUNDEN iZOLE EDIiLMIiS LAKTIiK ASIiT BAKTERILERININ
MALDI-TOF MS iLE TANIMLANMASI VE BiYOLOJIK OZELLIKLERININ
BELIiRLENMESI

Ali Osman KESKIiN

Mus Alparslan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah

Damsman: Dog. Dr. Yusuf ALAN

Bu ¢alismada anne siitiinden izole edilmis laktik asit bakterilerinin MALDI-TOF MS ile
tanimlanmasi ve biyolojik ozelliklerinin belirlenmesi amacglandi. Calisma kapsaminda kullanilan 12
izolatim pH2 ile pH3 pepsin, safra tuzu ve pankreatin ortamindaki direnglilikleri arastirildi. Ayrica
izolatlarin in vitro antioksidan o6zellikleri ile EPS igerikleri ¢alisildi. Calisma sonucunda 12 izolatin
midenin pH pepsin, safra tuzu ve pankreatin ortaminda standartlara benzer ya da daha direngli olduklari
goriildii. Bununla birlikte L. brevis 18 izolatinin diger mikroorganizmalardan daha fazla EPS icerdigi
tespit edildi. DPPH siipiirme aktivitesi sonuglarina gore P. pentosaceus 1, 10 ve 11, L. plantarum 13 ve L.
brevis 18 izolatlari, BHA ve AA standartlarina gore daha diisiik ancak standart mikroorganizmalara gére
daha yiiksek aktivite gosterdi. izolatlarm ABTS radikal siipiirme aktivite sonuglarina gére, biitiin
izolatlarin standart antioksidanlara benzer aktivite sergiledigi belirlendi. Biitiin sonuglar gbéz Oniine
alindiginda, L. brevis 18 nolu izolatin diger suslardan ve standart olarak kullanilan mikroorganizmalardan
daha iyi aktivite gosterdigi gozlendi. Calismanin sonuglarina gére bu mikroorganizmalarin in vivo
¢alismalarinin yapilmasi durumunda ilag benzeri gida takviye iriinleri, gida ve ilag¢ endiistrisine 6nemli

katkilar saglayacag diisiiniilebilir.

2022, 71 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Anne siitii, Antioksidan, Laktik Asit Bakterileri, MALDI TOF-MS,
Probiyotik



ABSTRACT

IDENTIFICATION AND BIOLOGICAL CHARACTERISTICS OF LACTIC
ACID BACTERIA ISOLATED FROM BREAST MILK BY MALDI-TOF MS

Ali Osman Keskin

Mus Alparslan University
Institute of Sciences
Department of Biology

Advisor: Assoc. Prof. Yusuf ALAN

In this study, it was aimed to identify lactic acid bacteria isolated from breast milk by MALDI-TOF MS
and to determine their biological properties. The resistances of 12 isolates used in the study at pH2 and
pH3 pepsin, bile salt and pancreatin media were investigated. In addition, in vitro antioxidant properties
and EPS contents of the isolates were studied. As a result of the study, 12 isolates were found to be
similar or more resistant to the standards in the gastric pH pepsin, bile salt and pancreatin media.
However, it was determined that L. brevis 18 isolate contained more EPS than other microorganisms.
According to DPPH scavenging activity results, P. pentosaceus 1, 10 and 11, L. plantarum 13 and L.
brevis 18 isolates showed lower activity than BHA and AA standards but higher than standard
microorganisms. According to ABTS radical scavenging activity results of isolates, it was determined
that all isolates exhibited similar activity to standard antioxidants. Considering all the results, it was
observed that L. brevis isolate 18 showed better activity than other strains and microorganisms used as
standard. According to the results of the study, it can be thought that in the case of in vivo studies of these
microorganisms, drug-like food supplement products will make significant contributions to the food and

pharmaceutical industry.
2022, 71 Pages

Keywords: Antioxidant, Breast milk, Lactic Acid Bacteria, MALDI-TOF MS, Probiotic
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1.GIRiS

1.1 Anne Siitii

Anne siitii yapisi itibari ile icerdigi vitaminler, mineraller, protein, lipit
miktarlar1 ve karbonhidratlar sayesinde ilk alti ay boyunca takviye gidalara gerek
kalmadan yeni dogan bebekler icin iyi bir besin kaynagidir (Cinar ve ark., 2012). Anne
siiti ucuz ve kolay ulasilir olmasi, yapisinda bulunan zengin ve doyurucu besin
iceriginin yani sira emzirmeden dolay1 bebek ve anne arasinda c¢ok giiclii psikolojik bag
kurulmasini saglar (Martin ve ark., 2016). insan viicuduna giren herhangi bir patojene
kars1 bagisiklik sisteminde birkag organ rol almaktadir (Periferik lenf organlari, kemik
iligi, dalak, lenf nodlari, mukozal lenfoid doku gibi). Patojenlerin viicuda giris sekli
genellikle mukoza araciligi ile olur, dolayisiyla insan mukozal savunma sisteminin ¢ok
iyi olmasi gerekmektedir. En 6nemlisi de bagirsak mukozasidir, mikrobiyal uyar1 bu
yolla olmaktadir. Saglikl1 kisilerde mukozal savunma sistemi uyarilmasi ve artmasi igin
mikrobiyal flora gereklidir. Sindirim sistemine ait bagisiklik dokusu biitiin viicudun
savunma sisteminin %80’ini olusturur. Yeni doganlarda dogum esnasinda ve sonraki
dénemde mikrobiyolojik ¢evrenin mukozal bagisiklik sistemi i¢in ¢ok 6nemli oldugu
diistiniilmektedir (MacDonald ve Spencer, 1994). Yeni dogan bebeklerin dogum sonrasi
steril ortamdan non-steril ortama gelmesi ile birlikte enfeksiyona yakalanma ihtimalleri
cok yiiksektir. Bundan dolay1 dogumdan sonra ilk anne siitiinii (Kolostrum) almasi siitte
bulunan immiin faktorler ile dogal bir bagisiklik sistemi gelisir ve bebek hastaliklardan
korunur. Zamanindan 6nce dogan bebekler ile zamaninda dogan bebeklerin anne siitii
icerigi ayn1 degildir. Prematiire dogan bebeklerin zamaninda dogan bebeklere gére anne
stitliniin igerigi gereksinimler géz oniine alindiginda daha uygundur. Bebek biiyiidiikce
salgilanan anne siitii i¢eriginde farkliliklar olur. Bu farklilik gece ve giindiiz salgilanan
anne siitiinde bile gozlenir (Amin ve ark., 2002). Yeni dogan bebeklerde ilk yarim saat
iginde beslenmeye bagli olarak kan sekeri diizeyinde ani yiikselmeye sebep olur, bebek
icin ¢ok riskli bir durumdur. Anne siitiinde bulunan karbonhidratlarin ve laktozun
sindirimi yeni dogan bebeklerin fizyolojik yapisina uygun oldugundan, bebek i¢in risk
ortadan kalkmaktadir (Rochow ve ark., 2013). Icerik olarak inek siitiinde ¢ok fazla
kazein bulunurken anne siitiinde globiilin ve albiimin fazladir, demir orami fazla
olmasindan dolayr da kalsiyum emilimi daha kolaydir (Fukushima ve ark., 1998;
Musumeci ve ark., 2006). Anne siitii ile beslenen bebekler bagirsak florasindaki yararli

bakterilerin anne siitiinde bulunan oligosakkaritlerin bebege geg¢mesi ile probiyotik



bakterilerinin kolonize edilmesi saglanir ve yeni dogan bebeklerde siklikla goriilen
Nekrotizan Enterekolit (NEK) gelisimini engelleyen lizozom, laktoferrin ve diger
antimikrobiyal proteinler ile bagisiklig1 diizenleyici ajanlar icermektedir (Sherman ve
ark., 2015). Anne siitii; biiylime, sindirim sistemi gelismesi, yeni dogan bebeklerin
bagirsak yapisi ile iliskili lenfoid dokularin gelismesine katki saglayan, bebeklerde
gastrointestinal sistem iizerinde olumlu fonksiyonu olan ana besindir (Arda, 2018).
Bebeklere ilk alt1 ay boyunca ek sivi vermeden bebegin anne siitiinii almasi gerekli sivi
ihtiyacim1 karsilamaktadir. Anne siitii alan bebeklerin almayan bebeklere oranla ishal,
orta kulak iltihabi, solunum yolu enfeksiyonlari, menenjit gibi enfeksiyonlardan
korundugu gibi ani bebek 6liim sendromu ve bebek oliimleri daha az goriillmektedir
(Stuebe, 2009). Anne siitiinde bulunan en 6nemli besin bilesenleri oligosakkaritlerdir.
Oligosakkaritler konaker hiicreler ile etkilesime girerek beyin gelisimini destekler,
probiyotik gibi davranarak bebek icin faydali bakterilerin kolonizasyonunu uyarirlar
(Ayechu-Muruzabal ve ark., 2018).

1.2. Anne Siitiinde Bulunan Laktik Asit Bakterileri ve Onemi

Probiyotik mikroorganizmalarin ¢ogunlugunu Laktik Asit Bakterileri (LAB)
olusturur. LAB’lar yapilar1 itibari ile basil ve kok seklinde, spor olusturmayan,
hareketsiz, gram pozitif, katalaz negatif, aerotolerant, aside dayanakli, nitrati
indirgemeyen, yiiksek alkolleri ve karbonhidratlar1 fermente eden son {iriin olarak laktik
asit ireten gruptur. Toprakta ve suda bulunmaz; genellikle bulunduklar1 ortamlar siit ve
stit irtinleri, taze veya ciirlimiis bitkiler, fermente gidalar, insan ve hayvanlarin bagirsak
mukozalaridir (Bosch ve ark., 2014; dos Reis ve ark., 2017). Insan gastrointestinal
sisteminin mikrobiyal florasinin bilyiik ¢ogunlugu LAB tiirleri tarafindan olusturulur.
LAB’lar gastrointestinal sistemi disinda viicudun farkli bolgelerinde de (deri, vajina ve
sa¢) bulunmaktadir. Urettikleri asetaldehit, CO; yardimi ile pH’1 degistirir ve salgiladig
mikroorganizmalar tarafindan ribozomal olarak iiretilen, protein yapisinda antagonistik
etkiye sahip maddeler ile zararli mikroorganizmalarin gelismesini 6nlemeye g¢alisirlar
(Tannock, 1999). Gebelik doneminde bebeklerde sindirim sisteminin en énemli pargasi
olan bagirsaklar steril yapidadir. Dogumdan sonra c¢evresel faktorler ve anne bagirsak
florasi bebegin bagirsak florasini olusturan temel etmenlerdir. Dogum sonrasit donemde
tiiketilen tiim besinler bebegin yasami boyunca bagirsak florasini ve saglhigini etkiler, bu

yiizden sezaryen ile dogan bebekler normal dogum ile diinyaya gelen bebeklere nazaran



daha zayiftir. Yetigkinlik donemine kadar devam edecek olan gelisim bebegin bagirsak
florasindaki mikroorganizma tiirii ve sayisi, immiin sistemini biiyiik oranda etkiler

( Fernandez ve ark., 2003). Yeni dogan bebeklerin bagirsak mikrobiyotasinin
olusumu ve gelismesinde en 6nemli faktor anne siitii ile beslenmedir. Yeni dogumu
takip eden birkag¢ hafta sonra bebegin bagirsak florasinda siirekli bir mikroorganizma
kaynagi olusturulur. Yeni dogan bebeklerin anne siitii almasiyla yaklasik 800.000 tane
bakterinin bebege gectigi diisiiniilmektedir (Heikkild ve Saris, 2003). Yapilan ¢alismada
800 ml anne siitii alan bebeklerde 1x10 ° - 1x10 7 tane bakterinin bebek bagirsagia
gectiginden, bebegin bagirsak florasinin ana kaynagini Bifidobacterium tiirleri olusturur
(Ozgun ve Vural, 2011). Yeni dogan bebeklerde ilk birkag giin igerisinde sindirim
sisteminde Enterobacteria grubunda bulunan bakteriler ¢ogalmaya baslar. Anne siitii
alan bebeklerde floranin %80-90’n1 Bifidobacterium bakterileri olusturur ve burada
beslenme ile birlikte Enterobacteria tiirleri azalirken Bacteroides ve lactobacillus
miktarlarinda artis olur. Anne siitii ile beslenmeyen bebeklerde Koliform bakterileri ve
Bacteroides tiirleri daha fazladir (Harmsen ve ark., 2000; Yoshioka ve ark., 1983). Anne
stitinde bulunan tiirler igerisinde en baskin olanlar1 Staphylococcus, Enterococus,
Propionibacterium, Streptococcus, Bifidobacterium ve Lactobacillus olduklar
bilinmektedir (Jost ve ark., 2015; McGuire ve McGuire, 2017). Ayrica anne siitiinde
zorunlu anerob mikroorganizmalar bulunur ve bunlar bagirsak kaynaklidir. Clostridium,
Callinsella, Blautia ve Veillonella bulunan bu tiirler ile birlikte Coprococus,
Faecalibacterium ve Roseburia gibi kisa zincirli yag asidi iiretebilen tiirlerin de oldugu
tespit edilmistir (Jost ve ark., 2015; McGuire ve McGuire, 2017). Lactococcus,
Carnobakterium, lactobacillus, Enterococus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus,
tetrogenococcus, Weisella, Vagococcus ve Aerococcus cinsleri LAB gurubunda yer alir.
Starter (baslatic1) kiiltiir fermente siit ve siit iiretiminde kullanilan Enterococus,
Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus cinsi laktik asit bakterileridir (Di Cerbo ve
ark., 2016).

1.2.1. Lactobacillus

Lactobacillus cinsleri izole edildikleri alanlar oldukca genistir. Fermente siit ve
stit dirtinleri, et, hayvan ve insanlarin mukoza membranlarindan elde edilebilir (dos Reis
ve ark., 2017). Lactobaculluslar spor olusturmayan, katalaz negatif ve gram pozitiftir.
DNA yapilarinda %50 den az guanin +sitozin bulunur, basil ya da kok basildirler.

Oksijene toleransli veya oksijensiz, diisiik veya yiiksek pH ortamina adapte olabilen ve



¢ok karmasik besin ihtiyaglar1 olan bakteri grubudurlar. Laktobasiller glikoz
ihtiyaclarina gére ya homofermantatiftir ya da heterofermantatiftirler. Malat, sitrat,
nitrat, tarterat, nitrit gibi bir¢ok bilesigi enerji kaynag1 olarak metabolize edilebilir hale
getirirler. Bunun yani sira elektron tagima sistemi elemani olarak da kullanilabilirler
(Hammes ve Vogel, 1995). Lactobacillus cinsinde bulunan tiirler: L. rhamnosus, L.
bulgaricus, L. casei, L. acidophilus, L.paracasei, L. reuteri, L.plantarum’dir (dos Reis
ve ark., 2017). Bu mikroorganizmalarin en O6nemli 6zelligi Diyare’nin bazi tiirlerini
tedavi etmesi, bagisiklik sistemini kuvvetlendirmesi, siitte bulunan temel karbonhidrat
olan laktozun sindirim sistemine bagli olarak gelisen sindirim sistemi hastalig1
(siskinlik, ishal ve karin agris1) gibi sikayetlerin hafifletilmesi, kandaki kolesterol
seviyesinin diisliriilmesi ve kanseri dnleme etkilerini gostermeleri, probiyotik 6zelliklere

sahip olduklarini1 gosterir (Naidu ve ark., 1999; Soomro ve ark., 2002).

Lactiplantibacillus plantarum

L. plantarum tiirleri insanlarda sindirim sisteminde, agiz i¢inde, siit ve siit
tirlinlerinden veya fermente bitkilerden elde edilirler. Goriiniim olarak beyaz, sar1 ya da
koyu sar1 renkte olabilirler. Kamgisiz olmalarina ragmen hareket kabiliyetleri vardir;
yapisal olarak diizglin, comak, tekli yapi, ¢iftli yap1 veya kisa zincirler halinde
bulunurlar (Gan ve ark., 2019). icerik olarak guanin ve sitozin diisiik bir degere sahiptir
ve 15-45 °C biiytime gosterirler. Laktik asit tiretimleri glikoz fermantasyonu yolu ile
olur, bu yontem ile D- ve L- laktik asit iiretirler. Ribozom, mannitol ve sukroz dahil 10
tiir karbonhidratin %90°dan fazlasin1 fermente edebilirler. Kisa zincirler olusturabilir
veya tek baslarina biliylime 6zellikleri bulunmaktadir. Dis hiicre zarlar1 yoktur, hiicre
duvarlar1 peptidoglikanlardan yiiksektir ve diger LAB guruplarina nazaran genomlari
biiyiiktiir. Gida endiistrisinde koruyucu ve baslatici olarak biiyiik bir uygulama alanina
sahiptirler ve birgok zararli patoloji baskilamay1 basarabilirler. L. plantarum kandaki
yiiksek kolesteroliin diisiiriilmesinde, Diyare tedavisinde, mide ve bagirsak sisteminde
gelisen islev bozukluklarinda, siskinlik ve agri sikayetlerin azalmasina yardimer olurlar

(L. plantarum: Ozellikleri, Morfoloji, uygulamalar - bilim, 2022).

Lactobacillus brevis
Bu bakteri tiirleri gram pozitiftir ve izole edildikleri yerler sunlardir: insan ve
hayvanlarin bagirsak florasi, agiz igerisi, siit ve siit driinleri, eksimis hamur ve lahana

tursusudur. Metabolizma sonucu birden ¢ok fiiriin ortaya ¢ikarabilirler, bunlar: laktik



asidin yan sira karbondioksit, etanol veya asetik asit olustururlar (Singh ve ark., 2020).
Bircok probiyotik mikroorganizmalar gibi L. brevis de yogurt gibi siit {iriinlerinde “canli
ve aktif kiiltiirler” ile bulunmaktadir. Bulunan biitiin probiyotiklerin kaynaginin siit
tirlinleri oldugu anlamina gelmez ve bazi suslar insan viicudunda dogal olarak meydana
gelir (Tasli ve ark., 2006). L. brevis bagisiklik sistemimizi giiglendirmek igin dogal
oldiirticti hiicreleri artirir, antimikrobiyal etki gosterir (Rushdy ve Gomaa, 2013; Waki
ve ark., 2014). Normal mikrobiyota ve fermente gidalar gibi bir¢ok ortamda bulunurlar,
bira bozulmasmin en yaygin sebebidir. Bagirsak florasi, diski ve vajina florasinda
yaygin olarak bulunurlar, L. brevis /er tibicos tanelerinde bulunur ve kefir yapiminda

kullanilan en énemli Lactobacillus’tur (Pidoux, 1989).

1.2.2. Pediococcus

Bu bakteriye ait cinslerde hareket kabiliyetleri yoktur, gram pozitif ve katalaz
negatiftir. Ciftler ya da dortliller seklinde bulunurlar ve fermantasyon siirecinde
endiistriyel mayalanma olarak kullanildig1 baz tiirlerinin bakteriler tarafindan ribozom
al olarak sentezlenen protein dogasinda antagonistik etkiye sahip bilesikleri trettigi
bilinmektedir. Izolasyonlar1 siit ve siit {iriinlerinden miimkiindiir (Holland ve ark.,
2011). Pediococcus tiirlerinin diasetil iireten ve iiretmeyen bazi suslari bulunmakta,
malolaktik fermantasyonunda (sitrik asidin laktik aside dondstiiriillmesi) farkli
sicakliklara diasetil tiretimini etkileyebilir (Wade ve ark., 2019). Pediococcus tiirleri
diasetil iiretimlerinden dolay1 uzun depolama siirelerine sahiptir (Garcia-Garcia ve ark.,
2017). LAB’lar ve Pediococcus tiirlere ve susa bagli olarak SO» karsi kuvvetli bir
dirence sahiptirler ve biitiin tiirler i¢in biiyiime kosullar1 Bs , B7 ve nikotonik asit
gerekmektedir (Wade ve ark., 2019).

Pediococcus pentosaceus

Bu cins bakteriler fermente gidalart bozulma etmenlerine ve hastalik yapici
mikroorganizmalara kargi korurlar ve ortamda oksijen varsa kullanirlar aksi taktirde
fermantasyon yoluna gegerler. Glikozu farkli metabolik yollar ile kullanirlar, gériiniim
olarak koksi seklindedirler, hareket kabiliyetleri yoktur ve gram pozitiftir (Dobrogosz
ve Stone, 1962). Katalaz enziminin hidrojen peroksitti parcalarken, laktik asit
bakterilerine herhangi bir zarar vermezler. LAB insan sagligina faydali olmasimin en
onemli etkisi katalaz negatif olmasindandir. Bu sayede parcalanmaz ve bundan dolay1

zararli mikroorganizmalarin insan saglhigina zarar vermesini engellediklerinden dolayi,



antimikrobiyal etki gosterirler (Ramos ve ark., 2012). Bakteriyosin tretimi diger
mikroorganizmalar ile fermente edildigindeki oran kendi basina fermente edilmesinden

daha yiiksektir (Gutiérrez-Cortés ve ark., 2018).

1.3. Probiyotikler

1.3.1.Tarihgesi

Probiyotik teriminin kdkeni Yunanca bir kelime olup “Pro” ve “biota” iki
kelimeden olusan “ For life” yasam icin anlamina gelmektedir (Coskun, 2006).
Antibiyotik teriminin anlamca karsitidir. 1908 yilinda Nobel 6dillii arastirmaci Elie
Metchnikoft tarafindan yapilan bir arastirmada bazi mikroorganizmalarin insan saglhigi
tizerindeki olumlu etkiler gosterdigi ortaya atilmis (Cakir ve Cakmakgi, 2004). Rus
aragtirmact yapmis oldugu arastirmalarda Bulgar kdylilerinin uzun ve saglikli
yasadiklarini1 gozlemlemis, gozlem sonucunda bu insanlarin yogurt tiiketiminin fazla
oldugunu, yogurt tizerinde yapmis oldugu incelemelerde canli mikroorganizmalar ile
karsilagsmis, buldugu bu canli bakterilere Lactobacillus bulgaricus adi verilmis
(Tasdemir, 2017). Daha sonraki tarihlerde probiyotikler farkli tanimlar verilmistir.

1965 yilinda Lilly ve Stiwel “Diger canlinin gelismesine yardimci olan bir

mikroorganizma tarafindan salgilanan metabolitler” olarak tanimlamustir.

1971 yilinda Sperti probiyotik terimini “Mikrobiyal tiremeye yardimeci doku

ekstreleri” i¢in kullanmas.

1974 yilinda Parker “Probiyotik terimin giinliimiiz anlami intestinal mikrobiyal

dengeyi koruyan mikroorganizmalar ve metabolitler” olarak tanimlamus.

1989 yilinda Fuller’in yapmis oldugu tanimlama “Zararli mikroorganizmalarin
cogalmasini engelleyen konakgiya yararhi etkiler saglayan faydali mikroorganizmalar
iceren besin maddeleri” (Afrc, 1989; Fuller, 1991).

1992 yilinda Havenaar ve Huis in’t Veld tarafindan “ Hayvan ve insanda yararl
mikro floranin gelisimine yardimci olan canli mikroorganizma Kkiiltlirii” seklinde
tanmimlamis (Klaenhammer, 2000).

1992 yilinda Fller “Konak¢inin intestinal mikro florasinin gelismesine tesvik
eden canli mikrobiyal katki maddeleri” olarak tanimlamus.

1998 yilinda Guarner ve Schaafsman’in yapmis oldugu tanimlama “saglikli bir
sekilde yasamayr sunmasinin yani sira belirli bir saglik kazanci saglayan canli

mikroorganizmalar” (Klaenhammer, 2000).



1999 yilinda salminen “Canlilarin sagligint ve beslenmesini pozitif yonde etki

eden canli mikroorganizmalar ve fermente siit ve siit irtinleri” olarak tanimlamas.

1.3.2. Ozellikleri

Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar konakg¢iya verildiginde

konakgida bulunan diger mikroorganizmalara kars1 etkinlik gostermeli. Canlinin sagligi

tizerinde olumlu etki gdstermesi probiyotiklerin en 6nemli 6zelligidir. Probiyotikler

olumsuz ¢evre kosullari, diisiik pH ve safra tuzlarindan etkilenmemeli (Kogak ve ark.,

2016).
Probiyotikler;
e insan kaynakli olmali
e Bagirsak mukozasina tutunabilmeli
¢ Giivenilir olmali
e Saglik i¢in yararl oldugu kanitlanmali

e Canli olmali, besinlere katildiginda canliligini korumali

e Canli florasim1 bozmamali, patojen mikroorganizmaya etki etmeli,

floraya uyum saglamali
e Antimikrobiyal maddeleri salgilayabilmeli
Sindirim yolunda gecici olarak ¢ogalabilmeli (Uymaz, 2010).

Kolesterol B vitamini Karsinojenlerin

L o Besin bivovararhg;nda
distrme tretimi detoksifikasyonu

normal

Laktoz toleransmda [mmiin sistemin
artiy \ /' stimiilasyonu

Bagirsak patojenlerinin
e Farkh probivotik suslar b jchalin tedavisi
Fe, Mg ve Ca emiliminin [ Rotaviriis ishalinin
tedavisi
artmast J Kolon timérlermin msidansmn e
Bagrsak alagmin  Tolesik bilesikleri ve sayismmn azaltilmass
diizenlenmesi indirgeme
Humoral bagisiklik tepkilerinin
artrrilmasi

Sekil 1. Probiyotik gidalarin insanlar iizerindeki muhtemel bazi fizyolojik yararlart (Granato ve

ark.,2010).



Probiyotik bakterilerin bagirsaga ulagsmasi halinde, bagirsak hareketlerinden
dolay1 sindirim sistemine yerlesebilmesi i¢in bagirsak liimenini ¢evreleyen mukozal
yapisina ve epitel hiicrelerine tutunmasi gerekmektedir. Probiyotik mikroorganizmalarin
bu islemi yapmasi, kolonizasyon ve patojenlere kars1 antogonistik etki yapmasi gerekir (
Fernandez ve ark., 2003). Probiyotik mikroorganizmalarin tercih edilmesinde bagirsak
mukozasina tutunabilme 6zelligi en énemli Slgiitlerden biridir. Intestinal sistemin epitel
ve mukozal ylizeylere yapismasi ile hidrofobisite gibi kompleks islemler
gerektirdiginden bakteri hiicrelerin yapigsmasi genellikle epitel hiicrelerin yiizey yapisi
ile iliskilidir (Collado ve ark., 2007). Bagirsak florasini probiyotikler olumlu yonde
etkilemelidir. IgA salgilanmasini tetiklemektedir, bdylece IFN-y salgilanmasi
artmaktadir. LAB’lar bagirsak florasindaki hasar1 yok etmekte, bununla birlikte
bagirsak duvarmin yapisini korumak i¢in lokal ve sistemik bagisiklik tepkimelerini
uyarmaktadir (Bhakdi ve Tranum-Jensen, 1991). Hayvanlar iizerinde yapilan
caligmalarda Laktobasiller gibi probiyotik suslarinin bazilari antijen spesifik IgA
yanitlarinin mukozal yiizeylerinde ortaya ¢iktigi goriilmiis, insanlarda ise probiyotik
tedavilerinde hem serum hem de fekal IgA seviyesinin yiikseldigi saptanmistir (Chong,
2014). Probiyotikler yeterli miktarda tiiketildiginde mikrobiyal dengeyi iyilestirerek
saglik tizerinde olumlu etki gdsteren canli mikroorganizmalardir. Probiyotikler agiz
yolu ile alinir (Tagdemir, 2017). Probiyotik suslarinin kullanilabilmesi énemli olmakla
birlikte, sindirim sisteminde hayatta kalarak ulagabilmesi i¢in mide asidi, bagirsak pH’1
ve safra tuzlarindan etkilenmemesi, saglik i¢in 6nemli etki gostermesi dnemlidir (Butel,
2014). Bu mikroorganizmalar farkli maya ve suslar icermektedir. Probiyotik olarak
tilketilen gidalar viicut direncini artirmak hastaliklarin etkisini azaltmak amaciyla
tiketilen gidalarin yaninda yararli mikroorganizmalar igeren besinler tercih
edilmektedir. En fazla tercih edilenlerin basinda LAB guruplari gelmektedir
(Schaafsma, 1996). Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalarin basinda
Enterococcuslar, Laktobasiller, Bifidobakteriler gelmektedir (Fontana vd., 2013). Insan
ve hayvanlarin dogal florasina adapte olup kolonize olan, konakgi tarafindan tiiketildigi
andan itibaren tiim sindirim sistemi ve iist solunum yollarinda konak¢1 sagligina olumlu
etki yaparak zararli mikroorganizmalarin g¢ogalmasini engelleyip, enfeksiyonlarin
lyilesmesine katki saglayan mikroorganizma kiiltiirleridir (Darilmaz ve Beyatli, 2012).
Probiyotik olarak kullanilan laktik asit tiirlerine ait mikroorganizmalar Lactobacillus,
Bifidobacterium, Pediococcus, Enterococus, Leuconostoc, Streptococcus 6 grup olarak

bilinmektedir (Tannock, 1997). Bu tiirlerin disinda Aspergillus ve Bacillus



saccharomyces tiirlerinin de probiyotik mikroorganizmalardan oldugu bildirilmistir.
Oksijensiz ortamda yasayabilen Laktobasiller ortam pH’1 3 oldugu ortamlarda tolerans
gosterirler, boylelikle diisiik mide pH’inda canliligimm siirdiiriip bagirsak kanalindan
bagirsaga gecerek etkinligini gerceklestirir, on iki parmak bagirsaginda iken safra
tuzlarina dayanikli olurlar. Lactobaculluslar yiiksek sicakliga (45-48 °C) ve de basinca
dayanikliligindan dolayr yem yapim islemleri esnasinda canliliklarin1 koruyabilirler
(Gilliland ve ark., 1984). Enterococlar, safra tuz oraninin %40, NaCl’nin %6,5, 10-
45°C ortam sicakliginda ve pH’1 9.6 oldugu durumlarda gelisimini siirdiirebilirler.
Bagirsak hastaliklarinda etkili olan Enterococus faecium ve Enterococus faecalis
cinsleri de probiyotik olarak kullanilmaktadir. Probiyotik olarak kullanilan bakteriyosin
iiretimine dayanmakta, zararli mikroorganizmalara diren¢ gen gecisi olasiligindan
dolay1 kullanimlar tartisilmaktadir (Mombelli ve Gismondo, 2000). Probiyotik igeren
ek besinlerin amaci, hiicrelerin endojen savunma mekanizmalarini artirmak, sindirim
sisteminin dengesini saglamak, zararli mikroorganizmalarin ¢ogalmasini engellemek ve
antibiyotiklerin yan etkilerini kontrol altina almaya yardimci olmaktir ( Fernandez ve
ark., 2003).

Cizelge 1. Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar (Kumar ve ark.,2017; Olveira ve Gonzalez-
Molero.,2016; Yirgo 2015).

Lactobacillus L. bulgaricus, L. brevis L. delbrueckii, L. reuteri
L. lactis L. casei L. curuatus, L. helveticus L. acidophilus,
L. fermentum L. amylovorus, L. plantarum L. farmicinis,
L. rhamnosus L. salivarus, L. gasseri L. johnsonii
Bifidobacterium B. adolescentis, B. bifidum B. breve B. infantis
B. longum B. pseudolongum B. thermophilum, B. lactis
Bacillus B. subtilis, B. pumilis  B. lentus, B. licheniformis
B. cereus, B. coagulans
Enterococus E. faecalis, E. faecium
Pediococcus P. cerevisiae, P. acidilactici, P. pentosaceus
Streptococcus S. cremoris, S. thermophilus, S. intermedius
S. lactis, S. diacetylactis, S. infantarius
S. salivarius
Bacteriodes B. capillus, B. juis
B. ruminicola, B. amylophilus
Leuconostoc L. mesenteroides
L. citreum
L. lactis
Aspergillus A. niger
A. oryzae
Mavyalar: S. cerevisiae, S. boulardii, S. poslarianus
Saccharomyces Candida torulopsis
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1.4 Anne Siitiindeki Probiyotik Mikroorganizmalar

Mikrobiyota insan viicudunda yasamakta olan mikroorganizmalar, mikrobiyom
ise vicudumuzda yasayan iki taraf icinde c¢ikar iliskisi olan mikroorganizmalarin
tagidiklar1 genoma denir. Ortalama insan viicudunda %90’a kadar mikrobiyal hiicreden
olusur, geriye kalan %10 ise insan hiicresidir (Belkaid ve Hand, 2014). insanlarda saglik
ve hastalik durumunun en onemli rolii mikrobiyotadir. Zararli mikroorganizmalarin
cogalip koloni olusturmalart i¢in en uygun ortam kolondur. Sindirim sisteminin genis
liimen alanina sahip olmasi ve gesitli besin 6geleri igermesinden dolayi, kolon sistemi
tek basina mikroorganizmalarin %70’ten fazlasin1 barindirmaktadir (Whitman ve ark.,
1998). insan bagirsak mikrobiyota’s1 viriis, maya ve bakterilerin gesitli tiirlerini igerir.
Bagirsak mikrobiyotasinin %90’m1 Bacteroidetes ve Firmicutes olusturur. Baskin
mikrobiyal subede Fimicutes, Actinobacteria, Fusobacteria, Proteobacteria,
Verrucomicobia, Bacteroidetes bakterileri vardir. Firmicutes subesi Lactobacillus,
Clostridium, Bacillus, Enterococus, Ruminicoccus gibi farkli cinslerden 200 g¢esit
bulunur. Bakteroidetes subesindeki baskin cinsler Bacterioides ve Prevotella dir.
Actinobakteria subesi az miktarda bulunur ve bu subede en baskin cins
Bifidobakterium’dur (Matsuki ve ark., 2016). Dogum sonrasi bebek beslenmesinde anne
stitii alan ve mama ile beslenen ¢ocuklar arasindaki mikrobiyota agisindan en biiyiik
fark Bifidobakteriler tiirlerinin sayilaridir. Anne siitii faydalari agisindan bifidojenik
faktorler, laktik asit ve Bifidobakterilerin varligidir (Jiménez ve ark., 2008). Anne siitii
ile beslenen bebeklerin bagirsak mikrobiyota’st ile, mama ile beslenen yeni doganlarin
bagirsak mikrobiyota’st farklilik gostermektedir. Anne siiti alan bebeklerde
Bifidobakterileri sayis1 daha baskin iken anne siitii almayanlarda ise Bakteroidler,
Bifidobakteriler, Streptococlar, ve Klostrdia daha karmasik yapiya sahip mikro flora
bulunmaktadir (Arici ve ark., 2004). Dogumu takip eden ikinci yildan sonra bebegin
anne siitii ile beslenmesi kesilince mikro flora olusumu eriskinlerinkine benzemeye
baslar ve dogumdan sonra alti ay boyunca sadece anne siitii alan bebeklerde
Bifidobakteri tiirleri baskin iken, anne siitii almayip formiil ile beslenen bebeklerde
enterobakter tiirlerinin daha baskin olduklar tespit edilmistir. Mama ile beslenen
bebeklerde Bifidobakteriler altinci ayda baskin duruma gelir, anne siitii ve mama ile
beslenen c¢ocuklarda ise bir yilin sonunda bagirsak mikro florasi benzer hale gelir
(Holscher, 2012). 2010 yilinda yapilan bir ¢alismada sadece anne siitii ile beslenen 20
bebek ve anneden birinci giin, yeni dogan bebeklerin digkilarinin izole edilmesi sonucu

en ¢ok tespit edilen tiirler E. feacalis ve S. salivarus oldugu tespit edilmis, anne siitii
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izolatlarin *da Lactobacillus cinsi %5 oldugu goriilmiistiir. Lactobacillus cinsinde en
cok rastlanan tiir ise L. gasseri’dir. Bifidobacterium ve izole edilmeyen anaerobik
mikroorganizmalarin oran1 %5 kadardir (Solis ve ark., 2010). Normal dogum yapan
saglikli annelerde ve sadece anne siitii ile beslenen bebeklerde, anne ve bebek
digskilarinda ve anne siitiinde izole edilen bakterilerin L. plantarum, L. fementum, L.
brevis, E. faecolis ve L. pentosaceus tiirlerinin ortak oldugu tespit edilmistir (Heikkild

ve Saris, 2003). Anne siitiinde bulunan mikroorganizmalar ¢izelge 2’de gosterilmistir.

Cizelge 2. Anne siitiindeki bakteri tiirleri (martin ve ark., 2003).

Lactobacillus spp. L. gasseri
. salivarius

. rhamosus

L
L
L. plantarum
L. fermentum
L

. reuteri

Enterococus E. faecium

E. faecolis

Staphylococcus S. salivarius
S. parasanguis
S. peares
S

. mitis

1.5. MALDI-TOF MS Tayini

MALDI-TOF MS (Matriks assisted lazer desorption ionization time of flight
massspec trometry) yonteminde, veri tabaninda bulunan protein sekansinin kolonileri
dogrudan  almip  sisteme yiikklenmesi ile karsilagtirilarak  tan1  yapilir.
Mikroorganizmalarin tanimlamasinin yapilabilmesi i¢in mikroorganizmalarin kendine
0zgii parmak izi olusturmasidir. Bu yontemin bir¢ok metoda gore avantajlar1 vardir ve
hizli sonug¢ verme Ozelligi bulunmaktadir. Mikroorganizmalarin tanimlanmasinda
geleneksel yontemlere gore bir saat bazen daha da az bir siirede sonug verebilmektedir.
16rRNA gen sekans1 gibi ayrimi zor olan tiirlerin tespitinde yeni bir yontem olmasina
ragmen, kolaylikla ayrimi yapilabilmektedir (Wieser ve ark., 2012). MALDI-TOF MS
calismalarinda alinin numuneler 48 saat igerisinde calismanin iyi bir analiz, sonucu

vermesi acisindan olduk¢a onemli bir durumdur. Calisma tekniginde besiyerlerin kiiltiir
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amactyla kullanilmasi lireme sartlarindan etkilenmemektedir. 48 saati gecen kiiltiirlerin
pik sayist ve ayirt edici Ozellikleri maksimum sonug almayi diisiirmektedir. Bundan
dolayi, siireyi agan kiiltiirlerde ribozomal proteinlerin par¢alanmasina sebep olmaktadir
(Wieser ve ark.,, 2012). Bu yontem ile gram negatif bakteriler, stafilococar,
Enterobacteriaceaelar ve streptococlar kolay ve hizli bir sekilde tiirleri yoniinde
giivenle tanimlanabilirler (Holler ve ark., 2011). Yapilan bazi ¢aligmalarda; geleneksel
yontemlerle karsilastirildiginda, MALDI-TOF MS yonteminin anaerop, bazi gram
negatif bakteriler ve gram pozitif basillerin tanimlanmasinda daha 1yi oldugu
goriilmistiir (Barbuddhe ve ark., 2008). MALDI-TOF MS yontemi maliyet agisindan
geleneksel yontemlerden daha uygun olmasi ve mikroorganizma tanisinda biyokimyasal
testler ile kiyas yapildiginda, yontemin %75 daha diisiikk maliyette oldugu tespit
edilmistir (Seng ve ark., 2009). Bu yontem geleneksel yontemlere kiyaslandiginda,
mikroorganizma tayininde biyobelirte¢ ile ayirma, par¢alama yada temizlik iglemleri
yapilmaksizin sonu¢ vermesi klinik mikrobiyolojisi ve gida laboratuvarlart i¢in ¢ok

onemli potansiyele sahiptir (Pineda ve ark., 2003).

Sekil 2.1yonize edilmis izolatlarin MS analizinin genel semas1 (Ayanoglu, 2021).

1.5.1 MALDI-TOF MS ¢alisma prensibi

MALDI-TOF MS c¢alisma yonteminde mikroorganizmaya ait biiylik organik
molekiillerin  (Protein, seker, peptid gibi biyomolekiiller ve polimer dendrimer,
makromolekiil) elektromanyetik ucus tliplinden gegirilmesi lazer atis1 yardimiyla
olmaktadir. Lazer atig1 yapilinca matriks molekiilleri arasinda bulunan isindan gelen

enerji ile olan etkilesimin sublimasyonu tetiklemesi matriksin gaz fazina ge¢cmesi ile
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olur. Yapilan yogun 1sin atiglari ile birlikte matriks lazerden gelen 15181 absorbe eder
(sekil 3), ornekte bulunan molekiiller iyonize olur. Numune, matrikste sublimasyon ve
iyonizasyon olur, molekiillerin iyonize hal almasi ile cihazda bulunan molekiillerin
agirliklart ile orantili olarak u¢maya baslar, bu sayede iyonlar farkli sinyal ve hizda
detektore carpar. Mikroorganizmalarin cins ve tiir bazinda tanimlanmasi; detektorden
gelen sinyaller ile proteinlerin kiitle spektralarini olusturur ve sistemin veri tabaninda
bulunan goriintiiler ile spektrum goriintiileri eslestirilerek tanimlama yapilir. Analiz i¢in
10*-10° miktarinda mikroorganizma saysi bile yeterlidir (Guo ve ark., 2014; Ka¢aniova
ve ark., 2017; Kanak ve Yilmaz, 2018).

Laser Atisi

numune ve matri

hd N

Matrix ve numunedei ayrilan protein iyonlarn

Sekil 3.MALDI-TOF MS'nin lazer atis1 ile desorbisiyonu ve iyozisasyonu

Mikroorganizmanin tanimlanabilmesi igin mikroorganizmaya ait orta hidrofobik
ozellikteki ribozomal proteinlerin hiicre icerisinde ¢ok sayida bulunmasi gerekmektedir.
Ribozomal proteinler genel olarak 4-15 kDa araliginda bulunurlar ve mikrobiyolojik
iireme ve cevresel kosullardan ¢ok az miktarda etkilenirler. Secilecek olan Matriks
soliisyonu da ozellikle bu proteinleri iyonize edecek sekilde tercih edilmelidir (Suh ve
Limbach, 2004).
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1.6. Probiyotiklerde Aranan Onemli Ozellikler

Probiyotik  mikroorganizmalar  konakciya  verildikten sonra  zararl
mikroorganizmalara karsin etkili olmalidir. Konak¢inin sagligima olumlu etki yapmasi
en 6nemli 6zelliklerindendir. Probiyotik mikroorganizmalar insanlarda ve hayvanlarda
yan etki olusturmamali ve giivenilir olmasi1 gerekmektedir. Toksin madde iiretmeyip
patojenik olmamalidir. Bu mikroorganizmalar konakg¢iya verildikten sonra stabilitesi
yiiksek- diisiik pH ve safra tuzlar gibi ortamlardan etkilenmemelidir. Bagirsak florasina
tutunup kolonize olmali ve antibiyotiklere kars1 direncli olmaldir. Ilaglara direngli
olmasit bagirsak hastaliklarinda 6zellikle diyare durumlarinda bagirsak florasini
diizenlemek i¢in kullanilmalidir (Ezema, 2013; Yilsay ve Kurdal, 2000). Probiyotik
mikroorganizmalar alindiktan sonra sindirim sisteminde bircok engel ile
karsilasmaktadir, en 6nemli engeller midenin asidik ortami1 ve ince bagirsakta bulunan
safra suyudur (Gueimonde ve Salminen, 2006). Probiyotik mikroorganizmalar mide ve
bagirsak ortamina adapte olamiyorsa, saglik agisindan etkisi ya ¢ok azdir ya da hig
yoktur (Goktepe ve ark., 2005). Mide ve bagirsak ortamina adapte olup canliligini
koruyabilen probiyotik mikroorganizmalarin kalin bagirsaga gegerek tutunabilmesi ve
etki gostermesi gerekmektedir (Morelli, 2007). LAB’larin pankreatin, pepsin, asitlik
derecesi ve safra tuzlarina direng Ozellikleri probiyotik tercihinde en Onemli
kriterlerdendir. Probiyotikler midenin asitlik ortamindan bagirsaklara ulastiktan sonra
%0.3’liikk derisime sahip safraya karsi direngli olmas1 gereklidir (Mainville ve ark.,
2005).

1.6.1. pH

pH biyolojik sistemlerde kimyasal tepkime veya tepkime hizini artiran enzim
aktiviteleri i¢in dnemli bir faktdrdiir. Bundan dolay1, mikroorganizmalarin gelisebilmesi
tiirline, i¢ ve dig faktorlere bagl oldugu gibi, minimum ve maksimum pH degerlerine de
baglidir. LAB tiirleri gelisip ¢ogaldiklar1 ortamlarda Hidroklorik asit (HCI), Sitrik asit
(CsHgO7), Fosforik asit (HsPOa4) ve tartarik asit (C4HsOg) bulunan ortamlarda, asetik asit
ve laktik asidin bulundugu ortama oranla pH’i daha diisiik oldugu degerlerde
gelismektedir. Baz1 mikroorganizmalar ortam pH’1nin uygun olmadigi durumlarda kotii
yonde etkilenmektedir. Onemli enzimlerin gdrevini yapamamasi, DNA ve RNA baz
diziliminde mutasyon gecirmesi veya hasar almasi, zar sisteminde gecirgenligin
olmamasi gibi etkiler siralanabilir (Lu ve ark., 2003). Probiyotik mikroorganizmalardan

en faydali sekilde yararlanabilmek icin bagirsak florasini gectikten sonra asit ve safraya
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kars1 canliligini  stirdiirebilmesidir.  Biitlin = mikroorganizmalarin  mide pH’1
dayanikliliklar farklilik gosterir ve mide ortami yiiksek asit ve diisiikk pH (2.0) degerlere
sahiptir. Ortalama saglikli bir insanda bu oran 3,5 ile 5,5 arasindadir (Saarela ve ark.,
2000). Probiyotik mikroorganizmalarin  mide asidine dayanikliliklar1  diger
mikroorganizmalara nazaran daha iyidir, alinan probiyotikler bagirsak florasina
ulasmadan 6nce pH’1 2,5 ile 3,5 arasinda olan mide asidine maruz kalmaktadir
(Ramirez-Chavarin ve ark., 2013; Vasiljevic ve Shah, 2008). Beslenme ile birlikte
mideye ulasan besinler diisiik mide pH ortamina maruz kalmaktadir. 20 dk. sonra mide
pH’1 yiikselmeye baslar ve ortalama 120 dk’nin sonunda mide pH seviyesi normal
degerine geri doner (Chen ve ark., 2011). Laktik asit bakterilerinin asit toleranslari
yiiksek olmasina ragmen, lactobacilluslarin genel dzelliklerinden dolay1 bazi tiirlerin ve
suslarin pH 3.0 altindaki degerlerde asit direngliliginin azaldigi tespit edilmistir
(Corcoran ve ark., 2005).

1.6.2. Pepsin

Pepsin, sindirim sisteminde proteazlardan olup genelde aromatik ve hidrofobik
arasinda bulunan peptit baglarin parcalanmasini saglayan, midedeki ana hiicreler
tarafindan salinarak yiyeceklerde bulunan proteinleri peptitlere indirgeyen enzimdir
(Spelzini ve ark., 2008). Besinci domain ve iki aspertat aminoasit uglari arasindaki yer
pepsinin aktif olarak baglanma bolgesidir (Fang ve ark., 2015). Midede bulunan parietal
hiicreler diyet ile alinan proteinlerin bozulmasina sebep olmaktadir. Gelisen bu olay
pepsinojenin aktive olmasi ile pepsinin aktif hale gelmesini saglamakta, aktiflesen
pepsin proteinlere etki ederek aminoasitleri metabolize etmektedir. Pepsin, tripsin ve
kimatripsin ince bagirsak enzimleri sindirim sistemindeki protein hidrolizinden
sorumludur (Korhonen ve Pihlanto, 2003). Saglikli bir insanda mide sivisinin igerisinde

0,8 -1,0 mg/mL degerinde pepsin bulunur ve yiyecekler ile alinan proteinleri indirger

(Chen ve ark., 2011).

1.6.3. Pankreatin

Pankreatin, pankreasin salgiladigi siviyr virsung kanali araciligi ile on iki
parmak bagirsagina aktarir. Salgiladigi sividan i¢ salgisimi direk kanala aktarirken,
pankreas 6z suyunu duodenuma (ince bagirsagin ilk kismi) aktarir. Yetiskin ve saglikli
bir insanda giin igerisinde 1-1,5 It pankreas 6z suyu salgilanir (Nagai, 2003). Mideden

ince bagirsaga gelen kimusun nétrlesmesini saglayan pankreas sivisidir. Salgilanan
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pankreas sivisinin pH degeri 8.5’dir. Salginin aktiflesmesi ince bagirsaga ulasinca
gerceklesir. Pankreas sivisinda amilaz, lipaz, riitboniikleaz, tripsinojen, Kimotiripsinojen
ve deoksiriboniikleaz bulunur. Bulunan bu enzimler protein sindiriminde, tiripsinojen-
kimitripsinojen karbonhidratlar etkiliyken, amilaz ve ¢ekirdek asitlerin sindirilmesinde
ise deoksiribozniikleaz- riboniikleaz etkilidir. Ayrica glukagan hormonu ve insiilin
tiretimi pankreas tarafindan yapilmaktadir (Kimura, 2000). Pankreas tarafindan
iiretilen kompleks bir enzim olan pankreatin, pankreas tarafindan ekzokrin hiicrelerin
sentezlendigi amilaz, lipaz ve proteaz enzimlerinin karigimidir. Mikroorganizmalar
midenin asidik ortamini astiktan sonra ince bagirsaga ulastiginda canli kalabilmesi ve
aktif davranabilmesi icin asmas1 gereken engellerden biridir. Ince bagirsakta pankreatin
ile birlikte safra tuzlar1 kolonilesmeyi olumsuz yonde etkiler (Merritt ve Donaldson,
2009).

1.6.4. Safra

Safra, karaciger tarafindan iiretilen plazmayla izo-ozmotik ve sari-yesil renk
karisimi bir sividir. Yaglarin sindirimi igin gerekli olan safra A-E-K-D vitaminlerinin
yagda erimesi sonucu viicuda emilimini artirmaktadir. Mide ortaminda gelen yiiksek
asidik besinlerin bazik hale gelmesini de saglar (Mann ve ark., 2009). Bir insanda 24
saatte 600-1200 ml salgilanir ve 7.8 pH degerine sahiptir. Onemli organik birlesigi safra
tuzlaridir (Ceydilek ve Beyler, 2005). Safra asitleri safra kesesinde depolanan,
karacigerde kolesterolden sentezlenen steroid tiirevidir. Lipitlerin emilimini artirmakta,
gida sindirimine yardimcr olmaktadir. Glikoz ve tirigiliserid gibi molekiillerin
parcalanmasini kontrol eder ve kandaki kolesteroliin dengede kalmasini saglar, ayrica
sinyal molekiilleri ve metabolik diizenleyici roliinde gorev yaparlar (Matos, 2016; Wu
ve ark., 2008). Kolesterolden sentezlenen safra asitleri 24 karbon atomu igerir ve yapi
itibari ile 2 veya 3 hidroksil ve 1 karboksil grubu bulundurur (Ceydilek ve Beyler,
2005). Mikroorganizmalar midenin asidik ortamimi gegtikten sonra ince bagirsakta
ilerleme esnasinda safra tuzlari ile karsilasirlar, safra toleransi probiyotik se¢iminde
onemli kriterlere sahiptir (Dunne ve ark., 1999). Mikroorganizmalarin probiyotik olarak
tanimlanabilmesi i¢in sindirim sisteminde gastrik asit ve safra tuzu konsantrasyonlarinin
bulundugu ortamlarda canliligini siirdiirebilir olmas1 gerekmektedir (Soliman ve ark.,
2015).
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1.7. Probiyotiklerin Antioksidan Ozellikleri

1.7.1. Serbest radikaller ve oksidatif stres

Atom temel olarak bir ¢gekirdek ve etrafinda bulunan elektron bulutundan olusur.
Yapisal olarak molekiillerin biiyiik bir kismi ¢ift elektronlu, az sayida molekiil ise tek
elektronlu yapiya sahiptir. Eksik elektronlu molekiiller bulabildikleri molekiiller ile
etkilesim haline girerek ya bir elektron alir ya da verir. Yapilan bu aligveris esnasinda
molekiillerin yapisinda bozulma olur, bozulan bu molekiillere “serbest radikaller”,
“oksidant molekiiller” veya “reaktif oksijen partikiilleri” olarak adlandirilmaktadir. En
onemli olanlar1 hidrojen peroksit, hidroksil radikalleri ve siiper oksittir (Akkus, 1995;
Bulkley, 1983; Defraigne ve ark., 1993; Delibas ve Ozcankaya, 1995; Kehrer, 1993;
Padberg Jr ve ark., 1989). insan viicudunda bagisiklik sisteminin zayiflamasi ile
enfeksiyonlara maruz kalmasi sonucu viicudun savunma sistemi tarafindan serbest
radikaller iiretilmektedir. Enfeksiyon gelisiminde en 6nemli savunma mekanizmasi olan
serbest radikaller; stotoksisitede, zararli mikroorganizmalara karsi savunmada dogal bir
isleve sahip olan ndrotransmisyonda 6nemli bir rol oynar (Ozkan, 2015). Viicudumuzda
serbest radikallerin olusma hizi ile radikallerin ortadan kaldirilma hizinin bir dengesi
bulunmaktadir. Bu dengenin olusmasi oksidatif denge olarak tanimlanabilir, olusan bu
dengenin korunmasi ise hiicrelerin ve dokularin serbest radikallerden zarar gérmesini
engellemektedir. Serbest radikallerin olusma hizinda ani artis olmasi veya aniden
ortadan kaldirilmas1 durumunda denge bozulur, bozulan bu dengeye oksidatif stres
denir. Kisacas1 viicutta serbest radikal olusmasi ve antioksidan savunma
mekanizmalarinin olusturdugu degisimin bozulmasi ile hiicre 6liimleri yani doku hasari

olusur (Savci, 2012).

Normal hucre Serbest radikal saldins Oksidatif stres

Sekil 4.0ksidatif stres (Anonim 2022).
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1.7.2. Antioksidanlar

Insan viicudunda savunma sisteminde gérev yapan reaktif oksijen tiirlerini
engellemek amaciyla bu maddelerin sebep oldugu hasar1 ve toksinleri temizleyen
savunma sistemlerine antioksidanlar veya antioksidan savunma sistemleri denir (Sener
ve Berrak C, 2009). Viicudumuzda serbest radikallerin olusturdugu oksidatif stresin
etkisini yok etmeye yarayan en oOnemli silah antioksidanlardir. Hiicre hasarimi
engelleyen ve buna sebep olan serbest radikalleri yok eden maddelerdir. Antioksidanlar
viicutta siipiiriicli gorevi goriir, viicut kendisi iiretir ya da disardan besinler ile alinir ve

immiin sisteminin etkisini artirarak hastalia yakalanma riskini en az seviyeye

disiiriirler (Shinde ve ark., 2012).

Serbest Radikal
)

.CQKG{‘\ -,

Antioksidan

elektron

pri e

—_—

Antioksidanlar Serbest Radikallerin atom yapisini
bozar.Bizi Korur.

Sekil 5. Antioksidan sistem (Anonim 2022).

Serbest radikaller, membran lipitlerinin hidrojen peroksiti ve diger organik
peroksitleri parcalayan enzimlerden dolayt membramlarda gegirgenligin artmasina bagl
olarak hiicrenin iyon dengesi bozulur. Dokularda meydana gelen oksidatif stresin en
onemli belirtileri lipit peroksit belirleyicileridir (malondialdehit benzeri tiyobarbitiirik
asit reaktifleri, konjuge dienler, lipit hidroperoksitlerin belirlenmesi). Serbest
radikallerin doku hasarina sebep olmasimi engellemek amaciyla insan viicudunda
enzimatik siiper oksit dismutaz(SOD), glutatyon peroksidaz(GSH-Px) ve katalaz(CAT),

enzim olmayip indirgenmis glutatyon(GSH), (A,E,C) vitaminleri viicudumuzda
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antioksidanlarin savunma mekanizmalarint olusturur ve viicut savunmasinda bunlar
yeterli olmadigindan dolay1 hasar1 6nlemek ya da en aza indirmek i¢in antioksidan
yoniinden zengin maddelerin tiiketilmesi gerekmektedir (M.-Y. Lin ve Yen, 1999;
Mercan, 2004; Virtanen ve ark., 2007). Siit, yeni dogan canlilarin tiim besin 6gelerini
icermesinin yaninda ¢ok iyi bir antioksidan etkiye sahip besin 6gesidir. Yapisinda
bulunan E, A, C vitaminleri, kazein, proteinler, peptitler, aminoasitler, karotenoidler,
enzimler ve laktik asit bakterileri saghiga faydali antioksidan o6zelliklere sahiptirler.
Stiper oksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve katalaz (CAT) siitte
bulunan enzimler antioksidan etkiye sahiptir (Usta ve Yilmaz-Ersan, 2013).

1.8. Ekzopolisakkaritler (EPS)

LAB’lar genel itibariyle gilivenilir olarak kabul goren, saglik agisindan risk teskil
etmeyen, cesitliligi ¢ok fazla olan ve ekzopolisakkarit iiretim yetenegine sahiptir
(Surayot ve ark., 2014). LAB tarafindan tretilen EPS’ler igerdikleri seker ve seker
baglari, kimyasal ve fiziksel 6zellikleri, polimer dallanma ve uzunluklari, sertlik, ii¢
boyutlu yapilari, proteinler ile iliskileri farklilik gosterir (Welman ve Maddox, 2003).
EPS’nin farkli bilesenleri bulunmaktadir. Yaglar, niikleik asitler, humik asit ve tironik
asit EPS igeriginde bulunmasina ragmen ana bileseni polisakkaritlerdir (Lin ve ark.,
2014). EPS’nin meydana gelmesinde glukozil-transferaz, UDP glukoz-dehidrogenaz,
galaktozil-transferaz 1 ve 2, polimerazlar polisakkaritlerin birlesmesine 6zgiin olmayan
birden fazla enzim rol almaktadir. Sentez iki farkli yolla gergeklesebilir: hiicre disinda
ve membranda (Yilmaz ve Celik, 2007). EPS’nin tekrarlanan dizinleri igerisinde
degisiklik goriilme sebebi kimyasal yapisi ile alakali olarak farkliligin c¢ok fazla
olmasidir. Dogrusal bir polimer yaprya sahip olan EPS’ler molekiil agirliklar1 1x10° -
3x10° araligindadir. Monosakkarit yapida olmasina karsim siilfat, asetat, fosfat, piriivat
ve siiksinat yapilarina da sahip olmaktadir. Genel olarak tironik asitler, hekzozlar,
amino sekerler ve pentozlar EPS yapisinda bulunmaktadir (Kambourova ve ark., 2015).
LAB’lardan elde edilen EPS’ler agiz i¢inde tat ve his olusturmanin yani sira kanser,
iilser, yliksek kolesterolii onleme, bagisiklik sistemini uyarma ve gii¢lii antioksidan
Ozelliklere sahip oldugu belirtilmektedir (Doleyres ve ark., 2005; Kim ve ark., 2010;
Van Calsteren ve ark., 2002). EPS’ler insan sindirim sisteminde ve probiyotik
mikroorganizmalarin  gelisip  ¢ogalmasinda  yiiksek  diren¢  gdstermektedir.
Fruktooligosakkarit, galaktooligosakkarit, insiilin gibi karbon kaynag olarak kullanilir.
Endiistriyel piyasada ticari prebiyotikler seklinde faydali bakterilerin kolonda ¢ogalmasi
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ve segici olarak yiiksek kalitede olmasi saglanmaktadir (Hongpattarakere ve ark., 2012).
EPS’lerin faydali olmalar1 ve monosakkaritlerin ¢ok iyi bir sekilde bir araya gelmesi,
dallanma sekillerine, baglarin olusum tiiriine ve molekiil agirligina baghdir (Ivanova ve
ark., 2006). LAB’lar farkli fonksiyonda oligosakkaritler {iretirler, firetilen
oligosakkaritlerin endiistriyel olanlari ilag (6zellikle kolon kanserine karsi), tatlandirici,
nemlendirici, prebiyotik ve bagisiklik sistemini uyaran genis bir yelpazeye sahiptir
(Remaud-Simeon ve ark., 2000). EPS’ler ¢ok fazla gesitlilige sahip polimerlerdir,
siniflandirilmalar1 bundan dolayr farklilik gostermektedir. Tercih edilen siiflandirma
cesidi monomer birlesimidir. Iki kisimda incelenmektedirler; biyosentez ve birbirini
tekrarlayan birimlerin birlesimine gére homo ve hetero polisakkaritlerdir (Mende ve

ark., 2016).
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

Anne siitii yapist itibari ile glikonlar, antikorlar, bakteriler ve immiinomodiilator
proteinler gibi ¢ok c¢esitlilige sahip besleyiciligi olmayan biyoaktif birlesenler ile
birlikte besinler saglayan biyolojik sividir (Goldsmith ve ark., 2015).

2011 yilinda yapilan bir ¢aligmada anne siitiinden izole ettikleri bakteriler L.
brevis, L. oris, L. animalis, E. durans, E. hirae, Pediococcus spp., S. gallolyticus, S.
vestibularis, S. australis ve S. haemolyticus (Albesharat ve ark., 2011).

Ozgun ve ark. 2011 yilinda yaptiklar1 ¢alismada 800 ml anne siitii alan
bebeklerde 1x10° -1x107 mikroorganizmanin bebegin sindirim sistemine ulastiginda
bagirsak mikro florasinin ana kaynaginin Bifidobacterium oldugunu tespit etmislerdir.

Solis ve ark.2010 yilinda 20 anne ve bebek giftleri {izerinde yaptiklari ¢alismada
anne sitiinde bulunan izolatlarin %5’i lactobacillus cinsine ait, %5°1 Bifidobacterium,
anne siitlinden izole edilmeyen anaerobik mikroorganizmalar oldugunu, tiirler icerisinde
en fazla lactobacillus oldugunu, L. gasseri cinsinin de ¢ok sayida oldugunu tespit
etmislerdir.

Yapilan bir caligmada 3-30 giinliilk anne siitii alan 50 bebekten fekal 6rnegi
analiz edilmis kolostrumdan(ilk siit) izole edilen LAB’larin L.acidophilus, L.brevis,
L.casei, bebek digkilarindan ise L.brevis, L.fermentum, L.reuteri, Lrhamnosus ve
L.plantarum oldugu tespit edilmis (L. Fernandez ve ark., 2013).

Yapilan bir arastirmada ilk 3 ay ve 10’cu ayda anne siitii ve bebek digkilar
karsilagtirilmis, yapilan ¢alismada hem anne siitiinde hem de bebek diskilarinda bulunan
ortak bakteri tiirlerinin oldugu tespit edilmis (Murphy ve ark., 2017). 2020 yilinda
yapilan ¢alismada yeni dogmus bebek digkisi ve eksi hamurdan izole edilen LAB’larin
Probiyotik 6zelliklerinin tespiti yapilmistir (Kaya, 2020).

2007 yilinda yapilan bir ¢calismada normal dogum yapan, sezer yan ile dogum
yapan bes anne ve bebekten, anne siitii, vajinal siiriintii ve bebek digkis1 alinmistir.
Lactobacillus ¢esitliligini tanimlamak i¢in kolon kiitiiphaneleri olusturulmus, vajinal
stiriittiiler den tespit edilen tiirlerden higbiri anne siitinden izole edilen tiirler ile
uyusmadigi, bebek diskisindan izole edilen sadece birkag tiiriin tespit edildigi goriilmiis
(Martin ve ark., 2007).

2015 yilinda yapilan ¢alisgmada anne siitii oligosakkaritler saglikli bir bebegin
bagirsak florasinin sekillenip korunmasinda 6nemli bir rol oynadigin tespit etmislerdir

(De Leoz ve ark., 2015).
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2003 yilinda martin ve arkadaglarinin yapmis oldugu calismada anne siitiinde
bulunan bakterilerin, meme cildindeki bulunan bakterilerin olmadig1 anne ve bebegin
fekal mikrobiyota’si ile ayni oldugunu tespit etmislerdir. Yapilan aragstirmada anne siitii
ile beslenen sekiz bebegin agiz siiriintiileri, meme basindan aldiklar siiriintiileri, bebek
diskis1 ve anne siitiinden izole ettikleri izolatlar1 incelediklerinde tiim 6rneklerde LAB’a
rastlamiglar, meme basindan izole edilen LAB’in RAPD (Rastgele Arttirilmis
polimorfik DNA) profilin diger 6rneklerle ayn1 olmadigi tespit edilmistir.

2013 yilinda yapilan bir ¢alismada ¢alismada, hastaneye basvuruda bulunan 25-
50 yas arasi sindirim sistemi rahatsizliklar1 olmayan 48 hastanin gaita 6rneklerinden
izole edilen Lactobacillus spp. suslari kullanilmistir. Elde edilen bu 25 adet susun
yiiksek safra tuzu konsantrasyonlarina karsi toleransi ve safra tuzu (kolik asit) hidrolizi,
diisik mide pH direnglerinin belirlenmesi, antimikrobiyal aktiviteleri ve kolesterol
asimilasyonu, bazi patojen mikroorganizmalara karsi inhibitér etkilerinin belirlenmesi
amaglanmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda, 5 sustan iyi sonuglar elde edilmistir. Bu
suslarin probiyotik olabilecegi diisiiniilmektedir (Zoral, 2013).

2015 yilinda yapilan ¢alismada farkli insan ve fermente gidalardan 40 adet izolat
elde edilmis ve bu izolatlarda probiyotik ozellikleri arastirilmigtir.  Laktobasil,
pediokok, laktokok, ve enterokok cinslerine ait 13 sus tanimlanmis. Daha sonra yapilan
islemlerde tanimlanan izolatlarin diistik pH, safra tuzlarina karsi direng, pankreatin,
pepsin ve bazi probiyotik Ozellikleri, hemolitik aktivitesi ve antibiyotik direngliligi
tespit edilmistir (Oral, 2015).

2019 yilindaki bir calismada ¢esitli fermente gida ve bitkilerden izole edilen
LAB suslar1 ve tiim suslarin safra tuzu ve diisiik ph direngleri belirlenmistir. Suslarin
EPS iiretimi ve toplam kolesterol asimilasyon ozellikleri test yapilmig 1,1 ile 11,9 mg/L
arasindaki rasyonlarda EPS {iretimi gdzlenmis ve toplam kolesterol asimilasyon
yiizdeleri 16,71 ile 60,71 arasinda degismis, kolesterol asimilasyon yetenegi ve EPS
tiretimi arasinda bir iligki saptanamamistir (Duygu ve Kuleasan, 2019)

1993 yilinda yapilan g¢alismada ticari probiyotiklerden preparatlardan izole
edilen Lactobacillus spp’lerin L.monocytogenes, E.coli ve salmonella ssp. Suslarina
kars1 antimikrobiyal etki gosterdigi belirlenmistir (Chateau ve ark., 1993). 1999 yilinda
yapilan bir ¢alismada L.Plantarium’un dekarboksilaz aktivitesine sahip 16 sustan
yalnizca bir tanesinde oldugu tespit edilmistir (Bover-Cid ve Holzapfel, 1999).

2017 yilinda yapilan bir arastirmada konstipasyon gelisimi tespit edilen ratlarda

iic oligosakkarit tiiriinde uygulanan farkli dozlarda kisa incirli yag asidi ve bagirsak
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mikrobiyota’st iizerinde yapmis oldugu etkiler incelenmistir. Oligosakkaritlerin
beslenmeye ek olarak uygulanmasi sonucu konstipasyona iyi geldigi, kisa zincirli yag
asitlerinin yogunlugunu artirdigi gosterilmistir (L. Wang ve ark., 2017).

Yapilan c¢alismada emzirilen bebeklerde beyindeki sialik asit yogunlugunun
mama tiiketen bebeklere oranla anlamli olarak yiiksek oldugu bulunmustur. Ayrica anne
sttii ile beslenen bebeklerde siroptogenez ve beyinsel ve sinirsel gelisiminde farkliliklar
oldugu tespit edilmistir (Wang ve ark., 2003).

Wanhlem ve ark. 'nin (2010) yaptiklar1 arastirmada, 274 adet LAB’1in mide ve
bagirsak ortamlarinda canli kalabilmeleri, pH 3.0 de 37°C’de dort saatlik inkiibasyon
stiresinin sonunda gdzlemler sonucu canli kalabilme oraninin %50 nin iizerinde oldugu,
pH 2,5 ortaminda ayni izolatlarin canli kalabilme orami daha diisiik oldugu tespit
edilmis.

2005 yilinda yapilan ¢alismada yedi laktobasil’den pH 2,0 ve 3,0 direng gosteren
yalniz {i¢ susun oldugunu tespit etmislerdir (Mishra ve Prasad, 2005). 2017 yilinda
yapilan ¢alismada 16 adet lactobacilus suslari iizerinde yapilan arastirmada pH2,5
degerine karsi diren¢ Ozelliginin belirlenmesinde 13 susun direng gosterdigi tespit
edilmistir (Dogan, 2017).

2019 yilinda Cinde yapilan bir ¢alismada tursuda izole edilen iki farkli LAB’dan
%1,%3 ve %5 safra tuzlarma karsi direng Ozelliklerinin belirlenmesinde %5 L.
plantarum AT4’in direng gosterirken L. plantarum AT282’nin koloni olusturmasi
diisiik oldugu,%1 ve %3’te izolatlarin direng gosterme oranlarinin daha faza oldugu
goriilmiistiir (Rao ve ark., 2019).

2020 yilinda 22 adet izolat ile yapilan ¢alismada Y5 nolu susun DPPH radikali
stiplirme aktivitesinin BHA standardina yakin oldugu ortamda iyi aktivite gosterdigi
goriilmiis, ¢alismada kullanilan biitiin izolatlarin radikal giderme aktiviteleri %350
civarinda oldugu tespit edilmistir (Ozkan, 2020).

2016 yilinda yapilan ¢alismada Lactobacillus cinsine ait 20 izolatin DPPH
serbest radikal giderme aktivitesine bakilmis. Calisma kapsaminda L. brevis KIR12
susunda %81,9 oraninda en yiiksek aktiviteye sahip oldugu belirtilmis (Selin ve
Yiksekdag, 2016).

2019 yilinda meyveli kefir ve kontrol kefir gurubu iizerine yapilan galismada
DPPH serbest radikal giderme aktivitelerine bakilmis. Meyveli kefirin antioksidan

kapasitelerinin kontrol gurubunda bulunan kefirden daha yiiksek aktivite sergiledigi,
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meyve oranmin artmasi ile antioksidan kapasitenin ayni oranda artigi gozlemlenmis

(Cmar ve Yildiz, 2019).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Laktik asit bakteri suslarinin temini

Calismamizda anne siitiinden daha once izole edilmis (Cizelge 5) 50 adet laktik
asit bakteri susu (Sonmez, 2018) kullanildi. MALDI-TOF MS verilerine gére 50 adet
LAB susundan ¢alismamiza (gizelge 6) belirlenen 27 adet iyi sonug veren izolatlar ile

devam edildi.

Sekil 6. MALDI-TOF MS Analizi



3.1.2. Kullanilan Aletler

26

Cihazlar

Marka/Ozellik

Saf su cihazi

Derin dondurucu
Ph-metre

Manyetik karistirict
Vorteks

Inkiibator

Otomatik pipetler
Santrifiij

Hassas terazi

Calkalayici
UV-Spektrofotometre kiiveti
Otoklav

UV-VIS Spektrofotometre

Liston A 1210, Rusya

Arcelik, Tiirkiye

Hanna Instrument

Stuart Scientific

Four E’S Scientific Led Digital, Vortex Mixer
Elektro- Mag (0-300°C)

Biohit, Socorex ve Oxford Pipettors
Medline scientific limited

Scaltec SBA 41

Niive SL 350

3 cm¥’liik quartz kiivet

Niive SteamArt OT400L
Shimadzu, UV-1208

3.1.3. Calismada kullanilan besiyerleri

Calismamizda, gizelge 3’ de igerik olarak verilen MRS Broth (Man Rogosa nad

Sharpe) (Sigma) siv1 besi ortami ve MRS Agar (Man Rogosa and Sharpe) (Sigma) kat1

besi ortami1 kullanildi.

Cizelge 3. MRS besi ortamlarinin kompozisyon icerigi

MRS Broth (Merck)

Kimyasallar Miktar (g/1)

Pepton

Et 6ziitii
Maya 0ziitii
Glikoz

Potasyum hidrojen fosfat
Diamonyum hidrojen fosfat

Sodyum asetat
Magnezyum siilfat
Mangan siilfat

10
8

20

2

2

5
0.2
0.04

LAB Kiiltiirleri i¢in kullanilan MRS Broth besiyerlerinin kompozisyonu Cizelge
3’deki gibi 15 dakika siire ile 121°C’de otoklavda steril edilir. Icerik olarak 52 g dehidre

besiyeri 1 litre su ile ¢oziiliir. Agarh besiyeri i¢in 1 litreye 15 gr agar eklendi.
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3.1.4. Kullamilan ¢ozeltiler ve tamponlar

Calismamizda, suslarinin probiyotik 6zelliklerini belirlenmesi igin SM’lik HCI
asit ile pH’1 2.0- 3.0’e ayarlandi1 ve PBS tamponu ile ¢alisildi. izotonik ortam ve kontrol
gurubu olarak pH 7.4 olan PBS tamponu kullanildi. In vitro sartlarda sindirim sistemi
ortamini hazirlamak i¢in ticari amagl iiretilen Sigma marka, pepsin, pankreatin ve safra
tuzlart kullanildi. 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), Butillenmis Hidroksi Toluen
(BHT), neokuprin. FeCl,, NH4SCN, Trikolar asetik asit (TCA), etil alkol, FeCl3, Fosfat
tamponu (50 mM), EDTA’li Fosfat Tamponu (pH=7), 3,2M Amonyum Siilfat
(NH4)2S04, %10’luk Triklorasetik Asit (TCA) ve %0.675°1ik Tribarbiitirik Asit (TBA)
kullanildi.
Fosfat tamponu (PBS) i¢in 1000 ml saf suda; KH2PO4 0,24 g, KCI 0,2 g, NaCl 8 g ve
Na;HPO4 1,44 g birlikte tartilarak ¢oziildii. Steril etmek igin, hazirlanan PBS ¢6zeltisi
15 dakika boyunca 121 ‘C’de otoklavda steril edildi.

3.2 Yontem

3.2.1. Laktik asit bakterilerinin tanimlanmasi

Anne siitii 6rneklerinden izole edilmis LAB’lar kullanild1 (S6nmez, 2018). Bu
calismada anne siitlinden daha 6nce izole edilmis 50 adet LAB susu MALDI-TOF MS
analizi ile tiir tayini, hizmet alimi seklinde Mustafa Kemal Universitesi Bitki Saglig

Klinigi Uygulama ve Arastirma Merkezinde yapildi.

3.2.2. Probiyotik ozelliklerin belirlenmesi

3.2.2.1. LAB’1n Kkiiltiir siispansiyonunun hazirlanmasi

LAB kiiltiirlerini  simiile mide suyu, pankreatin ve safra tuzuna Kkarsi
direngliliklerini tespit etmek amaciyla bakteri siispansiyonu hazirlandi. Bu amagla, daha
onceden aktiflestirilmis bakteri kiiltiirlerinden 1 ml alinarak 12000 rpm’de 5 dakika stire
ile 4°C’de santrifiij islemi yapilarak {ist faz uzaklastirildi. Altta kalan bakteriler alinarak

iki defa PBS (pH 7. 4) ile yikama islemi yapildu.
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3.2.2.2. LAB’1n simiile mide suyuna karsi direnclilikleri

Starter kiiltiirlerin mide ortamindan gegerek ince bagirsaga gecis kabiliyetinin
degerlendirilebilmesi amaciyla mide ortami soliisyonu kullanildi. 100 ml’ de steril
edilmis PBS tamponu igerisine %0,3 pepsin (SIGMA-Life science, USA) ilave edilerek,
pH 2.0 ve pH 3.0’¢ ayarlanmis mide ortami1 c¢ozeltisi hazirlandi (Elgioglu ve
Kunduhoglu, 2014). Hazirlanan starter kiiltiir siispansiyonlar1 pepsin ihtiva eden PBS
(pH 2.0 ve pH 3.0) tamponlar: ile homojenize edilerek, 37°C’ de ii¢ saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibe islemi siirerken 0., 1., 2., ve 3. saatlerde, her sustan alinan 6rneklerin
seri diliisyonlar1 hazirlandi. LAB’mn mide ortami uygulamasindan sonra hazirlanan
diliisyonlar ise dirigasyon ile MRS agar besi ortamina, ii¢ paralel olacak sekilde ekim
islemi gergeklestirildi. Orneklerin 37 °C’de 24-48 saat inkiibasyon siiresinin sonunda
kontrol grubu ve deney grubundaki koloni sayimi, Log CFU/ml veriler hesaplandi
(Maragkoudakis ve ark., 2006; Tokatl1 ve ark., 2015).

3.2.2.3. LAB’1n pankreatine karsi direng 6zelliginin belirlenmesi

Izolatlarin pankreatine karsi diren¢ ozelliklerini belirlemek icin, siispanse
edilmis suslar pankreatin iceren PBS tampon ortamina %1 oraninda aktarilarak 4 saat
37 °C’de inkiibasyona birakildi. Kontrol olarak PBS (pH 7.4) kullanildi. Inkiibasyonun
akabinde 0. ve 4. saatin sonunda bakteri Orneklerinden numuneler alinarak, seri
diliisyonlar1 yapildi. LAB’in pankreatin ortamina uygulandiktan sonra hazirlanan
diliisyonlar ise dirigasyon ile uygulanarak MRS agar besi ortamina, {i¢ paralel olacak
sekilde ekim islemi gerceklestirildi. Orneklerin 37 °C’de 24-48 saat inkiibasyonun
sonunda kontrol grubu ve deney grubundaki koloni sayimi yapilip Log CFU/mi
degerleri olarak hesapland1 (Maragkoudakis ve ark., 2006; Tokatli ve ark., 2015).

3.2.2.4. LAB’1n safra tuzuna karsi diren¢ 6zelliginin belirlenmesi

Stispanse edilerek hazirlanmis LAB oOrneklerinin safra tuzuna karsi direng
ozelligini belirlemek i¢in %0,3, %0,5 ve %]l oraninda safra tuzu ihtiva eden PBS
igerisine %1 oraninda aktarilarak, 4 saat 37 °C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun
akabinde 0. ve 4. saatin sonunda bakteri Orneklerinden numuneler alinarak, seri
diliisyonlar1 yapildi. LAB’1n safra ortamina uygulandiktan sonra hazirlanan diltisyonlar
ise dirigasyon ile uygulanarak MRS agar besi ortamina, ii¢ paralel olacak sekilde ekim

islemi gergeklestirildi. Orneklerin 24-48 saat 37 °C’de inkiibasyonunun sonunda kontrol
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grubu ve deney grubundaki koloniler sayilip, Log CFU/ml olarak degerler hesaplandi
(Maragkoudakis ve ark., 2006; Collado ve San 2006; Tokatli ve ark., 2015).

3.2.3. Antioksidan ozellik

3.2.3.1. DPPH radikali siipiirme aktivitesi

Kullanilan Cozeltiler
10 M’lik DPPHe ¢bzeltisinin hazirlanmasi: 10 mg DPPH Yaklasik 30 ml etanolde

tamamen c¢oziiniinceye kadar bir gece boyunca manyetik karistirict ile karistirildi.
Toplam hacim etanol ile 50 m1’ye tamamlandi.

Metot
Ekstraktlarin serbest radikal giderme aktiviteleri Savcr ve arkadaglarinin kullandig

yonteme gore yapildi (Saver ve ark., 2020). 10, 20 ve 30 pg / mL konsantrasyondaki
ekstraktlar ve standart antioksidanlar deney tiiplerine alinarak toplam hacimleri etanol
ile 600 uL’ye tamamlandi. Uzerlerine 200 pL. DPPH radikal ¢ozeltisinden eklendi.
Numuneler vorteks isleminden sonra 30 dk inkubasyona birakildi. Islemin sonunda
spektrofotometrede (Schimadzu 1800) 517 nm’de absorbanslar1 alindi. Ekstraktlarin ve
standartlarin DPPH radikali siipiirme yiizdeleri agsagidaki esitlik yardimiyla hesaplandi:

A ornek
) 00

DPPH radikal siipiirme kapasitesi (%) (1 A kontrol

Burada; A o6mnek: Orneklerin absorbansini, A kontrol: Kontroliin absorbansini

gostermektedir.

3.2.3.2. ABTS+ siipiirme aktivitesi

Kullanilan ¢ozeltiler

a) 0,1 M’lik fosfat tamponunun hazirlanmasi (pH: 7,4): 1,42 g Na2HPO4 90 ml destile
suda ¢6ziindii. pH metre kullanilarak pH’s1 7,4’e ayarlandi. Toplam hacim destile su ile
100 m!l’ye tamamlandi.

b) 2 mM’lik ABTS ¢6zeltisinin hazirlanmasi:55 mg ABTS 0,1 M’lik ve pH’s1 7,4 olan
Fosfat

tamponunda tamamen ¢6ziiniinceye kadar bir gece boyunca karistirildi. Toplam hacim
destile

su ile 50 ml’ye tamamlandi.
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C) 2,45 mM’lik potasyum persiilfat ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 33,13 mg K20sS:
0,1M’lik ve pH’s1 7,4 olan fosfat tamponunda tamamen ¢oziiniinceye kadar manyetik
karnistiric ile karistirildi. Toplam hacim destile su ile 50 ml’ye tamamlandi.

Metot

Ekstraktlarin ABTS (2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) serbest radikal
stipiiriici aktivitesi Re ve arkadaslarinin yaptigi metoda gore belirlendi (Re ve ark.,
1999).

Ik olarak., 2 mM ABTS soliisyonu hazirlandi. Bu soliisyona 2.45 mM K3S;0s
soliisyonu eklenerek ABTS™ radikali elde edildi. Ekstraktlarin absorbans degeri
Olgiilmeden 6nce ABTS™ soliisyonunun 734 nm'deki absorbansi 0.700+0.025 nm'ye
ayarlandi. Farkli konsantrasyonlardaki bilesiklerin (10, 20, 30 pg/mL) hacimleri distile
su ile 50 mL'ye tamamlandiktan sonra iizerlerine 1 mL ABTS soliisyonu eklendi. 734
nm'de absorbanslari kaydedildi. Ekstraktlarin ve standartlarin ABTS radikali siipiirme
yiizdeleri agagidaki esitlik yardimiyla hesaplandi:

A kontrol — A 6rnek
A kontrol

ABTS radikal stipiirme kapasitesi (%) = ( ) X100

Burada; A 6rnek: Orneklerin absorbansmi, A kontrol: Kontroliin absorbansini

gostermektedir.

3.3. Ekzopolisakkarit (EPS) tayini

Laktik asit bakteri suslar1 saf kiiltiirleri elde edilerek, EPS iiretim miktarlar
tespit edildi (Marshall ve Rawson, 1999). Saf kiiltiirler MRS broth ortaminda
37+1°C’de 24-48 saat inkiibe edilerek aktiflestirildi. Daha sonra suslar 5 mL’ lik sivi
besi yerinde ikiser paralelli olacak sekilde %2 oraninda ekim yapilarak, 37+1°C’de 24
saat aktif edildi. Aktif suslardan 1 ml tiipe aktarilarak, 100°C’de 10-15 dk inkiibe
edildikten sonra oda sicakligina gelinceye kadar bekletildi. %85°lik Trikloroasetik asit
(TCA)’ten %0,2 oraninda alinarak, 1 ml numune iizerine eklenerek, 10 000 rpm’de 20
dk santrifiij edildi. 0.5 ml siipernatant kismindan alinarak, baska bir tiipe konulup
tizerine esit hacimde etanol eklendi ve 10 000 rpm’de 20 dk santrifiij edildi. Elde edilen
pelet 0.5 mL etanol ilave edildi ve 10 000 rpm’de 20 dk santrifiij yapildi. 1 ml steril saf
suda elde edilen pelletler ¢oziindiiriildiikten sonra fenol siilfiirik asit metodu uygulandi
(Torino ve ark., 2001). 0,5 ml fenol 6rneklerin iizerine eklendikten sonra hizlica 5 ml
H2SO;4 ilave edildi. Homojenat oda sicakliginda 10 dakika bekletildikten sonra iyice
calkalandi. Oda sicakligindaki ornekler 10-20 dakika bekletildi. Absorbans degerlerini
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Olemek icin, OD degerleri 490 nm dalga boyunda iki paralelli olacak sekilde dl¢tildii. 0-
100 ppm arasinda degisen miktarlarda glikoza fenol siilfiirik asit metodu uygulanarak,
EPS iiretim miktarlarin1 belirlemek i¢in standart glikoz egrisi olusturuldu (Sekil 7).
Daha sonra elde edilen absorbans degerleri Sekil 7.’deki kalibrasyon grafigindeki yere

yazilarak ornekteki EPS miktar1 ppm cinsinden hesaplandi.

y =0,0053x +0,1772

Kalibrasyon Egrisi R? - 0,9903

2
1,8

1,6 /
1,4
1,2
1
0,8
0,6
0,4
0,2 -
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PPM GLiKOZ

ABSORBANS

Sekil 7. Glikoz standart egrisi

3.3.1. Istatistiksel analiz

GraphPad Prism 8 yazilimi yardimiyla probiyotik ozelliklerin istatistiksel
analizleri, Tukey ve Dunnett testi ile yapildi. Standart sapmalarin sonuglar1 verilerin
(n=3) ortalama degerleri + hesaplanarak verildi. Twoway (ANOVA) varyans analizleri
EPS tayininde elde edilen sonuglar, p <0.001'te farkliliklar1 anlamli kabul edildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Laktik Asit Bakterilerinin MALDI-TOF MS ile Tanimlanmasi

Anne siitli yapisi itibari ile protein ¢esitliligi bakimindan zengin, kolay
sindirilebilen ve bagisiklik sistemini giliclendiren yapiya sahip olmasindan dolay:
enfeksiyonlara karsi koruyucu 6zelligi bulunmaktadir. Yapilan arastirmalarda biyolojik
bir karisim oldugu ve canli mikroorganizmalar icerdigi tespit edilmistir. Anne siitiinde
bulunan mikrobiyal ¢esitlilik bireyler arasinda sayr ve tiir bakimindan farklilik
gostermektedir. LAB’1n en ¢ok bulundugu ortamlar, bagirsak florasi, siit ve siit {iriinleri,
fermente gidalar ve bitkilerde bulunurlar ve fermantasyona gore siniflandirildiklarinda
hemo ve hetrofermantatif olarak iki gruba ayrilirlar. Homofermantatif yontem ile
glukozdan laktik asit iiretme oran1 (% 95-100) hetero fermantatif yontemi ile glukozdan
laktik asit iiretme oran1 % 50 kadardir, bunun yaninda ayrica fruktoz, gliserol, asetik
asit, mannitol ve etanol da meydana gelmektedir (Evren ve ark., 2011). Anne
siitlerinden izole edilmis 50 laktik asit bakteri izolatinin tanimlanmas1 MALDI-TOF MS
ile yapildi. Bu izolatlardan elde edilen sonuglar ¢izelge 4’te verildi. Elde edilen
sonuglara gore tanimlanan 27 kadar izolatin suslara ve daha sonra yapilmasi planlanan

calismalarda kullanilmak tizere -20°C’ de saklanmustir.



Cizelge 4. Anne siitiinden izole edilen izolatlarin MALDI-TOF MS analiz sonuglari

IZOLATLAR | BAKTERILER BENZERLIK ORANI
AS-14(2) Pediococcus pentosaceus 2.026
AS-19(2) Eslestirilemedi 1.627
AS-30 Eslestirilemedi 1.699
AS-29(2) Eslestirilemedi 1.594
AS-13(2) Lactobacillus brevis 2.25
AS-15(2) Eslestirilemedi 1.309
AS-10 Lactiplantibacillus plantarum 1.845
AS-12(1) Lactobacillus brevis 1.812
AS-5 Eslestirilemedi 1.625
AS-6 Eslestirilemedi 1.415
AS-15(1) Lactobacillus brevis 2.469
AS-14(1) Lactobacillus brevis 1.812
AS-3(1) Eslestirilemedi 1.29
AS-28 Eslestirilemedi 1.493
AS-1 Eslestirilemedi <0
AS-23 Lactobacillus brevis 2.394
AS-18(1) Eslestirilemedi 1.647
AS-4(1) Eslestirilemedi 1.406
M-27 Eslestirilemedi 1.614
M-25 Lactiplantibacillus plantarum 1.959
M-18 Lactiplantibacillus plantarum 1.767
M-30 Pediococcus pentosaceus 2.214
M-33 Eslestirilemedi 1.643
M-20 Pediococcus pentosaceus 1.894
AS-10 Eslestirilemedi 1.481
AS-2 Lactobacillus brevis 1.734
AS-20 Eslestirilemedi 1.362
AS-24 Lactiplantibacillus plantarum 1.791
AS-11(1) Eslestirilemedi 1.523
AS-26(1) Lactiplantibacillus plantarum 1.8
AS-17(1) Eslestirilemedi 1.591
AS-13(1) Lactobacillus brevis 2.005
AS-16 Eslestirilemedi <0
AS-29(1) Eslestirilemedi 1.65
AS-19(1) Eslestirilemedi 1.515
AS-8(1) Lactobacillus brevis 1.95
M-8 Eslestirilemedi 1.674
M-21 Lactobacillus brevis 2.229
M-16 Lactobacillus brevis 2.106
M-19 Pediococcus pentosaceus 2.115
M-29 Pediococcus pentosaceus 2.008
M-9 Eslestirilemedi 1.53
AS-3(2) Lactiplantibacillus plantarum 1.93
AS-8(2) Lactiplantibacillus plantarum 1.906
AS-26(2) Eslestirilemedi 1.288
AS-7(2) Lactiplantibacillus plantarum 1.859
AS-4(2) Lactiplantibacillus plantarum 1.746
AS-17(2) Lactiplantibacillus plantarum 1.715
AS-11(2) Lactiplantibacillus plantarum 1.729
AS-18(2) Pediococcus pentosaceus 2.38
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Cizelge 5. Caligilacak izolatlar

AS14(2) AS13(2) AS10 AS12(1) AS15(1) AS14(1)

P. pentosaceus 1 L. brevis 2 L. plantarum 3 L. brevis 4 L. brevis 5 L. brevis 6
AS23 M25 M18 M30 M20 AS2

L. brevis 7 L. plantarum 8 L. plantarum 9 P. pentosaceus 10 P. pentosaceus 11 L. brevis 12
AS24 AS26(1) AS13(1) AS8(1) M21 M16

L. plantarum 13 L. plantarum 14 L. brevis 15 L. brevis 16 L. brevis 17 L. brevis 18
M19 M29 AS3(2) AS8(2) AS7(2) AS4(2)

P. pentosaceus 19

P. pentosaceus 20

L. plantarum 21

L. plantarum 22

L. plantarum 23

L. plantarum 24

AS17(2)
L. plantarum 25

AS11(2)
L. plantarum 26

AS18(2)
P. pentosaceus 27
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4.2. LAB Suslarmin Probiyotik Ozellikleri

4.2.1. LAB’1n simiile mide suyuna kars1 direnclilikleri

Mikroorganizmalarin probiyotik olarak kabul edilebilmesi i¢in pH 1-4 arasinda
oldugu mide ortamina direng¢ gostermesi, besinlerin midede kalma siireleri géz onilinde
bulundurularak probiyotik mikroorganizmalarin 3 saat boyunca midenin diisiik pH ’da
canliligint korumasi gerekmektedir (Dunne, 2001; Vinderola ve Reinheimer, 2003).
Kompleks bir enzim olan protein, pepsin ve tiirevleri sindirim sistemi i¢in ¢ok 6nemli
etkiye sahiptir. Probiyotik olarak kabul edilen mikroorganizmalarin en 6nemli
Ozelliklerinden biri de proteinin sindirilmesini kolaylastiran mide sivisi iginde bulunan
pepsini ve midenin diisik pH’m1 asarak ince bagirsaga ulagsmasidir. Probiyotik
mikroorganizmalarin hem midenin diisiik pH’1n1 hem de pepsine maruz kaldiklar
diistiniildiigiinde, gastrointestinal sisteme ulasan bakterilerin midenin gastrik kosullarina
direng diizeylerinin in-vitro olarak belirlenmesidir (Alp, 2018; Maragkoudakis ve ark.,
2006). MALDI-TOF MS analiz sonuglarina gore 27 izolatin oncelikle pH2’deki
gelisimleri gozlendi. Elde edilen sonuglar dogrultusunda iyi gelisim gosteren 12 izolat

secildi (Cizelge 6). Daha sonra secilen bu izolatlarin probiyotik 6zellikleri arastirildi.

Cizelge 6. Caligilan izolatlar

P. pentosaceus | P.  pentosaceus | P. pentosaceus 11 P. pentosaceus 19
1 10
L. brevis 2 L. brevis 6 L. brevis 12 L. brevis 18

L. plantarum 3 | L. plantarum 9 L. plantarum 13 L. plantarum 26




Cizelge 7. Izolatlarin pH2 ve pH3 pepsin degerlerine karsi direng zellikleri

BAKTERILER pH 2 PEPSIN (Log CFU/mlI) pH 3 PEPSIN (Log CFU/ml)

1. SAAT 2. SAAT 3. SAAT 1. SAAT 2. SAAT 3. SAAT
L. plantarum STD 8.26+0.07 7.81+0.65 6.00£0.00 7.86+0.02 8.22+0.02 8.62+0.15
L. casei STD 8.35+0.20 9.05+0.05 7.58+0.07 8.37+0.01 8.89+0.01 8.17+0.08
L. ruteria STD 6.00+0.00 6.00+0.00 6.00+0.00 8.28+0.15 8.36+0.07 7.96+0.07
L. acidophilus STD 7.30+0.08 7.73+£0.01 7.50+0.00 7.83+0.51 8.55+0.01 8.52+0.10
P. pentosaceus 1 7.57+0.05%%¢P 7.62+0.92%¢ 7.84+0.01°%¢ 8.96+0.05%¢¢ 8.73+0.10%@ 8.91+0.05%¢
P. pentosaceus 10 8.12+0.05¢ee 8.16+0.03%¢b 8.05+0.87¢%¢¢ 7.84+0.032¢2 8.40+0.04%32 8.01+0.099¢
P. pentosaceus 11 8.4140.05%e€¢ 8.20+0.02Pee 7.8120.01¢%P 8.43+0.04¢°a2¢ 9.26+0.01°¢¢ 9.03+0.01bee
P. pentosaceus 19 8.48+0.0734¢¢ 9.05+0.13%¢ 8.96+0.05¢%¢¢¢ 8.29+0.06°%42¢ 9.15+0.04°%¢¢ 8.72+0.274¢¢2
L brevis 2 8.23+0.06%¢ 8.20+0.07ee 8.73+0.03¢%¢¢ 8.17+0.08¢e0% 8.8140.02¢%%¢a 8.5340.25%d
L.. b:::\\//ilsS 6 7.76+0.028€¢¢€ 7.79+0.03%¢@ 7.69+0.05¢¢4 7.97+0.04%4 8.90+0.01¢°¢ 8.82:+0.16%%2
L. brevis 12 8.48+0.033%¢¢ 8.78+0.11¢%¢ 8.69+0.01¢¢¢¢ 8.27+0.01°%%€ 8.98+0.20¢%%d 8.43+0.07%b2
| brevisig 8.40+0.09%¢ 7.66+0.282¢ 8.59+0.07¢e¢ 8.28+0.02¢¢ 8.57+0.062 8.92+0.022¢P
L. plantarum 3 7.18+0.14%¢a 7.04+0.08%¢¢€ 7.35+0.01¢4 8.21+0.04¢°%¢ 9.08+0.03%2€ 8.16:+0.05"
L. plantarum 9 7.12+0.40¢€¢a 6.93+0.02°¢¢€ 6.36+0.31°c¢ 7.86+0.02%¢@ 8.70+0.17¢2 8.64:0.0120¢2
L. plantarum 13 7.23%0.06%¢2 8.94+0.07%¢ 9.04+0.04%¢¢¢ 8.35+0.04°%%€ 8.83+0.02¢%P 8.77+0.20%%2
L. plantarum 26 7.18+0.01¢%¢4 7.53+0.15%¢4 7.60+0.01%%4 7.99+0.1224 8.11+0.18% 8.5540.09%da

a: Fark yok. b: *. ¢: **. d: *** g: ****
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pH2 ve pepsin iceren ortamda izolatlarimiz 1. saatte 7.12+0.40-8.48+0.03 Log
CFU/ml araliginda gelisim gosterdikleri gozlendi. L. brevis 6 izolatimizin standartlardan
yiiksek anlamli bir fark sergiledigi tespit edildi (P<0.0001). Ayrica P. pentosaceus 11,
19, L. brevis 2, 12 ve L. brevis 18 nolu izolatlarin ise L. plantarum STD ve L. casei
STD standartlarina benzer gelisim gosterdikleri tespit edildi. L. plantarum 3, 9, 13 ve 26
nolu izolatlarimiz L. acidophilus STD standardina benzer gelisim gosterirken, diger
standartlara kars1 yiliksek anlamli bir fark sergiledigi gozlendi (P<0.0001). pH2 ve
pepsin igceren ortamdaki izolatlarimiz 2. saatte L.plantarum 3 ve 9 izolatlarimiz
6.93+0.02-9.05+0.13 Log CFU/ml araliginda standartlardan yiiksek anlamli fark
gosterdiler (P<0.0001). 2. saatin sonunda P. pentosaceus 1, L. brevis 6 ve 18, L.
plantarum 26 izolatlari, L. plantarum STD ve L. acidophilus STD standartlari ile benzer
ozellik sergiledi. L.brevis 12 izolat: ile L. plantarum 13 izolati, L. reuteri STD benzer
ozellik gosterirken diger standartlara karsi anlamli yiiksek bir fark oldugu tespit edildi
(P<0.0001). Ortamin 3. saatinde 6.36+0.31-9.04+0.04 Log CFU/ml araliginda
gelisimleri gozlenen P. pentosaceus 10, L. brevis 2, 12, 18 ve L. plantarum 13
izolatlarimiz standartlara gére anlamli bir sekilde yiiksek bir fark sergilediler
(P<0.0001). P. pentosaceus 1 ve 11, L. brevis 6, L. plantarum 3 izolatlar1 L. casei STD
ile benzer ozellik gosterirken, L. brevis 6 ve L. plantarum 3 ve 26 izolatlari, L.

acidophilus STD ile benzer 6zellik sergiledigi goriildii (Cizelge 7).

pH2+PEPSIN
129 Bl L. plantarum STD
107 _ . @ L.casei STD
T\EI 8 1 _af el E iR E=E L. ruteria STD
E 6 E { [ L.acidophilus STD
D 4- E { [ P.pentosaceus 1
9m E P. pentosaceus 10
K :f: : P. pentosaceus 11
" -. SAA;I' -. SAAT s:L\A“T ~ ®® P. pentosaceus 19
ZAMAN

Sekil 8. P. pentosaceus suslariin pH2+pepsin ortamlarinda (1.saat, 2.saat ve 3. saat) direng 6zellikleri
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P. pentosaceus 10 ve 19 izolatlarimiz pH2 ve pepsin igeren ortamda saat

ilerledik¢e gelisimlerinin artig1 gézlendi. P. pentosaceus 1 ve 11 nolu izolatimizda ise

zamana bagli olarak koloni sayisinda azalmanin oldugu tespit edildi.

log CFU/mL

pH2+PEPSIN

n"n"n"n" """

"

RIMRIE
3. SAAT

REEBEOBON

rr O r O - - -

. plantarum STD
. casei STD

. ruteria STD

. acidophilus STD
. brevis 2

. brevis 6

. brevis 12

. brevis 18

Sekil 9. L. brevis suslarinin pH2+pepsin ortamlarinda (1.saat, 2.saat ve 3.saat) direng 6zellikleri

L. brevis 2, 12 ve 18 izolatlart pH2 ve pepsin ortaminda zaman ilerledikce

gelisim gosterdikleri gozlendi. L. brevis 6 izolatimizda zamana bagh olarak diger 3

izolatimiza kiyasla koloni olusum sayisinda azalma goriildii.

log CFU/mL

pH2+PEPSIN

‘"

"""

VI I IIIIIIII4

3. SAAT

REEBEOBON

rr - - - - -

. plantarum STD
. casei STD

. ruteria STD

. acidophilus STD
. plantarum 3

. plantarum 9

. plantarum 13

. plantarum 26

Sekil 10. L.plantarum suslarinin pH2+pepsin ortamlarinda (1.saat, 2.saat ve 3.saat) direng 6zellikleri

pH2 pepsin i¢eren ortamda zaman ilerledikg¢e L. plantarum 13 nolu izolatimizda

gelisim gozlenirken, L. plantarum 3 nolu izolatimizda zamana bagl olarak koloni

olusturma sayisinda azalma oldugu gozlemlendi.
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pH3 ve pepsin bulundugu ortamda izolatlarin 1. saatinde 7.84+0.03-8.96+0.05
Log CFU/ml araliginda gelisim gosterdigi tespit edildi. P. pentosaceus 1 izolatinin
standartlardan anlaml1 bir sekilde yiiksek oldugu goriildii (P<0.0001). P. pentosaceus 11
ve 19, L. brevis 12 ve 18 ve L. plantarum 13 izolatlar1 L. plantarum STD ve L.
acidophilus STD anlamli bir sekilde yiiksek seyrederken (P<0.0001), L. casei STD ve
L. reuteri STD ile ayn1 6zellikleri sergiledi. L. plantarum 9 izolati, L. plantarum STD ve
L. acidophilus STD ile benzer 6zellik gosterirken L. casei STD ve L. reuteri STD’ dan
anlamli bir sekilde yiiksek anlamli fark goriildii (P<0.0001). Ortamin 2. saatinde
izolatlar  8.11+0.18-9.26+0.01 Log CFU/ml araliginda gelisim gosterdikleri
gozlemlendi. P. pentosaceus 11 ve 19 ile L. plantarum 3 izolatlarinin L. plantarum
STD, L. reuteri STD ve L. acidophilus STD ile yiiksek anlamli fark gosterdi
(P<0.0001). P. pentosaceus 1, L. brevis 2, L. plantarum 3 izolatlarimin L. casei STD ve
L. acidophilus STD ile benzer 6zellik sergiledigi goriildii. 3. saatin sonunda yapilan
gozlemde P. pentosaceus 1 ve 11 ve L. brevis 18 izolatlarinin L. casei STD ve L. reuteri
STD dan yiiksek bir fark oldugu tespit edildi (P<0.0001). L. brevis 2 ve 12 ve L.
plantarum 26 izolatlarinin L. plantarum STD, L. casei STD ve L. acidophilus STD ile
benzer Ozellikler gosterdigi gozlendi. P. pentosaceus 1 ve 19, L. brevis 6 ve L.
plantarum 9 ve 13 izolatlari, L. plantarum STD ve L. acidophilus STD ile benzer

ozellik gosterdigi tespit edildi.

pH3+PEPSIN
129 Bl L. plantarum STD
109 - 3 L.casei STD
ZE' 8+ [1E EZ= L. ruteria STD
E 6 1 L. acidophilus STD
2 4- == P. pentosaceus 1
. P. pentosaceus 10
P. pentosaceus 11
" ‘ SAAT 2 SAAT A SAAT BX P. pentosaceus 19
ZAMAN

Sekil 11. P. pentosaceus suslarinin pH3+pepsin ortaminda (1.saat, 2.saat ve 3. saat) direng 6zellikleri
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P. pentosaceus 10, 11 ve 19 nolu izolatlar pH3 ve pepsin igeren ortamda saat
ilerledik¢e gelisimlerinde artis gozlendi. P. pentosaceus 1 izolatimizin zamana bagh

olarak koloni olusturma sayisinda azalma oldugu belirlendi.

pH3+PEPSIN
12=
El L. plantarum STD
107 Ifi 3 L.casei STD
£ 87 ale EA L. ruteria STD
L 6 Bl 3 L. acidophilus STD
D 4 : B L. brevis 2
- 2 ‘ 53' L. brevis 6
=1 L. brevis 12
0= X L. brevis 18

Sekil 12. L.brevis suslarimin pH3+pepsin (1.saat, 2.saat ve 3. saat)direng dzellikleri

L.brevis izolatlarimizdan pH3 pepsin ortaminda L. brevis 18 nolu izolatin saat
ilerledik¢e gelisim gosterdigi gozlenirken, L. brevis 2, 6 ve 12 izolatlarinin koloni

sayisinda zamana bagli olarak diisiis tespit edildi. L. brevis 2’de diisiisiin daha fazla

oldugu saptandi.
pH3+PEPSIN
12-
El L. plantarum STD
107 3 L.casei STD
E‘ 8- EA L. ruteria STD
E 6 1 L. acidophilus STD
D 4 &= L. plantarum 3
. E3 L. plantarum 9
L. plantarum 13
0- == L

. plantarum 26

Sekil 13. L.plantarum suslarinin pH3+pepsin ortamlarinda (1.saat, 2.saat ve 3.saat) direng 6zellikleri
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L. plantarum 3, 9, 13 ve 26 izolatlarinin pH3 pepsin igeren ortamda saat
ilerledik¢e koloni sayisinda azalma oldugu goriildii ve en fazla azalmanm L. plantarum
3 izolatinda oldugu tespit edildi.

2013 yilinda yapilan bir ¢alismada birbirinden farkli 7 L. plantarum susunun
probiyotik Ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla pH2 ortaminda 3 izolatin 1. saatten
sonra canliliklarin1 koruyamadiklar1 4 izolatin sayisal olarak 2 log’luk azalma tespit
edilmistir. pH3 ortaminda biitiin izolatlarin canliliklarini korudugu sayisal olarak onemli
bir fark olmadigi tespit edilmistir (Yu ve ark., 2013). Yapilan bir ¢aligmada L.
plantarum izolatlarmin (K3, K4, E41) pH 2,5 pepsin ortaminda canli kalabildigi tespit
edilmistir. Inkiibasyon siiresinin uzamasia bagl olarak koloni olusturmada ciddi bir
azalma olmadig: goriilmistiir (Huang ve ark., 2015). Miray ve arkadaslarinin yapmis
oldugu calisma kapsaminda, 39 izolat ilizerinde pH 3 ortaminda 10 izolatin gelisim
gosterdigi tespit edilmis, 30 izolatin pepsin ortaminda varliklarint siirdiirdigi
goriilmustiir (Bingdl ve Sengiin, 2022). Tokatli ve arkadaglarinin 2015 yilinda yaptiklar
calismada, 21 izolat i¢erisinden 4 izolatin pepsin ortaminda canliligini kaybettigi ve 17
izolatin canliligin1 korudugu gozlemlenmistir (Tokatl ve ark., 2015). 14 izolat iizerinde
yapilan bir ¢alismada pH 3 ortaminda canliliklarini stirdiirmiislerdir. MH13 izolatinin
kolonilesmesinin daha yiiksek oldugu tespit edilmis, pH 2 ortaminda 3 saatin sonunda
14 izolatin da canliligin1 koruyamadigi gorilmiistiir (Melda ve Harun, 2021). 1998
yilinda yapilan bir ¢alismada lactobacillus’larin pH2 ortamma direng 6zelligi
belirlenmis, ¢alisma kapsaminda L. fermentum KLD izolatinin direngli oldugu
gozlenmistir (Charteris ve ark., 1998). 2007 yilinda pH 4 ve pH 3,5 degerleri ile yapilan
caligmada insan gaitasindan izole edilen L. brevis ve L. plantarum izolatlarinin L.brevis
’in pH4’e L. plantarum’ un da pH3 canli kalabildikleri, pH degerinin daha diisiik
oldugu durumlarda da her iki izolatin gelisimlerinin durdugu goriilmiistir (Delgado ve
ark., 2007). 2020 yilinda geleneksel tursulardan izole edilen L. plantarum suslari ile
ilgili ¢alismada; pH1’de izolatlarin herhangi bir aktivite gostermedigi, zaman ilerledikce
pH2 ve pH3 ortaminda izolatlarin aktif olduklar gériilmiistiir (Ozkan, 2020).

Calismamizda kullanilan 12 izolatin 4 adet standart izolatla pH2 pepsin ve pH3
pepsin ortaminda elde edilen sonuglara gore; pH2 pepsin ortaminda 1. saatte L. brevis 6
izolatimizin 4 standarttan kiyasla daha iyi gelisim gosterdigi saptandi. L. plantarum
STD, L. casei STD ve L. reuteri STD’de yiiksek seyreden P. pentosaceus 1, L.
plantarum 3, 9, 13 ve 26 izolatlaridir, L. reuteri STD ve L. acidophilus STD kiyasla iyi
gelisim gosterenler P. pentosaceus 11 ve 19, L. brevis 2, 12 ve 18 izolatlar, P.



42

pentosaceus 11 ve 19, L. brevis 2 ve 12 izolatlari, L. plantarum STD ve L. casei STD
benzer ozellikler gosterdigi sergilendi. Calismanin 2. saatinde 4 standartta kiyasla daha
iyi gelisim gosteren izolatlar: L. plantarum 3 ve 9. L. casei STD ve L. reuteri STD’
lerde daha iyi gelisim gosteren P. pentosaceus 1 ve 11, L. brevis 2, 6 ve 18 ve L.
plantarum 26 izolatlaridir. P. pentosaceus 1, L. brevis 6 ve 18 ve L. plantarum 26
izolatlarmin L. plantarum STD ve L. acidophilus STD ile benzer 6zellikler gosterdigi
gorildii. Calismanin 3. saatinde 4 standarda kiyasla gelisim gosteren P. pentosaceus 10
ve 19, L. brevis 2, 12 ve 18 ve L. plantarum 13 izolatlar1 oldugu goriildii. pH2 pepsin
ortaminda yapmis oldugumuz ¢alismada zaman gectikge izolatlarin genel olarak gelisim
gosterdikleri gézlemlendi, literatiir ¢alismalari ile paralel sonuglar elde edildi.

pH3 pepsin ortaminda 1. saatinde yapilan ¢alismada 4 standarda kiyasla iyi
gelisim gosteren P. pentosaceus 1 izolati, L. casei STD ve L. reuteri STD benzer 6zellik
gosteren P. pentosaceus 11 ve 19 ve L. brevis 12 ve 18 izolatlaridir. 2. saatin sonunda L.
plantarum STD, L. reuteri STD ve L. acidophilus STD’ a gére daha iyi gelisim gosteren
L. plantarum 3 ve P. pentosaceus 11 ve 19 izolatlar1 oldugu, P. pentosaceus 10 ve L.
brevis 18 izolatlar1 ise L. reuteri STD ve L. acidophilus STD ile benzer 6zellik
gostermislerdir. Calismanin 3. saatinin sonunda P. pentosaceus 1 ve 11 ve L. brevis 18
izolatlar1 L. casei STD ve L. reuteri STD daha iyi gelisim gosterirken, L. plantarum 26
ve L. brevis 2 izolatlar1 L. reuteri STD disinda bulunan diger 3 standarda benzer
ozellikler gosterdigi sonucuna varildi. pH3 pepsin ortaminda yapilan ¢alismada zamana
bagl izolatlarin genel olarak gelisim gosterdikleri ve literatiir ¢alismalar1 ile paralel

sonuclar elde edildigi tespit edildi.

4.2.2. LAB’1n pankreatine karsi direnclilikleri

Midenin diisik pH’t ve pepsin bariyerini agan mikroorganizmalarin ince
bagirsaga ulastiktan sonra agsmasi gereken engellerden bir tanesi de mikrobiyal gelisimi
olumsuz yonde etkileyen kompleks bir yapiya sahip pankreatin enzimidir. Canliliklarini
ve aktivitelerini siirdiirebilmeleri 6nemlidir (Merritt ve Donaldson, 2009). LAB
suslarinin  yapmis oldugumuz ¢alismada pankreatine karsi direng Ozelliginin
belirlenmesi amaciyla PBS tamponlari ile ¢alisildi ve pH degeri 8.0 olarak ayarlanan 1
mg/ml pankreatin hazirlandi (Maragkoudakis vd., 2006). Zaman aralig1 4 saat ve pH 8,0
ortaminda sonuglar ¢izelge 8 de belirtildi. Yapmis oldugumuz ¢alismada 12 susun
pankreatine 4. saatte elde edilen verilerin ortalamalar1 hesaplanarak kontrol sonug elde

edilmis olup, istatiksel analizi yapildu.
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Pankreatin bulundugu ortamda izolatlarin 4. saatinde 8.84+0.04-9.17+0.01 Log
CFU/ml araliginda gelisim gosterdigi gozlemlendi. Calisilan izolatlarin L. plantarum
STD ve L. casei STD kars1 yiiksek oldugu goriildii (P<0.0001). P. pentosaceus 1, L.
brevis 2, 6 ve 18 ve L. plantarum 13 izolatlarinin L. reuteri STD ve L. acidophilus STD

ile benzer 6zellik gosterdigi tespit edildi (Cizelge 8).
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Sekil 14. izolatlarn pankreatine kars1 direng 6zellikleri

Pankreatin iceren ortamda P. pentosaceus 1 ve 19 izolatlarinin gelisiminin P.
pentosaceus 10 ve 11 izolatlarindan daha iyi oldugu, L. brevis izolatlarmin hepsinin
benzer oranda gelisim gosterdigi tespit edildi. L. plantarum 3 izolat1 L. plantarum 9, 13
ve 26 izolatlarina oranla gelisiminin daha iyi oldugu tespit edildi.

2021 yilinda yapilan bir ¢aligmada, 14 izolatin pankreatine karsi 4 saatin
sonunda kolonilestigi tespit edilmis olup, MH13 izolatinin en yiiksek seviyede oldugu
goriilmistiir (Melda ve Harun, 2021). 2015 yilinda 21 izolat iizerinde yapilan bir
caligmada, 12 izolatin koloni olusturdugu, 9 izolatin canliligin1 koruyamadigi ve koloni
olusturan izolatlarin sayisinda ciddi bir azalma oldugu tespit edilmistir (Tokatli ve ark.,
2015). 2022 yilinda yapilan bir calismada ise 39 izolattan 6 saatlik inkiibasyon sonunda
23 izolatin canliliklarini stirdiirdiigii goriilmistiir (Bingdl ve Sengiin, 2022).

Calismamizda, pankreatin igeren ortamda kullanilan 12 izolatin 4 standart
izolatla kiyaslanmasi sonucunda; kullanilan biitiin izolatlarm L. plantarum STD ve L.

casei STD’ ye kiyasla daha iyi gelisim gosterdigi gorildi. L. plantarum 13, P.
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pentosaceus 1 ve L. brevis 2, 6 ve 18 izolatlariin L. reuteri STD ve L. acidophilus

STD’ ye benzer ozellik gosterdigi tespit edildi. Izolatlarin genel olarak gelisim

gosterdikleri literatiir calismalar ile paralel veriler elde edildigi sonucuna varildi.

Cizelge 8. izolatlarin Safra tuzlari (%0,3, %0,5 ve %1) ve pankreatin ortaminda direng &zellikleri

BAKTERILER SAFRA
PANKREATIN
900,3 900,5 %1 4, SAAT
. plantarum STD 9.20+0.01 8.46+0.01 7.01£0.36 8.55+0.04
. casei STD 8.47+0.01 8.30+0.05 6.70+0.21 8.46+0.07
. reuteri STD 8.80+0.02 8.49+0.03 6.40+0.35 9.00+0.01
. acidophilus STD 9.01+0.02 8.13+0.06 8.16+0.07 8.88+0.02

. pentosaceus 1

8.90-0.01¢ebd

8.77+0.02°¢

8.34+0.09°*

8.99+0.03%%*

. pentosaceus 10

9.08+0.01%2

8.05+0.00°¢

7.2440.0430¢e

9.09+0.10%%¢

. pentosaceus 11

9.02+0.01°%¢

8.72+0.05%¢

6.00+0.00°0%

8.87+0.01°¢M2

. pentosaceus 19

9.14+0.02%¢

8.78+0.04°¢

6.00+0.00°d2

9.17+0.01°%¢

9.20+0.00%¢¢

8.07+0.01°2

7.2120.0720ee

8.96+0.02°%%

. brevis 6 9.00+0.02°¢¢2 8.47+0.043%¢ 7.04+0.17%¢¢ 8.96+0.01°
. brevis 12 9.01+0.01°¢ 8.60::0.030ea 6.00+0.00°0% 8.84+0.04°%
. brevis18 8.85+0.07¢ed 8.68£0.04¢°¢ 8.50+0.03°¢¢ 8.98+0.01°
. plantarum 3 9.1540.02%¢¢ 8.50:£0.043% 7.04+0.17% 9.10+0.02°%¢%¢
. plantarum 9 9.07+0.02%¢ 8.22+0.03°%% 6.7240.04%¢ 9.04+0.02°%¢%¢
. plantarum 13 9.2040.01%¢¢ 9.10+0.00%% 6.00+0.00°% 8.96+0.03°%
. plantarum 26 9.06+0.10%% 8.50:£0.043% 6.00+0.00°0% 9.03+0.04°%%

L
L
L
L
P
P
P
P
L. brevis 2
L
L
L
L
L
L
L
a

s Fark yok. b: *. ¢: **, d; ***, g; ****

4.2.3. LAB’1n safra tuzuna kars1 direnclilikleri

Mikroorganizmalarin probiyotik olarak kabul edilebilme 6zelliklerinden biride

sindirim sisteminin biiyiik bir kismi1 olan ve safra salgisinin yogun oldugu ince bagirsak
sisteminde canliligin1 koruyabilmesi ve kolonize olmasi aranilan en 6nemli Kriterlerin
basinda gelmektedir (Maldonado ve Nader, 2015). Yapilan bilimsel ¢alismalarda %0,3
safra tuzu konsantrasyonunu kritik deger kabul edildigi kiiltiirlerin diren¢ 6zelliginin
belirlenmesi, bu deger baz alinarak yapilmaktadir (Erkkild ve Petdjd, 2000; Gilliland ve
ark., 1985). Caligmamizda %0,3 %0,5 ve %1 safra ortamlarinda izolatlarin probiyotik
ozellikleri belirlendi. %0,3 safra tuzunun olusturuldugu ortamda izolatlarin 8.85+0.07-
9.20+0.01 Log CFU/ml araliginda gelisim gosterdigi gozlendi. Bu gozlemler sonucunda
P. pentosaceus 11, L. brevis 6, 12 izolatlar1 L. plantarum STD, L. casei STD ve L.
reuteri STD’ de anlamli bir sekilde yiiksek oldugu tespit edildi (P<0.0001) (Cizelge 8).
Calisilan 12 izolatin %0,3 safra ortaminda L. casei STD’ de anlamli bir sekilde yiliksek
oldugu goriildii (P<0.0001). L. acidophilus STD’ ye benzer 6zellik gosteren izolatlarin
P. pentosaceus 10 ve 11, L. brevis 6 ve 12 ve L. plantarum 9 ve 26 oldugu tespit edildi.
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%0,5 safra ortamimnda 8.05+0.00-9.10+0.00 Log CFU/ml araliginda gelistikleri
gozlemlendi. Bu gozlem sonucunda P. pentosaceus 11 ve L. brevis 2 izolatlarmin L
plantarum STD, L. reuteri STD, L. casei STD standartlarina gore yiiksek seyrettigi
tespit edildi (P<0.0001). Bununla birlikte, L. acidophilus STD’ ye benzer ozellik
sergiledi. L. plantarum 9 izolatimiz L. plantarum STD’ den anlamli bir sekilde yiiksek
seyrettigi (P<0.0001), L. casei STD, L. reuteri STD ve L. acidophilus STD
standartlarina ise benzer 6zellik gosterdi. %1 safra ortaminda 6.00+0.00-8.50+0.03 Log
CFU/ml araliginda P. pentosaceus 1, L. brevis 18 izolatlar1 L. acidophilus STD
disindaki diger ii¢ standarttan anlamli bir sekilde yliksek seyrettigi gozlemlendi
(P<0.0001). L. plantarum 9 izolat1 L. acidophilus STD kiyaslandiginda anlamli bir
sekilde yiiksek seyrederken (P<0.0001), diger standartlara benzer ozellik gosterdigi

belirlendi.
SAFRA
127 El L. plantarum STD
10- = L. casei STD
:EI 8 EE L. ruteria STD
E 6 3 L. acidophilus STD
D 4 fff &= P. pentosaceus 1
B 5 E= P. pentosaceus 10
I \ P. pentosaceus 11
0= %0_5 ] %1 . X P. pentosaceus 19

Sekil 15. P. pentosaceus suglarmin (%0,3, %0,5 ve %1) safra ortaminda direng 6zelligi

%0,3 safra iceren ortamda P. pentosaceus 11 izolat1 P. pentosaceus 1, 10 ve 19
izolatlarindan daha iyi gelisim gosterdigi gozlemlendi. %0,5 safra igeren ortamda P.
pentosaceus 1, 10 ve 19 izolatlarinin gelisiminin P. pentosaceus 11 izolatinin
gelisiminden daha iyi oldugu goriildi. %!l safra igeren ortamda gelisim gosteren
izolatlardan P. pentosaceus 1 izolati P. pentosaceus 10, 11 ve 19 izolatlarindan daha iyi

gelistigi tespit edildi.
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Sekil 16. L. brevis suslarinin (%0,3, %0,5 ve %1) safra ortaminda direng 6zelligi

REEBEOBON
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. plantarum STD
. casei STD

. ruteria STD

. acidophilus STD
. brevis 2

. brevis 6

. brevis 12

. brevis 18

%0,3 safra i¢eren ortamda L. brevis 2, 6 ve 12 izolatlarinin gelisimi L. brevis 18

izolatindan daha iyi gelistigi tespit edildi. %0,5 safra ortaminda L. brevis 2 ve 18

izolatlar1 gelisiminin L. brevis 6, 12 izolatlarindan daha iyi oldugu goriildii. %1 safra

ortaminda izolatlarin gelisim oranmin L. brevis 18 izolatindaki gelisim L. brevis 2, 6 ve

12 izolatlarindan iyi oldugu tespit edildi.

log CFU/mL
T

SAFRA

VI I IIIII94

%0

Sekil 17. L. plantarum suslarinin (%0,3, %0,5 ve %1) safra ortaminda direng 6zelligi

REEBEODBON

r - - - - - -

. plantarum STD
. casei STD

. ruteria STD

. acidophilus STD
. plantarum 3

. plantarum 9

. plantarum 13

. plantarum 26

%0,3 safra igeren ortamdaki L. plantarum izolatlarinda gelisim oranlari; L.

plantarum 13 L. plantarum 3, 9 ve 26 izolatlarindan iyi gelistigi tespit edildi. %0,3 ve
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%0,5 safra ortaminda L. plantarum izolatlariin gelisimlerinin ayni oldugu goriildii. %1
safra iceren ortamda; L. plantarum 13 ve 26 izolatlar1 L. plantarum 3 ve 9 izolatlarindan
daha iyi oldugu tespit edildi.

2020 yilinda yapilan caligmada; safra tuzlarina kars1 ve diisiik asit degerine en
iyi direng gosteren L. plantarum E680 izolatinin oldugu saptanmistir (Zheng ve ark.,
2016). Yapilan bagka bir calismada % 0,3’lik ortamda K3, K4, E41 izolatlariin
canliliklarm siirdiirdiigii, inkiibasyon siiresinin artmasi sonucu 0,27-3,4 log araliginda
sayilarinda azalma oldugu gézlenmistir (Huang ve ark., 2015). Miray ve arkadaslarinin
yaptig1 calismada; % 0,3 ve % 1 safra ortaminda elde edilen verilere gore biitiin
izolatlarin canliligim1  korudugu, goézlemler sonucunda % 0,3 safra ortaminda
kolonilesmenin daha hizli oldugu gozlenmistir (Bingdl ve Sengiin, 2022). 2021 yilinda
yapilan ¢alismada ise; % 0,3, % 0,5 ve % 1 safra tuzunun bulundugu sartlarda yapilan
calismada 14 izolatin da canliligini siirdiirdiigic MH10 izolatinin % 0,3 ortaminda
canlilik oranin en yiiksek oldugu gozlenmistir (Melda ve Harun, 2021).

%0,3 safra tuzunun bulundugu ortamda 12 izolat ve 4 standart ile yapilan
calismamizda; P. pentosaceus 11 ve L. brevis 6 ve 12 izolatlarinin L. acidophilus STD
disindaki diger 3 STD’ ye gore daha iyi gelisim gosterdigi tespit edildi. L. brevis 2 ve
L. plantarum 13 izolatlarinin L. plantarum STD disinda bulunan diger 3 STD’ ye gore
daha iyi gelisim gosterdigi gozlendi. Safra tuzu yogunlugunun %0,5 oldugu ortamda P.
pentosaceus 1, 10 ve 19 izolatlar1 ¢aligmada kullanilan 4 STD’ ye goére daha iyi gelisim
gosterdigi belirlendi. P. pentosaceus 11 ve L. brevis 2 izolatlar1 L. acidophilus STD’ ye
benzer 6zellik gosterirken, L. plantarum 13 ve L. brevis 18 izolatlarinin L. reuteri STD
disinda bulunan 3 standarda gére daha iyi gelisim gosterdi. Safra tuzu yogunlugunun
%1 oldugu ortamda yaptigimiz ¢alismada; P. pentosaceus 1 ve L. brevis 18 izolatlar L.
acidophilus STD disindaki diger 3 STD’ye gore daha iyi gelisim gosterdigi tespit edildi.
L. plantarum 9 izolatinin L. acidophilus STD kiyasla iyi gelisim gosterirken, diger 3
STD’ye gore benzer ozellik sergiledi. L. plantarum 13 ve 26 izolatlar1 standartlara
kiyasla birbiriyle benzer ozellik sergiledigi belirlendi. Calismamizda kullanilan 12
izolatin da %0,3 %0,5 ve %! safra tuzu ortamlarinda genel olarak gelisim gosterdikleri,

literatiir galigmalari ile paralel sonuglara ulasildig: tespit edildi.

4.3. Ekzopolisakkarit (EPS)

EPS dogal bir polimer olarak bakterilerin bulunduklart ortamda dogaya
salgiladiklari, cevreye faydali geri doniisebilen yiliksek molekiil agirligma sahip
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polimerler olarak tanimlanir. Farkli kullanim alanlarina sahip EPS’ ler genel olarak ilag
tiretme, endiistriyel atik aritma, tekstil, petrol aritma, tip ve gida sanayisinde kullanilir
(Freitas ve ark., 2011). EPS’ nin son yillarda tercih edilmesinin sebebi insan sagligi
tizerinde faydali etki gostermeleridir (Mancuso Nichols ve ark., 2009). LAB’ lardan
elde edilen EPS’ ler agiz i¢inde tat ve his olusturmanin yan1 sira kanser, iilser, yliksek
kolesterolii dnleme, bagisiklik sistemini uyarma ve giiglii antioksidan 6zelliklere sahip
oldugu belirtilmektedir (Doleyres ve ark., 2005; Kim ve ark., 2010; Van Calsteren ve
ark., 2002).

Cizelge9. izolatlarm EPS igerikleri

BAKTERILER EPS MIKTARI (PPM) | ABSORBANS DEGERI
L. plantarum STD 253.0+1.82 1.52+0.03
L. casei STD 221.9£1.67 1.37+0.08
L. ruteria STD 248.2+2.04 1.49+0.09
L. acidophilus STD 233.7+1.52 1.41+0.04
P. pentosaceus 1 239.3+].25¢0ba 1.4440.05
P. pentosaceus 10 249.7+1.58¢%€ 1.50+0.01
P. pentosaceus 11 243.0+2.70°%a¢ 1.47+0.05
P. pentosaceus 19 193.6+1.41°%¢¢ 1.21+0.01
L. brevis 2 240.5+1.40%0a 1.4540.02
L. brevis 6 247.2+2.028 1.48+0.02
L. brevis 12 243,942,600 1.4740.02
L. brevis18 259.2+2.06%¢¢ 1.55+0.03
L. plantarum 3 259.6+1.53%¢c¢ 1.55+0.08
L. plantarum 9 248.8+1.70%¢ 1.49+0.06
L. plantarum 13 247.8+2.50%¢€ 1.49+0.09
L. plantarum 26 243.3£1.26%%¢ 1.46+0.05

a: Fark yok. b: *. c: **, d: *** g; ****
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Sekil 18. izolatlarin EPS dagilin
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EPS miktarinin belirlenmesi kapsaminda 12 izolat ile yapmis oldugumuz
calismada, P. pentosaceus 19’da 193.6+1.41 ppm oraninda az miktarda EPS icerirken L.
brevis 18 ise 259.2+2.06 ppm oraninda en fazla miktarda EPS icerdigi tespit edildi.

2019 yilinda yapilan ¢alismada farkli kaynaklarda izole edilen LAB’ dan EPS
tretiminde 11,9 ile 1,1 mg/L arasinda degisiklik gézlenmistir (Duygu ve Kuleasan,
2019). Yapilan bir calismada 182 adet Lactobacillus suslarinin EPS {iretimi incelenmis,
60 izolatin EPS iirettigi tespit edilmisken bunlardan 17 tanesinin 100 mg/L {izerinde
EPS iirettigi tespit edilmistir (van Geel-Schutten ve ark., 1998). Yapilan bir ¢calismada
W22 ile B3 izolatlarinda iiretilen yogurtlarda EPS iiretim miktarinin fazla oldugu tespit
edilmis (Hassan ve ark., 1996). 2007 yilinda yapilan bir ¢alismada izole edilmis 174
LAB’ nin EPS iiretimleri incelenmis, 50 g/L seker ilave edilen siitte gelisimi incelenen
Lactococcus lactis ve Leuconostoc citreum’ larin ortam sicakliklar1 37 °C ve 12 saat
inkiibasyon siiresinin sonunda kapsiil benzeri polisakkarit iireten Lactococcus lactis
oldugu tespit edilmistir. EPS {iretiminin ise Leuconostoc citreum kiyasla 10 kat daha az
oldugu goriilmiistiir (Van der Meulen ve ark., 2007).

Calismamiz kapsaminda P. pentosaceus 19 izolatinin disinda geriye kalan 11

izolatin da EPS igeriklerinin fazla oldugu goriildii.

4.4. Antioksidan Ozellikler

4.4.1. DPPH siipiirme aktivitesi

Uzun 6miirlii, kararli bir yapiya sahip olan 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH),
antioksidan aktivite 6l¢iimiinde organik ve inorganik maddeler igin sik¢a kullanilan bir
substrattir (Glimiis ve ark., 2020; Ozcelik ve ark., 2003). Yontemin esast koyu menekse
rengine sahip DPPH c¢ozeltisinin sahip oldugu rengin agilmasi ve buna bagl olarak
absorbans degerinde azalma meydana gelmesidir. Spektrofotometre yardimi ile
Absorbans degerindeki bu azalma Ol¢giilir. DPPH ¢6zeltisinde koyu renk agildikea,
absorbanstaki deger diismeye baslar ve absorbans degerinde gergeklesen azalmanin
olmasi yiiksek degerde radikal siipiirme aktivitesi demektir (Ndhlala ve ark., 2010). Bu,

hizl1 ve kolay sonug elde etmek i¢in uygulanan bir yontemdir.
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Sekil 19. izolatlarin DPPH siipiirme aktiviteleri

Antioksidanlarin DPPH radikal siipirme aktiviteleri, hidrojen verme yetenegi
veya orneklerden radikal siipiirme aktivitesinden dolayr olmaktadir. Inhibitérlerin
antioksidan aktivitesi, iiretilen biyolojik sistemlerde radikal merkezlerini hidrojen veya
elektron bagislayarak notr etme bicimine baghdir. Aktiviteyi gostermesinde dnemli bir

role sahip olmasi inhibitériin yapisi ve 6zellikleri ile alakalidir.

Cizelge 10. Probiyotiklerin DPPH radikali giderme aktivitelerinin BHA ve AA ile kiyaslanmasi

izolatlar Conc. 10 20 30 1C50
P. pentosaceus 1 % 37,470 27,790 9,940 56,97+0,21
P. pentosaceus 10 % 31,506 31,754 29,7993 37,96+0,59
P. pentosaceus 11 % 35,025 29,401 19,594 45,87+0,57
P. pentosaceus 19 % 42,284 13,058 5,011 83,89+0,34
L. brevis 2 % 29,710 20,320 2,740 89,09+0,22
L. brevis 6 % 36,530 2,248 11,840 91,44+0,46
L. brevis 12 % 32,138 10,745 4,874 102,56+0,22
L. brevis 18 % 29,701 12,433 42,010 38,76+0,23
L.plantarum 3 % 31,730 23,750 17,780 52,8+0,11
L.plantarum 9 % 3,564 22,631 5,037 109,48+0,24
L.plantarum 13 % 49,902 28,802 13,260 47,52+0,28
L.plantarum 26 % 3,036 3,349 27,016 76,92+0,33
L. plantarum STD % 27,075 18,304 41,059 37,59+0,17
L. casei STD % 12,172 10,608 27,961 59,52+0,14
L. reuteri STD % 12,576 21,868 20,207 60,24+0,07
L. acidophilus STD % 34,178 4,822 12,948 84,75+0,43
BHA % 75,042 86,810 87,358 13,740,10
AA % 76,436 91,046 92,512 13,05+0,13

2012 yilinda Kefir ve boza iizerine yapilan bir ¢aligmada; DPPH radikalini
standart antioksidanlar ile karsilastirmasi sonucunda 100pg/ml konsantrasyonda kefirin
%10,95 bozanin %10,67 DPPH radikallerini siipiirdiigii tespit edilmistir. DPPH
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radikalinin; yiiksek konsantrasyonlarda kefir ve bozada tutucu etkiye sahip oldugu
goriilmiistiir (Ozpinar, 2012). Polen ve fermente edilen polen drnekleri ile 2016 yilinda
yapilan bir ¢alismada; DPPH antioksidan aktivite sonuglarina gore Afyon, Sivas ve
Izmit bolgelerinden toplanan polen drneklerinden, fermente edilen polenlerin bolgesel
olarak %52, %210 ve %44 olarak antioksidan aktivitelerinde artig oldugu saptanmistir
(Goniil, 2016). 2001 yilinda L. delbrueckii spp. ve bulgaricus ile fermente edilen siit
tizerinde yaptiklar1 ¢calismada DPPH radikaline baglanma aktivitesi gdsteren kaynagi
kazein olan bir peptidin oldugu, ¢alismalarda kazein kaynakli peptidlerin antioksidan
aktivite sagladigi goriilmistir (Kudoh ve ark., 2001). Yogurt numuneleri iizerinde
yapilan bir ¢alismada, DPPH giderme aktiviteleri belirlenmistir. Birinci ve ikinci
haftalarda yapilan ¢alismada N, 1P, 2P, 3P ve 4P orneklerine ait yogurtlarda DPPH
giderme aktiviteleri 4P<3P<2P<1P<N seklinde bulunmus, ortamin probiyotik oraninin
artmasi ile DPPH yiizde oraninin arttig1 tespit edilmistir (Cebi, 2019). Fecrinin yapmis
oldugu c¢alismada 100mg/pul konsantrasyonda kullanilan izolatlarin %50’ nin {izerinde
DPPH radikali siipiirme aktivitesi gosterdigi tespitinde bulunmustur (Ozkan, 2020).
2012 yilinda yapilan ¢alismada DPPH giderme aktivitelerini belirlemek i¢in probiyotik
ve sinbiyotik yogurt orneklerinden L. plantarum ve L. fermentum igerigi bulunan
simbiyotik yogurt numunelerinin DPPH giderme aktivitesinin kontrol grubundan daha
yiksek oldugu gorilmistir (Madhu ve ark., 2012). Hashemi ve arkadaslarinin
caligmasinda L. plantarum ile fermente edilmis kaymagin DPPH giderme aktivitesinin
%50’den fazla oldugunu, antioksidan bakimindan L. plantarum susunun faydal etkileri
oldugu tespit edilmistir (Hashemi ve ark., 2017). 2019 yilinda yapilan ¢alismada 23
adet LAB DPPH giderme aktiviteleri belirlenmis, ¢alisma kapsaminda siitten yapilan
peynirlerden elde edilen LAB izolatlarinin DPPH giderme aktiviteleri L. rhamnosus GG
iceren probiyotik suslardan yiiksek oldugu tespit edilmis (Shi vd., 2019).

DPPH radikali siipiirme aktivitesi ile yapmis oldugumuz g¢alismamizda, 12
izolatin antioksidan o6zellikleri belirlendi. Calisma kapsaminda P. pentosaceus 10 ve L.
brevis 18 izolatlarinin konsantrasyon miktar1 artikga standart olarak kullanilan BHA ve
AA aktivitelerine ¢cok yakin aktivite gosterdigi tespit edildi. En yiiksek aktiviteyi P.
pentosaceus 10 izolati gosteritken en disiik L. plantarum 9 izolati gosterdigi
gozlemlendi. Genel olarak calisma kapsaminda DPPH radikali giderme aktivitesi
belirlemek amaciyla yaptigimiz ¢alismada 12 izolatimizin %66,6 oraninda iyi sonug

verdigi tespit edildi.
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4.4.2. ABTS+ siipiirme aktivitesi

ABTS giderme aktivitesinin belirlemek amaciyla yapilan ¢aligmada Yogurt
Orneklerinin birinci ve ikinci haftalarda alinan O6rneklerin N, 1P, 2P, 3P ve 4P olarak
siralandig1r belirlenmis, ortamda probiyotik mikroorganizmalarin artmasi ile ABTS
giderme aktivitesinin artigt goriilmiis (Cebi, 2019). Geleneksel siitten yapilan
peynirlerden izole edilen 23 adet LAB’dan 8 izolatin L. rhamnosus GG igeren standart
probiyotikler ile kiyaslandiginda ABTS radikali giderme aktivitesinin daha yiiksek
oldugu tespit edilmistir (Shi ve ark., 2019).

ABTS radikali siipiirme aktivitesi ile yapmis oldugumuz ¢alismada 12 izolatin
antioksidan ozellikleri belirlendi. Calisma kapsaminda, biitiin izolatlarimizin
konsantrasyon miktar1 arttik¢a standart olarak kullanilan BHA ve AA benzer 6zellikler
sergiledigi, ABTS degerleri birbirine yakin 6zellik gostermelerinden dolayr ¢aligilan

izolatlarin hepsinin ortamda iyi aktivite gosterdigi sonucuna varildi.

Cizelge 11. Probiyotiklerin ABTS radikali giderme aktivitelerinin BHA ve AA ile kiyaslanmasi

izolatlar Conc. 10 20 30 1C50
P. pentosaceus 1 % 74,818 76,242 75,719 15,4+0,01
P. pentosaceus 10 % 78,926 75,902 77,156 15,14+0,02
P. pentosaceus 11 % 72,356 77,013 76,804 15,32+0,04
P. pentosaceus 19 % 79,664 78,541 80,513 14,63+0,02
L. brevis 2 % 78,240 77,652 77,920 14,98+0,01
L. brevis 6 % 75,066 76,268 76,399 15,33+0,01
L. brevis 12 % 75,367 76,209 79,997 14,96+0,04
L. brevis 18 % 77,280 75,106 77,940 15,17+0,02
L.plantarum 3 % 72,565 74,146 76,222 15,57+0,03
L.plantarum 9 % 77,652 77,404 77,607 15,04+0,01
L.plantarum 13 % 71,338 73,290 77,169 15,58+0,05
L.plantarum 26 % 76,928 76,941 76,353 15,22+0,01
L. plantarum STD % 76,784 76,281 76,340 15,27+0,01
L. casei STD % 70,436 78,893 75,608 15,38+0,06
L. reuteri STD % 75,445 76,660 74,420 15,48+0,02
L. acidophilus STD % 70,809 77,110 78,456 15,240,06
BHA % 74,877 79,755 77,607 14,98+0,04
AA % 75,269 79,109 77,130 15,05+0,03
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5. SONUC

Probiyotik mikroorganizmalarin ¢ogunu laktik asit bakterileri (LAB) olusturur.
Probiyotik olarak kabul edilen bu mikroorganizmalarin insan sagligina faydali olmasi
igin sindirim  sisteminde koloni olusturup zararli mikroorganizmalara karsi
savasabilmesi gerekmektedir. LAB’ larin probiyotik olarak kabul edilebilmesi i¢in
midenin pH, pepsin, safra tuzu ve pankreatine karst direngli olmasi ve ¢ogalabilmesi
gerekmektedir. Bu calismada, anne siitiinden izole edilen laktik asit bakterilerinin,
MALDI-TOF MS tanimlanmasi ve biyolojik 06zelliklerinin belirlenmesi amacglandi.
Anne siitinden izole edilen 50 adet sustan MALDI- TOF MS yontemi ile analiz
sonuglarina gore iyi sonug veren 27 adet izolat ile ¢alisilmaya baslandi, ¢alismanin ilk
etabinda pH2 ortaminda en iyi sonucu veren 12 adet izolat belirlendi.

Sonug olarak pH2 ve pH3 pepsin igeren ortamda izolatlarin genel olarak standartlara
kiyasla iyi gelisim gosterdigi goriildii. Caligmanin diger sathasinda safra tuzuna direng
ozelligi belirlendi. Safra yogunlugunun artmasi ile izolat gelisimlerinin paralel oldugu,
pankreatin ortaminin dordiincii saatinde izolatlarin, baz1 standartlar ile benzer 6zellik
gosterdigi ve bir kismindan yiiksek anlamli fark sergiledikleri goriildii. EKzopolisakkarit
tayini sonuglarina gore, P. pentosaceus 19 izolatinin standartlara gére daha az, L. brevis
18 izolatinin daha fazla miktarda EPS icerdigi. izolatlarm, antioksidan ozelliklerini
belirlemek i¢in DPPH ve ABTS radikal siipiirme aktivitelerine bakildi. DPPH siiptirme
aktivitesi sonuglarina gore P. pentosaceus 1, 10 ve 11, L. plantarum 13 ve L. brevis 18
izolatlar, BHA ve AA standartlarina gore daha distik ancak standart
mikroorganizmalara gore daha yiiksek aktivite gosterdi. Izolatlarm ABTS radikal
siipiirme aktivite sonuglarina gore, biitlin izolatlarin standart antioksidanlara benzer
aktivite sergiledigi belirlendi. Biitiin sonuglar gdz 6niine alindiginda, L. brevis 18 nolu
izolatin diger suslardan ve standart olarak kullanilan mikroorganizmalardan daha iyi
aktivite gosterdigi gbzlendi. Calismanin sonuglarina gére bu mikroorganizmalarin in
Vivo ¢alismalariin yapilmasi durumunda ilag benzeri gida takviye tiriinleri, gida ve ilag

endiistrisine onemli katkilar saglayacag: diisiiniilebilir.
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