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 ÖZET 

YÜKSEK LİSANS TEZİ 

 

ANNE SÜTÜNDEN İZOLE EDİLMİŞ LAKTİK ASİT BAKTERİLERİNİN 

MALDI-TOF MS İLE TANIMLANMASI VE BİYOLOJİK ÖZELLİKLERİNİN 

BELİRLENMESİ 

 

 

 

Ali Osman KESKİN 

 

Muş Alparslan Üniversitesi  

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalı 

 

Danışman: Doç. Dr. Yusuf ALAN 

 

 

 
Bu çalışmada anne sütünden izole edilmiş laktik asit bakterilerinin MALDI-TOF MS ile 

tanımlanması ve biyolojik özelliklerinin belirlenmesi amaçlandı. Çalışma kapsamında kullanılan 12 

izolatın pH2 ile pH3 pepsin, safra tuzu ve pankreatin ortamındaki dirençlilikleri araştırıldı. Ayrıca 

izolatların in vitro antioksidan özellikleri ile EPS içerikleri çalışıldı. Çalışma sonucunda 12 izolatın 

midenin pH pepsin, safra tuzu ve pankreatin ortamında standartlara benzer ya da daha dirençli oldukları 

görüldü. Bununla birlikte L. brevis 18 izolatının diğer mikroorganizmalardan daha fazla EPS içerdiği 

tespit edildi. DPPH süpürme aktivitesi sonuçlarına göre P. pentosaceus 1, 10 ve 11, L. plantarum 13 ve L. 

brevis 18 izolatları, BHA ve AA standartlarına göre daha düşük ancak standart mikroorganizmalara göre 

daha yüksek aktivite gösterdi. İzolatların ABTS radikal süpürme aktivite sonuçlarına göre, bütün 

izolatların standart antioksidanlara benzer aktivite sergilediği belirlendi. Bütün sonuçlar göz önüne 

alındığında, L. brevis 18 nolu izolatın diğer suşlardan ve standart olarak kullanılan mikroorganizmalardan 

daha iyi aktivite gösterdiği gözlendi. Çalışmanın sonuçlarına göre bu mikroorganizmaların in vivo 

çalışmalarının yapılması durumunda ilaç benzeri gıda takviye ürünleri, gıda ve ilaç endüstrisine önemli 

katkılar sağlayacağı düşünülebilir. 

2022, 71 Sayfa  

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

Probiyotik 

 

Danışman: Doç. Dr. Yusuf ALAN 
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ABSTRACT 

IDENTIFICATION AND BIOLOGICAL CHARACTERISTICS OF LACTIC 

ACID BACTERIA ISOLATED FROM BREAST MILK BY MALDI-TOF MS 

 

 

Ali Osman Keskin 

 

Muş 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. 
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1.GİRİŞ 

1.1 Anne Sütü 

Anne sütü yapısı itibari ile içerdiği vitaminler, mineraller, protein, lipit 

miktarları ve karbonhidratlar sayesinde ilk altı ay boyunca takviye gıdalara gerek 

kalmadan yeni doğan bebekler için iyi bir besin kaynağıdır (Cinar ve ark., 2012). Anne 

sütü ucuz ve kolay ulaşılır olması, yapısında bulunan zengin ve doyurucu besin 

içeriğinin yanı sıra emzirmeden dolayı bebek ve anne arasında çok güçlü psikolojik bağ 

kurulmasını sağlar (Martin ve ark., 2016). İnsan vücuduna giren herhangi bir patojene 

karşı bağışıklık sisteminde birkaç organ rol almaktadır (Periferik lenf organları, kemik 

iliği, dalak, lenf nodları, mukozal lenfoid doku gibi). Patojenlerin vücuda giriş şekli 

genellikle mukoza aracılığı ile olur, dolayısıyla insan mukozal savunma sisteminin çok 

iyi olması gerekmektedir. En önemlisi de bağırsak mukozasıdır, mikrobiyal uyarı bu 

yolla olmaktadır. Sağlıklı kişilerde mukozal savunma sistemi uyarılması ve artması için 

mikrobiyal flora gereklidir. Sindirim sistemine ait bağışıklık dokusu bütün vücudun 

savunma sisteminin %80’ini oluşturur. Yeni doğanlarda doğum esnasında ve sonraki 

dönemde mikrobiyolojik çevrenin mukozal bağışıklık sistemi için çok önemli olduğu 

düşünülmektedir (MacDonald ve Spencer, 1994). Yeni doğan bebeklerin doğum sonrası 

steril ortamdan non-steril ortama gelmesi ile birlikte enfeksiyona yakalanma ihtimalleri 

çok yüksektir. Bundan dolayı doğumdan sonra ilk anne sütünü (Kolostrum) alması sütte 

bulunan immün faktörler ile doğal bir bağışıklık sistemi gelişir ve bebek hastalıklardan 

korunur. Zamanından önce doğan bebekler ile zamanında doğan bebeklerin anne sütü 

içeriği aynı değildir. Prematüre doğan bebeklerin zamanında doğan bebeklere göre anne 

sütünün içeriği gereksinimler göz önüne alındığında daha uygundur. Bebek büyüdükçe 

salgılanan anne sütü içeriğinde farklılıklar olur. Bu farklılık gece ve gündüz salgılanan 

anne sütünde bile gözlenir (Amin ve ark., 2002). Yeni doğan bebeklerde ilk yarım saat 

içinde beslenmeye bağlı olarak kan şekeri düzeyinde ani yükselmeye sebep olur, bebek 

için çok riskli bir durumdur. Anne sütünde bulunan karbonhidratların ve laktozun 

sindirimi yeni doğan bebeklerin fizyolojik yapısına uygun olduğundan, bebek için risk 

ortadan kalkmaktadır (Rochow ve ark., 2013). İçerik olarak inek sütünde çok fazla 

kazein bulunurken anne sütünde globülin ve albümin fazladır, demir oranı fazla 

olmasından dolayı da kalsiyum emilimi daha kolaydır (Fukushima ve ark., 1998; 

Musumeci ve ark., 2006). Anne sütü ile beslenen bebekler bağırsak florasındaki yararlı 

bakterilerin anne sütünde bulunan oligosakkaritlerin bebeğe geçmesi ile probiyotik 
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bakterilerinin kolonize edilmesi sağlanır ve yeni doğan bebeklerde sıklıkla görülen 

Nekrotizan Enterekolit (NEK) gelişimini engelleyen lizozom, laktoferrin ve diğer 

antimikrobiyal proteinler ile bağışıklığı düzenleyici  ajanlar içermektedir (Sherman ve 

ark., 2015). Anne sütü; büyüme, sindirim sistemi gelişmesi, yeni doğan bebeklerin 

bağırsak yapısı ile ilişkili lenfoid dokuların gelişmesine katkı sağlayan, bebeklerde 

gastrointestinal sistem üzerinde olumlu fonksiyonu olan ana besindir (Arda, 2018). 

Bebeklere ilk altı ay boyunca ek sıvı vermeden bebeğin anne sütünü alması gerekli sıvı 

ihtiyacını karşılamaktadır. Anne sütü alan bebeklerin almayan bebeklere oranla ishal, 

orta kulak iltihabı, solunum yolu enfeksiyonları, menenjit gibi enfeksiyonlardan 

korunduğu gibi ani bebek ölüm sendromu ve bebek ölümleri daha az görülmektedir 

(Stuebe, 2009). Anne sütünde bulunan en önemli besin bileşenleri oligosakkaritlerdir. 

Oligosakkaritler konakçı hücreler ile etkileşime girerek beyin gelişimini destekler, 

probiyotik gibi davranarak bebek için faydalı bakterilerin kolonizasyonunu uyarırlar 

(Ayechu-Muruzabal ve ark., 2018). 

1.2. Anne Sütünde Bulunan Laktik Asit Bakterileri ve Önemi 

Probiyotik mikroorganizmaların çoğunluğunu Laktik Asit Bakterileri (LAB) 

oluşturur. LAB’lar yapıları itibari ile basil ve kok şeklinde, spor oluşturmayan, 

hareketsiz, gram pozitif, katalaz negatif, aerotolerant, aside dayanaklı, nitratı 

indirgemeyen, yüksek alkolleri ve karbonhidratları fermente eden son ürün olarak laktik 

asit üreten gruptur. Toprakta ve suda bulunmaz; genellikle bulundukları ortamlar süt ve 

süt ürünleri, taze veya çürümüş bitkiler, fermente gıdalar,  insan ve hayvanların bağırsak 

mukozalarıdır (Bosch ve ark., 2014; dos Reis ve ark., 2017). İnsan gastrointestinal 

sisteminin mikrobiyal florasının büyük çoğunluğu LAB türleri tarafından oluşturulur. 

LAB’lar gastrointestinal sistemi dışında vücudun farklı bölgelerinde de (deri, vajina ve 

saç) bulunmaktadır. Ürettikleri asetaldehit, CO2 yardımı ile pH’ı değiştirir ve salgıladığı 

mikroorganizmalar tarafından ribozomal olarak üretilen, protein yapısında antagonistik 

etkiye sahip maddeler ile zararlı mikroorganizmaların gelişmesini önlemeye çalışırlar 

(Tannock, 1999). Gebelik döneminde bebeklerde sindirim sisteminin en önemli parçası 

olan bağırsaklar steril yapıdadır. Doğumdan sonra çevresel faktörler ve anne bağırsak 

florası bebeğin bağırsak florasını oluşturan temel etmenlerdir. Doğum sonrası dönemde 

tüketilen tüm besinler bebeğin yaşamı boyunca bağırsak florasını ve sağlığını etkiler, bu 

yüzden sezaryen ile doğan bebekler normal doğum ile dünyaya gelen bebeklere nazaran 
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daha zayıftır. Yetişkinlik dönemine kadar devam edecek olan gelişim bebeğin bağırsak 

florasındaki mikroorganizma türü ve sayısı, immün sistemini büyük oranda etkiler  

( Fernández ve ark., 2003). Yeni doğan bebeklerin bağırsak mikrobiyotasının 

oluşumu ve gelişmesinde en önemli faktör anne sütü ile beslenmedir. Yeni doğumu 

takip eden birkaç hafta sonra bebeğin bağırsak florasında sürekli bir mikroorganizma 

kaynağı oluşturulur. Yeni doğan bebeklerin anne sütü almasıyla yaklaşık 800.000 tane 

bakterinin bebeğe geçtiği düşünülmektedir (Heikkilä ve Saris, 2003). Yapılan çalışmada 

800 ml anne sütü alan bebeklerde 1×10 5 - 1×10 7 tane bakterinin bebek bağırsağına 

geçtiğinden, bebeğin bağırsak florasının ana kaynağını Bifidobacterium türleri oluşturur 

(Ozgun ve Vural, 2011). Yeni doğan bebeklerde ilk birkaç gün içerisinde sindirim 

sisteminde Enterobacteria grubunda bulunan bakteriler çoğalmaya başlar. Anne sütü 

alan bebeklerde floranın %80-90’nı Bifidobacterium bakterileri oluşturur ve burada 

beslenme ile birlikte Enterobacteria türleri azalırken Bacteroides ve lactobacillus 

miktarlarında artış olur. Anne sütü ile beslenmeyen bebeklerde Koliform bakterileri ve 

Bacteroides türleri daha fazladır (Harmsen ve ark., 2000; Yoshioka ve ark., 1983). Anne 

sütünde bulunan türler içerisinde en baskın olanları Staphylococcus, Enterococus, 

Propionibacterium, Streptococcus, Bifidobacterium ve Lactobacillus oldukları 

bilinmektedir (Jost ve ark., 2015; McGuire ve McGuire, 2017). Ayrıca anne sütünde 

zorunlu anerob mikroorganizmalar bulunur ve bunlar bağırsak kaynaklıdır. Clostridium, 

Callinsella, Blautia ve Veillonella bulunan bu türler ile birlikte Coprococus, 

Faecalibacterium ve Roseburia gibi kısa zincirli yağ asidi üretebilen türlerin de olduğu 

tespit edilmiştir (Jost ve ark., 2015; McGuire ve McGuire, 2017). Lactococcus, 

Carnobakterium, lactobacillus, Enterococus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, 

tetrogenococcus, Weisella, Vagococcus ve Aerococcus cinsleri LAB gurubunda yer alır. 

Starter (başlatıcı) kültür fermente süt ve süt üretiminde kullanılan Enterococus, 

Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus cinsi laktik asit bakterileridir (Di Cerbo ve 

ark., 2016). 

1.2.1. Lactobacillus 

Lactobacillus cinsleri izole edildikleri alanlar oldukça geniştir. Fermente süt ve 

süt ürünleri, et, hayvan ve insanların mukoza membranlarından elde edilebilir (dos Reis 

ve ark., 2017). Lactobaculluslar spor oluşturmayan, katalaz negatif ve gram pozitiftir. 

DNA yapılarında %50 den az guanin +sitozin bulunur, basil ya da kok basildirler. 

Oksijene toleranslı veya oksijensiz, düşük veya yüksek pH ortamına adapte olabilen ve 
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çok karmaşık besin ihtiyaçları olan bakteri grubudurlar. Laktobasiller glikoz 

ihtiyaçlarına göre ya homofermantatiftir ya da heterofermantatiftirler. Malat, sitrat, 

nitrat, tarterat, nitrit gibi birçok bileşiği enerji kaynağı olarak metabolize edilebilir hale 

getirirler. Bunun yanı sıra elektron taşıma sistemi elemanı olarak da kullanılabilirler 

(Hammes ve Vogel, 1995). Lactobacillus cinsinde bulunan türler: L. rhamnosus, L. 

bulgaricus, L. casei, L. acidophilus, L.paracasei, L. reuteri, L.plantarum’dır (dos Reis 

ve ark., 2017). Bu mikroorganizmaların en önemli özelliği Diyare’nin bazı türlerini 

tedavi etmesi, bağışıklık sistemini kuvvetlendirmesi, sütte bulunan temel karbonhidrat 

olan laktozun sindirim sistemine bağlı olarak gelişen sindirim sistemi hastalığı 

(şişkinlik, ishal ve karın ağrısı) gibi şikayetlerin hafifletilmesi, kandaki kolesterol 

seviyesinin düşürülmesi ve kanseri önleme etkilerini göstermeleri, probiyotik özelliklere 

sahip olduklarını gösterir (Naidu ve ark., 1999; Soomro ve ark., 2002). 

Lactiplantibacillus plantarum 

L. plantarum türleri insanlarda sindirim sisteminde, ağız içinde, süt ve süt 

ürünlerinden veya fermente bitkilerden elde edilirler. Görünüm olarak beyaz, sarı ya da 

koyu sarı renkte olabilirler. Kamçısız olmalarına rağmen hareket kabiliyetleri vardır; 

yapısal olarak düzgün, çomak, tekli yapı, çiftli yapı veya kısa zincirler halinde 

bulunurlar (Gan ve ark., 2019). İçerik olarak guanin ve sitozin düşük bir değere sahiptir 

ve 15-45 °C büyüme gösterirler. Laktik asit üretimleri glikoz fermantasyonu yolu ile 

olur, bu yöntem ile D- ve L- laktik asit üretirler. Ribozom, mannitol ve sukroz dahil 10 

tür karbonhidratın %90’dan fazlasını fermente edebilirler. Kısa zincirler oluşturabilir 

veya tek başlarına büyüme özellikleri bulunmaktadır. Dış hücre zarları yoktur, hücre 

duvarları peptidoglikanlardan yüksektir ve diğer LAB guruplarına nazaran genomları 

büyüktür. Gıda endüstrisinde koruyucu ve başlatıcı olarak büyük bir uygulama alanına 

sahiptirler ve birçok zararlı patoloji baskılamayı başarabilirler. L. plantarum kandaki 

yüksek kolesterolün düşürülmesinde, Diyare tedavisinde, mide ve bağırsak sisteminde 

gelişen işlev bozukluklarında, şişkinlik ve ağrı şikayetlerin azalmasına yardımcı olurlar 

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

Lactobacillus brevis 

Bu bakteri türleri gram pozitiftir ve izole edildikleri yerler şunlardır: insan ve 

hayvanların bağırsak florası, ağız içerisi, süt ve süt ürünleri, ekşimiş hamur ve lahana 

turşusudur. Metabolizma sonucu birden çok ürün ortaya çıkarabilirler, bunlar: laktik 
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asidin yanı sıra karbondioksit, etanol veya asetik asit oluştururlar (Singh ve ark., 2020). 

Birçok probiyotik mikroorganizmalar gibi L. brevis de yoğurt gibi süt ürünlerinde “canlı 

ve aktif kültürler” ile bulunmaktadır. Bulunan bütün probiyotiklerin kaynağının süt 

ürünleri olduğu anlamına gelmez ve bazı suşlar insan vücudunda doğal olarak meydana 

gelir (Tasli ve ark., 2006). L. brevis bağışıklık sistemimizi güçlendirmek için doğal 

öldürücü hücreleri artırır, antimikrobiyal etki gösterir (Rushdy ve Gomaa, 2013; Waki 

ve ark., 2014). Normal mikrobiyota ve fermente gıdalar gibi birçok ortamda bulunurlar, 

bira bozulmasının en yaygın sebebidir. Bağırsak florası, dışkı ve vajina florasında 

yaygın olarak bulunurlar, L. brevis’ler tibicos tanelerinde bulunur ve kefir yapımında 

kullanılan en önemli Lactobacillus’tur (Pidoux, 1989). 

1.2.2. Pediococcus 

Bu bakteriye ait cinslerde hareket kabiliyetleri yoktur, gram pozitif ve katalaz 

negatiftir. Çiftler ya da dörtlüler şeklinde bulunurlar ve fermantasyon sürecinde 

endüstriyel mayalanma olarak kullanıldığı bazı türlerinin bakteriler tarafından ribozom 

al olarak sentezlenen protein doğasında antagonistik etkiye sahip bileşikleri ürettiği 

bilinmektedir. İzolasyonları süt ve süt ürünlerinden mümkündür (Holland ve ark., 

2011). Pediococcus türlerinin diasetil üreten ve üretmeyen bazı suşları bulunmakta, 

malolaktik fermantasyonunda (sitrik asidin laktik aside dönüştürülmesi) farklı 

sıcaklıklara diasetil üretimini etkileyebilir (Wade ve ark., 2019). Pediococcus türleri 

diasetil üretimlerinden dolayı uzun depolama sürelerine sahiptir (Garcia-Garcia ve ark., 

2017). LAB’lar ve Pediococcus türlere ve suşa bağlı olarak SO2 karşı kuvvetli bir 

dirence sahiptirler ve bütün türler için büyüme koşulları B5 , B7 ve nikotonik  asit 

gerekmektedir (Wade ve ark., 2019). 

Pediococcus pentosaceus 

Bu cins bakteriler fermente gıdaları bozulma etmenlerine ve hastalık yapıcı 

mikroorganizmalara karşı korurlar ve ortamda oksijen varsa kullanırlar aksi taktirde 

fermantasyon yoluna geçerler. Glikozu farklı metabolik yollar ile kullanırlar, görünüm 

olarak koksi şeklindedirler, hareket kabiliyetleri yoktur ve gram pozitiftir (Dobrogosz 

ve Stone, 1962). Katalaz enziminin hidrojen peroksitti parçalarken, laktik asit 

bakterilerine herhangi bir zarar vermezler. LAB insan sağlığına faydalı olmasının en 

önemli etkisi katalaz negatif olmasındandır. Bu sayede parçalanmaz ve bundan dolayı 

zararlı mikroorganizmaların insan sağlığına zarar vermesini engellediklerinden dolayı, 
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antimikrobiyal etki gösterirler (Ramos ve ark., 2012). Bakteriyosin üretimi diğer 

mikroorganizmalar ile fermente edildiğindeki oran kendi başına fermente edilmesinden 

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

1.3. Probiyotikler 

1.3.1.Tarihçesi  

Probiyotik teriminin kökeni Yunanca bir kelime olup “Pro” ve “biota” iki 

kelimeden oluşan “ For life” yaşam için anlamına gelmektedir (Coşkun, 2006). 

Antibiyotik teriminin anlamca karşıtıdır. 1908 yılında Nobel ödüllü araştırmacı Elie 

Metchnikoft tarafından yapılan bir araştırmada bazı mikroorganizmaların insan sağlığı 

üzerindeki olumlu etkiler gösterdiği ortaya atılmış (Çakir ve Çakmakçi, 2004). Rus 

araştırmacı yapmış olduğu araştırmalarda Bulgar köylülerinin uzun ve sağlıklı 

yaşadıklarını gözlemlemiş, gözlem sonucunda bu insanların yoğurt tüketiminin fazla 

olduğunu, yoğurt üzerinde yapmış olduğu incelemelerde canlı mikroorganizmalar ile 

karşılaşmış, bulduğu bu canlı bakterilere Lactobacillus bulgaricus adı verilmiş 

(Taşdemı̇r, 2017).  Daha sonraki tarihlerde probiyotikler farklı tanımlar verilmiştir. 

1965 yılında Lilly ve Stiwel “Diğer canlının gelişmesine yardımcı olan bir 

mikroorganizma tarafından salgılanan metabolitler” olarak tanımlamıştır.  

1971 yılında Sperti probiyotik terimini “Mikrobiyal üremeye yardımcı doku 

ekstreleri” için kullanmış. 

1974 yılında Parker “Probiyotik terimin günümüz anlamı intestinal mikrobiyal 

dengeyi koruyan mikroorganizmalar ve metabolitler” olarak tanımlamış.  

1989 yılında Fuller’in yapmış olduğu tanımlama “Zararlı mikroorganizmaların 

çoğalmasını engelleyen konakçıya yararlı etkiler sağlayan faydalı mikroorganizmalar 

içeren besin maddeleri”  (Afrc, 1989; Fuller, 1991). 

1992 yılında Havenaar ve Huis in’t Veld tarafından “ Hayvan ve insanda yararlı 

mikro floranın gelişimine yardımcı olan canlı mikroorganizma kültürü” şeklinde 

tanımlamış (Klaenhammer, 2000). 

 1992 yılında Fller “Konakçının intestinal mikro florasının gelişmesine teşvik 

eden canlı mikrobiyal katkı maddeleri” olarak tanımlamış. 

1998 yılında Guarner ve Schaafsman’ın yapmış olduğu tanımlama “sağlıklı bir 

şekilde yaşamayı sunmasının yanı sıra belirli bir sağlık kazancı sağlayan canlı 

mikroorganizmalar” (Klaenhammer, 2000).  
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1999 yılında salminen “Canlıların sağlığını ve beslenmesini pozitif yönde etki 

eden canlı mikroorganizmalar ve fermente süt ve süt ürünleri” olarak tanımlamış. 

1.3.2. Özellikleri 

Probiyotik olarak kullanılan mikroorganizmalar konakçıya verildiğinde 

konakçıda bulunan diğer mikroorganizmalara karşı etkinlik göstermeli. Canlının sağlığı 

üzerinde olumlu etki göstermesi probiyotiklerin en önemli özelliğidir. Probiyotikler 

olumsuz çevre koşulları, düşük pH ve safra tuzlarından etkilenmemeli (Koçak ve ark., 

2016). 

Probiyotikler; 

 İnsan kaynaklı olmalı 

 Bağırsak mukozasına tutunabilmeli 

 Güvenilir olmalı 

 Sağlık için yararlı olduğu kanıtlanmalı 

 Canlı olmalı, besinlere katıldığında canlılığını korumalı 

 Canlı florasını bozmamalı, patojen mikroorganizmaya etki etmeli, normal 

floraya uyum sağlamalı 

 Antimikrobiyal maddeleri salgılayabilmeli 

Sindirim yolunda geçici olarak çoğalabilmeli (Uymaz, 2010). 

 

 

Şekil 1. Probiyotik gıdaların insanlar üzerindeki muhtemel bazı fizyolojik yararları (Granato ve 

ark.,2010). 
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Probiyotik bakterilerin bağırsağa ulaşması halinde, bağırsak hareketlerinden 

dolayı sindirim sistemine yerleşebilmesi için bağırsak lümenini çevreleyen mukozal 

yapısına ve epitel hücrelerine tutunması gerekmektedir. Probiyotik mikroorganizmaların 

bu işlemi yapması, kolonizasyon ve patojenlere karşı antogonistik etki yapması gerekir ( 

Fernández ve ark., 2003). Probiyotik mikroorganizmaların tercih edilmesinde bağırsak 

mukozasına tutunabilme özelliği en önemli ölçütlerden biridir. İntestinal sistemin epitel 

ve mukozal yüzeylere yapışması ile hidrofobisite gibi kompleks işlemler 

gerektirdiğinden bakteri hücrelerin yapışması genellikle epitel hücrelerin yüzey yapısı 

ile ilişkilidir (Collado ve ark., 2007). Bağırsak florasını probiyotikler olumlu yönde 

etkilemelidir. IgA salgılanmasını tetiklemektedir, böylece IFN-γ salgılanması 

artmaktadır. LAB’lar bağırsak florasındaki hasarı yok etmekte, bununla birlikte 

bağırsak duvarının yapısını korumak için lokal ve sistemik bağışıklık tepkimelerini 

uyarmaktadır (Bhakdi ve Tranum-Jensen, 1991). Hayvanlar üzerinde yapılan 

çalışmalarda Laktobasiller gibi probiyotik suşlarının bazıları antijen spesifik IgA 

yanıtlarının mukozal yüzeylerinde ortaya çıktığı görülmüş, insanlarda ise probiyotik 

tedavilerinde hem serum hem de fekal IgA seviyesinin yükseldiği saptanmıştır (Chong, 

2014). Probiyotikler yeterli miktarda tüketildiğinde mikrobiyal dengeyi iyileştirerek 

sağlık üzerinde olumlu etki gösteren canlı mikroorganizmalardır. Probiyotikler ağız 

yolu ile alınır (Taşdemı̇r, 2017). Probiyotik suşlarının kullanılabilmesi önemli olmakla 

birlikte, sindirim sisteminde hayatta kalarak ulaşabilmesi için mide asidi, bağırsak pH’ı 

ve safra tuzlarından etkilenmemesi, sağlık için önemli etki göstermesi önemlidir (Butel, 

2014). Bu mikroorganizmalar farklı maya ve suşlar içermektedir. Probiyotik olarak 

tüketilen gıdalar vücut direncini artırmak hastalıkların etkisini azaltmak amacıyla 

tüketilen gıdaların yanında yararlı mikroorganizmalar içeren besinler tercih 

edilmektedir. En fazla tercih edilenlerin başında LAB gurupları gelmektedir 

(Schaafsma, 1996). Probiyotik olarak kullanılan mikroorganizmaların başında 

Enterococcuslar, Laktobasiller, Bifidobakteriler gelmektedir (Fontana vd., 2013). İnsan 

ve hayvanların doğal florasına adapte olup kolonize olan, konakçı tarafından tüketildiği 

andan itibaren tüm sindirim sistemi ve üst solunum yollarında konakçı sağlığına olumlu 

etki yaparak zararlı mikroorganizmaların çoğalmasını engelleyip, enfeksiyonların 

iyileşmesine katkı sağlayan mikroorganizma kültürleridir (Darılmaz ve Beyatlı, 2012). 

Probiyotik olarak kullanılan laktik asit türlerine ait mikroorganizmalar Lactobacillus, 

Bifidobacterium, Pediococcus, Enterococus, Leuconostoc, Streptococcus 6 grup olarak 

bilinmektedir (Tannock, 1997). Bu türlerin dışında Aspergillus ve Bacillus 
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saccharomyces türlerinin de probiyotik mikroorganizmalardan olduğu bildirilmiştir. 

Oksijensiz ortamda yaşayabilen Laktobasiller ortam pH’ı 3 olduğu ortamlarda tolerans 

gösterirler, böylelikle düşük mide pH’ında canlılığını sürdürüp bağırsak kanalından 

bağırsağa geçerek etkinliğini gerçekleştirir, on iki parmak bağırsağında iken safra 

tuzlarına dayanıklı olurlar. Lactobaculluslar yüksek sıcaklığa (45-48 °C) ve de basınca 

dayanıklılığından dolayı yem yapım işlemleri esnasında canlılıklarını koruyabilirler 

(Gilliland ve ark., 1984). Enterococlar, safra tuz oranının %40, NaCl’nin %6,5, 10-

45°C ortam sıcaklığında ve pH’ı 9.6 olduğu durumlarda gelişimini sürdürebilirler. 

Bağırsak hastalıklarında etkili olan Enterococus faecium ve Enterococus faecalis 

cinsleri de probiyotik olarak kullanılmaktadır. Probiyotik olarak kullanılan bakteriyosin 

üretimine dayanmakta, zararlı mikroorganizmalara direnç gen geçişi olasılığından 

dolayı kullanımları tartışılmaktadır (Mombelli ve Gismondo, 2000). Probiyotik içeren 

ek besinlerin amacı, hücrelerin endojen savunma mekanizmalarını artırmak, sindirim 

sisteminin dengesini sağlamak, zararlı mikroorganizmaların çoğalmasını engellemek ve 

antibiyotiklerin yan etkilerini kontrol altına almaya yardımcı olmaktır ( Fernández ve 

ark., 2003). 

 

Çizelge 1. Probiyotik olarak kullanılan 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 

Mayalar: 

Saccharomyces 

S. cerevisiae, S. boulardii, S. poslarianus  

Candida torulopsis 
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1.4 Anne Sütündeki Probiyotik Mikroorganizmalar 

Mikrobiyota insan vücudunda yaşamakta olan mikroorganizmalar, mikrobiyom 

ise vücudumuzda yaşayan iki taraf içinde çıkar ilişkisi olan mikroorganizmaların 

taşıdıkları genoma denir. Ortalama insan vücudunda %90’a kadar mikrobiyal hücreden 

oluşur, geriye kalan %10 ise insan hücresidir (Belkaid ve Hand, 2014). İnsanlarda sağlık 

ve hastalık durumunun en önemli rolü mikrobiyotadır. Zararlı mikroorganizmaların 

çoğalıp koloni oluşturmaları için en uygun ortam kolondur. Sindirim sisteminin geniş 

lümen alanına sahip olması ve çeşitli besin öğeleri içermesinden dolayı, kolon sistemi 

tek başına mikroorganizmaların %70’ten fazlasını barındırmaktadır (Whitman ve ark., 

1998). İnsan bağırsak mikrobiyota’sı virüs, maya ve bakterilerin çeşitli türlerini içerir. 

Bağırsak mikrobiyotasının %90’ını Bacteroidetes ve Firmicutes oluşturur. Baskın 

mikrobiyal şubede Fimicutes, Actinobacteria, Fusobacteria, Proteobacteria, 

Verrucomicobia, Bacteroidetes bakterileri vardır. Firmicutes şubesi Lactobacillus, 

Clostridium, Bacillus, Enterococus, Ruminicoccus gibi farklı cinslerden 200 çeşit 

bulunur. Bakteroidetes şubesindeki baskın cinsler Bacterioides ve Prevotella’dır. 

Actinobakteria şubesi az miktarda bulunur ve bu şubede en baskın cins 

Bifidobakterium’dur (Matsuki ve ark., 2016). Doğum sonrası bebek beslenmesinde anne 

sütü alan ve mama ile beslenen çocuklar arasındaki mikrobiyota açısından en büyük 

fark Bifidobakteriler türlerinin sayılarıdır. Anne sütü faydaları açısından bifidojenik 

faktörler, laktik asit ve Bifidobakterilerin varlığıdır (Jiménez ve ark., 2008). Anne sütü 

ile beslenen bebeklerin bağırsak mikrobiyota’sı ile, mama ile beslenen yeni doğanların 

bağırsak mikrobiyota’sı farklılık göstermektedir. Anne sütü alan bebeklerde 

Bifidobakterileri sayısı daha baskın iken anne sütü almayanlarda ise Bakteroidler, 

Bifidobakteriler, Streptococlar, ve Klostrdia daha karmaşık yapıya sahip mikro flora 

bulunmaktadır (Arici ve ark., 2004). Doğumu takip eden ikinci yıldan sonra bebeğin 

anne sütü ile beslenmesi kesilince mikro flora oluşumu erişkinlerinkine benzemeye 

başlar ve doğumdan sonra altı ay boyunca sadece anne sütü alan bebeklerde 

Bifidobakteri türleri baskın iken, anne sütü almayıp formül ile beslenen bebeklerde 

enterobakter türlerinin daha baskın oldukları tespit edilmiştir. Mama ile beslenen 

bebeklerde Bifidobakteriler altıncı ayda baskın duruma gelir, anne sütü ve mama ile 

beslenen çocuklarda ise bir yılın sonunda bağırsak mikro florası benzer hale gelir 

(Holscher, 2012). 2010 yılında yapılan bir çalışmada sadece anne sütü ile beslenen 20 

bebek ve anneden birinci gün, yeni doğan bebeklerin dışkılarının izole edilmesi sonucu 

en çok tespit edilen türler E. feacalis ve S. salivarus olduğu tespit edilmiş, anne sütü 
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izolatların ’da Lactobacillus cinsi %5 olduğu görülmüştür. Lactobacillus cinsinde en 

çok rastlanan tür ise L. gasseri’dir. Bifidobacterium ve izole edilmeyen anaerobik 

mikroorganizmaların oranı %5 kadardır (Solís ve ark., 2010). Normal doğum yapan 

sağlıklı annelerde ve sadece anne sütü ile beslenen bebeklerde, anne ve bebek 

dışkılarında ve anne sütünde izole edilen bakterilerin L. plantarum, L. fementum, L. 

brevis, E. faecolis ve L. pentosaceus türlerinin ortak olduğu tespit edilmiştir (Heikkilä 

ve Saris, 2003). Anne sütünde bulunan mikroorganizmalar çizelge 2’de gösterilmiştir. 

 

Çizelge 2. Anne sütündeki bakteri türleri (martin ve ark., 2003). 

Lactobacillus spp. L. gasseri 

L. salivarius 

L. rhamosus 

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) yönteminde, veri tabanında bulunan protein sekansının kolonileri 

doğrudan alınıp sisteme yüklenmesi ile karşılaştırılarak tanı yapılır. 

Mikroorganizmaların tanımlamasının yapılabilmesi için mikroorganizmaların kendine 

özgü parmak izi oluşturmasıdır. Bu yöntemin birçok metoda göre avantajları vardır ve 

hızlı sonuç verme özelliği bulunmaktadır. Mikroorganizmaların tanımlanmasında 

geleneksel yöntemlere göre bir saat bazen daha da az bir sürede sonuç verebilmektedir. 

16rRNA gen sekansı gibi ayrımı zor olan türlerin tespitinde yeni bir yöntem olmasına 

rağmen, kolaylıkla ayrımı yapılabilmektedir (Wieser ve ark., 2012). MALDI-TOF MS 

çalışmalarında alının numuneler 48 saat içerisinde çalışmanın iyi bir analiz, sonucu 

vermesi açısından oldukça önemli bir durumdur. Çalışma tekniğinde besiyerlerin kültür 
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amacıyla kullanılması üreme şartlarından etkilenmemektedir. 48 saati geçen kültürlerin 

pik sayısı ve ayırt edici özellikleri maksimum sonuç almayı düşürmektedir. Bundan 

dolayı, süreyi aşan kültürlerde ribozomal proteinlerin parçalanmasına sebep olmaktadır 

(Wieser ve ark., 2012). Bu yöntem ile gram negatif bakteriler, stafilococar, 

Enterobacteriaceaelar ve streptococlar kolay ve hızlı bir şekilde türleri yönünde 

güvenle tanımlanabilirler (Holler ve ark., 2011). Yapılan bazı çalışmalarda; geleneksel 

yöntemlerle karşılaştırıldığında, MALDI-TOF MS yönteminin anaerop, bazı gram 

negatif bakteriler ve gram pozitif basillerin tanımlanmasında daha iyi olduğu 

görülmüştür (Barbuddhe ve ark., 2008).  MALDI-TOF MS yöntemi maliyet açısından 

geleneksel yöntemlerden daha uygun olması ve mikroorganizma tanısında biyokimyasal 

testler ile kıyas yapıldığında, yöntemin %75 daha düşük maliyette olduğu tespit 

edilmiştir (Seng ve ark., 2009). Bu yöntem geleneksel yöntemlere kıyaslandığında,  

mikroorganizma tayininde biyobelirteç ile ayırma, parçalama yada temizlik işlemleri 

yapılmaksızın sonuç vermesi klinik mikrobiyolojisi ve gıda laboratuvarları için çok 

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

     

Şekil 2.İyonize edilmiş izolatların MS analizinin genel şeması (Ayanoğlu, 2021). 

1.5.1 MALDI-TOF MS çalışma prensibi 

MALDI-TOF MS çalışma yönteminde mikroorganizmaya ait büyük organik 

moleküllerin (Protein, şeker, peptid gibi biyomoleküller ve polimer dendrimer, 

makromolekül) elektromanyetik uçuş tüpünden geçirilmesi lazer atışı yardımıyla 

olmaktadır. Lazer atışı yapılınca matriks molekülleri arasında bulunan ışından gelen 

enerji ile olan etkileşimin sublimasyonu tetiklemesi matriksin gaz fazına geçmesi ile 
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olur. Yapılan yoğun ışın atışları ile birlikte matriks lazerden gelen ışığı absorbe eder 

(şekil 3), örnekte bulunan moleküller iyonize olur. Numune, matrikste sublimasyon ve 

iyonizasyon olur,  moleküllerin iyonize hal alması ile cihazda bulunan moleküllerin 

ağırlıkları ile orantılı olarak uçmaya başlar, bu sayede iyonlar farklı sinyal ve hızda 

detektöre çarpar. Mikroorganizmaların cins ve tür bazında tanımlanması; detektörden 

gelen sinyaller ile proteinlerin kütle spektralarını oluşturur ve sistemin veri tabanında 

bulunan görüntüler ile spektrum görüntüleri eşleştirilerek tanımlama yapılır. Analiz için 

104 -106 miktarında mikroorganizma sayısı bile yeterlidir (Guo ve ark., 2014; Kačániová 

ve ark., 2017;  Kanak ve  Yılmaz, 2018). 

 

 

Şekil 3.MALDI-TOF MS'nin lazer atışı ile desorbisiyonu ve iyozisasyonu 

 

Mikroorganizmanın tanımlanabilmesi için mikroorganizmaya ait orta hidrofobik 

özellikteki ribozomal proteinlerin hücre içerisinde çok sayıda bulunması gerekmektedir. 

Ribozomal proteinler genel olarak 4-15 kDa aralığında bulunurlar ve mikrobiyolojik 

üreme ve çevresel koşullardan çok az miktarda etkilenirler. Seçilecek olan Matriks 

solüsyonu da özellikle bu proteinleri iyonize edecek şekilde tercih edilmelidir (Suh ve 

Limbach, 2004).   
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1.6. Probiyotiklerde Aranan Önemli Özellikler 

Probiyotik mikroorganizmalar konakçıya verildikten sonra zararlı 

mikroorganizmalara karşın etkili olmalıdır. Konakçının sağlığına olumlu etki yapması 

en önemli özelliklerindendir. Probiyotik mikroorganizmalar insanlarda ve hayvanlarda 

yan etki oluşturmamalı ve güvenilir olması gerekmektedir. Toksin madde üretmeyip 

patojenik olmamalıdır. Bu mikroorganizmalar konakçıya verildikten sonra stabilitesi 

yüksek- düşük pH ve safra tuzları gibi ortamlardan etkilenmemelidir. Bağırsak florasına 

tutunup kolonize olmalı ve antibiyotiklere karşı dirençli olmalıdır. İlaçlara dirençli 

olması bağırsak hastalıklarında özellikle diyare durumlarında bağırsak florasını 

düzenlemek için kullanılmalıdır (Ezema, 2013; Yılsay ve Kurdal, 2000). Probiyotik 

mikroorganizmalar alındıktan sonra sindirim sisteminde birçok engel ile 

karşılaşmaktadır, en önemli engeller midenin asidik ortamı ve ince bağırsakta bulunan 

safra suyudur (Gueimonde ve Salminen, 2006). Probiyotik mikroorganizmalar mide ve 

bağırsak ortamına adapte olamıyorsa, sağlık açısından etkisi ya çok azdır ya da hiç 

yoktur (Goktepe ve ark., 2005). Mide ve bağırsak ortamına adapte olup canlılığını 

koruyabilen probiyotik mikroorganizmaların kalın bağırsağa geçerek tutunabilmesi ve 

etki göstermesi gerekmektedir (Morelli, 2007). LAB’ların pankreatin, pepsin, asitlik 

derecesi ve safra tuzlarına direnç özellikleri probiyotik tercihinde en önemli 

kriterlerdendir. Probiyotikler midenin asitlik ortamından bağırsaklara ulaştıktan sonra 

%0.3’lük derişime sahip safraya karşı dirençli olması gereklidir (Mainville ve ark., 

2005).  

1.6.1. pH 

pH biyolojik sistemlerde kimyasal tepkime veya tepkime hızını artıran enzim 

aktiviteleri için önemli bir faktördür. Bundan dolayı, mikroorganizmaların gelişebilmesi 

türüne, iç ve dış faktörlere bağlı olduğu gibi, minimum ve maksimum pH değerlerine de 

bağlıdır. LAB türleri gelişip çoğaldıkları ortamlarda Hidroklorik asit (HCl), Sitrik asit 

(C6H8O7), Fosforik asit (H3PO4) ve tartarik asit (C4H6O6) bulunan ortamlarda, asetik asit 

ve laktik asidin bulunduğu ortama oranla pH’ı daha düşük olduğu değerlerde 

gelişmektedir. Bazı mikroorganizmalar ortam pH’ının uygun olmadığı durumlarda kötü 

yönde etkilenmektedir. Önemli enzimlerin görevini yapamaması, DNA ve RNA baz 

diziliminde mutasyon geçirmesi veya hasar alması, zar sisteminde geçirgenliğin 

olmaması gibi etkiler sıralanabilir (Lu ve ark., 2003). Probiyotik mikroorganizmalardan 

en faydalı şekilde yararlanabilmek için bağırsak florasını geçtikten sonra asit ve safraya 
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karşı canlılığını sürdürebilmesidir. Bütün mikroorganizmaların mide pH’ı 

dayanıklılıkları farklılık gösterir ve mide ortamı yüksek asit ve düşük pH (2.0) değerlere 

sahiptir. Ortalama sağlıklı bir insanda bu oran 3,5 ile 5,5 arasındadır (Saarela ve ark., 

2000). Probiyotik mikroorganizmaların mide asidine dayanıklılıkları diğer 

mikroorganizmalara nazaran daha iyidir, alınan probiyotikler bağırsak florasına 

ulaşmadan önce pH’ı 2,5 ile 3,5 arasında olan mide asidine maruz kalmaktadır 

(Ramirez-Chavarin ve ark., 2013; Vasiljevic ve Shah, 2008). Beslenme ile birlikte 

mideye ulaşan besinler düşük mide pH ortamına maruz kalmaktadır. 20 dk. sonra mide 

pH’ı yükselmeye başlar ve ortalama 120 dk’nın sonunda mide pH seviyesi normal 

değerine geri döner (Chen ve ark., 2011). Laktik asit bakterilerinin asit toleransları 

yüksek olmasına rağmen, lactobacillusların genel özelliklerinden dolayı bazı türlerin ve 

suşların pH 3.0 altındaki değerlerde asit dirençliliğinin azaldığı tespit edilmiştir 

(Corcoran ve ark., 2005). 

1.6.2. Pepsin 

Pepsin, sindirim sisteminde proteazlardan olup genelde aromatik ve hidrofobik 

arasında bulunan peptit bağların parçalanmasını sağlayan, midedeki ana hücreler 

tarafından salınarak yiyeceklerde bulunan proteinleri peptitlere indirgeyen enzimdir 

(Spelzini ve ark., 2008). Beşinci domain ve iki aspertat aminoasit uçları arasındaki yer 

pepsinin aktif olarak bağlanma bölgesidir (Fang ve ark., 2015). Midede bulunan parietal 

hücreler diyet ile alınan proteinlerin bozulmasına sebep olmaktadır. Gelişen bu olay 

pepsinojenin aktive olması ile pepsinin aktif hale gelmesini sağlamakta, aktifleşen 

pepsin proteinlere etki ederek aminoasitleri metabolize etmektedir. Pepsin, tripsin ve 

kimatripsin ince bağırsak enzimleri sindirim sistemindeki protein hidrolizinden 

sorumludur (Korhonen ve Pihlanto, 2003). Sağlıklı bir insanda mide sıvısının içerisinde 

0,8 -1,0 mg/mL değerinde pepsin bulunur ve yiyecekler ile alınan proteinleri indirger 

(Chen ve ark., 2011).  

1.6.3. Pankreatin 

Pankreatin, pankreasın salgıladığı sıvıyı virsung kanalı aracılığı ile on iki 

parmak bağırsağına aktarır. Salgıladığı sıvıdan iç salgısını direk kanala aktarırken, 

pankreas öz suyunu duodenuma (ince bağırsağın ilk kısmı) aktarır. Yetişkin ve sağlıklı 

bir insanda gün içerisinde 1-1,5 lt pankreas öz suyu salgılanır (Nagai, 2003). Mideden 

ince bağırsağa gelen kimusun nötrleşmesini sağlayan pankreas sıvısıdır. Salgılanan 
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pankreas sıvısının pH değeri 8.5’dir. Salgının aktifleşmesi ince bağırsağa ulaşınca 

gerçekleşir. Pankreas sıvısında amilaz, lipaz, rübonükleaz, tripsinojen, kimotiripsinojen 

ve deoksiribonükleaz bulunur. Bulunan bu enzimler protein sindiriminde, tiripsinojen- 

kimitripsinojen karbonhidratlar etkiliyken, amilaz ve çekirdek asitlerin sindirilmesinde 

ise deoksiriboznükleaz- ribonükleaz etkilidir. Ayrıca glukagan hormonu ve insülin 

üretimi pankreas tarafından yapılmaktadır (Kimura, 2000).   Pankreas tarafından 

üretilen kompleks bir enzim olan pankreatin, pankreas tarafından ekzokrin hücrelerin 

sentezlendiği amilaz, lipaz ve proteaz enzimlerinin karışımıdır. Mikroorganizmalar 

midenin asidik ortamını aştıktan sonra ince bağırsağa ulaştığında canlı kalabilmesi ve 

aktif davranabilmesi için aşması gereken engellerden biridir. İnce bağırsakta pankreatin 

ile birlikte safra tuzları kolonileşmeyi olumsuz yönde etkiler (Merritt ve Donaldson, 

2009). 

1.6.4. Safra 

Safra, karaciğer tarafından üretilen plazmayla izo-ozmotik ve sarı-yeşil renk 

karışımı bir sıvıdır. Yağların sindirimi için gerekli olan safra A-E-K-D vitaminlerinin 

yağda erimesi sonucu vücuda emilimini artırmaktadır. Mide ortamında gelen yüksek 

asidik besinlerin bazik hale gelmesini de sağlar (Mann ve ark., 2009). Bir insanda 24 

saatte 600-1200 ml salgılanır ve 7.8 pH değerine sahiptir. Önemli organik birleşiği safra 

tuzlarıdır (Ceydilek ve Beyler, 2005). Safra asitleri safra kesesinde depolanan, 

karaciğerde kolesterolden sentezlenen steroid türevidir. Lipitlerin emilimini artırmakta, 

gıda sindirimine yardımcı olmaktadır. Glikoz ve tirigiliserid gibi moleküllerin 

parçalanmasını kontrol eder ve kandaki kolesterolün dengede kalmasını sağlar, ayrıca 

sinyal molekülleri ve metabolik düzenleyici rolünde görev yaparlar (Matos, 2016; Wu 

ve ark., 2008). Kolesterolden sentezlenen safra asitleri 24 karbon atomu içerir ve yapı 

itibari ile 2 veya 3 hidroksil ve 1 karboksil grubu bulundurur (Ceydilek ve Beyler, 

2005). Mikroorganizmalar midenin asidik ortamını geçtikten sonra ince bağırsakta 

ilerleme  esnasında safra tuzları ile karşılaşırlar, safra toleransı probiyotik seçiminde  

önemli kriterlere sahiptir (Dunne ve ark., 1999). Mikroorganizmaların probiyotik olarak 

tanımlanabilmesi için sindirim sisteminde gastrik asit ve safra tuzu konsantrasyonlarının 

bulunduğu ortamlarda canlılığını sürdürebilir olması gerekmektedir (Soliman ve ark., 

2015). 
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1.7. Probiyotiklerin Antioksidan Özellikleri 

1.7.1. Serbest radikaller ve oksidatif stres 

Atom temel olarak bir çekirdek ve etrafında bulunan elektron bulutundan oluşur. 

Yapısal olarak moleküllerin büyük bir kısmı çift elektronlu, az sayıda molekül ise tek 

elektronlu yapıya sahiptir. Eksik elektronlu moleküller bulabildikleri moleküller ile 

etkileşim haline girerek ya bir elektron alır ya da verir. Yapılan bu alışveriş esnasında 

moleküllerin yapısında bozulma olur, bozulan bu moleküllere “serbest radikaller”, 

“oksidant moleküller” veya “reaktif oksijen partikülleri” olarak adlandırılmaktadır. En 

önemli olanları hidrojen peroksit, hidroksil radikalleri ve süper oksittir (Akkuş, 1995; 

Bulkley, 1983; Defraigne ve ark., 1993; Delibaş ve Özcankaya, 1995; Kehrer, 1993; 

Padberg Jr ve ark., 1989). İnsan vücudunda bağışıklık sisteminin zayıflaması ile 

enfeksiyonlara maruz kalması sonucu vücudun savunma sistemi tarafından serbest 

radikaller üretilmektedir. Enfeksiyon gelişiminde en önemli savunma mekanizması olan 

serbest radikaller; stotoksisitede, zararlı mikroorganizmalara karşı savunmada doğal bir 

işleve sahip olan nörotransmisyonda önemli bir rol oynar (Özkan, 2015). Vücudumuzda 

serbest radikallerin oluşma hızı ile radikallerin ortadan kaldırılma hızının bir dengesi 

bulunmaktadır. Bu dengenin oluşması oksidatif denge olarak tanımlanabilir, oluşan bu 

dengenin korunması ise hücrelerin ve dokuların serbest radikallerden zarar görmesini 

engellemektedir. Serbest radikallerin oluşma hızında ani artış olması veya aniden 

ortadan kaldırılması durumunda denge bozulur, bozulan bu dengeye oksidatif stres 

denir. Kısacası vücutta serbest radikal oluşması ve antioksidan savunma 

mekanizmalarının oluşturduğu değişimin bozulması ile hücre ölümleri yani doku hasarı 

oluşur (Savcı, 2012). 

   

 

Şekil 4.Oksidatif stres (Anonim 2022). 
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1.7.2. Antioksidanlar 

İnsan vücudunda savunma sisteminde görev yapan reaktif oksijen türlerini 

engellemek amacıyla bu maddelerin sebep olduğu hasarı ve toksinleri temizleyen 

savunma sistemlerine antioksidanlar veya antioksidan savunma sistemleri denir (Şener 

ve Berrak Ç, 2009). Vücudumuzda serbest radikallerin oluşturduğu oksidatif stresin 

etkisini yok etmeye yarayan en önemli silah antioksidanlardır. Hücre hasarını 

engelleyen ve buna sebep olan serbest radikalleri yok eden maddelerdir. Antioksidanlar 

vücutta süpürücü görevi görür, vücut kendisi üretir ya da dışardan besinler ile alınır ve 

immün sisteminin etkisini artırarak hastalığa yakalanma riskini en  az seviyeye 

düşürürler (Shinde ve ark., 2012). 

     

 

Şekil 5. Antioksidan sistem (Anonim 2022). 

          Serbest radikaller, membran lipitlerinin hidrojen peroksiti ve diğer organik 

peroksitleri parçalayan enzimlerden dolayı membramlarda geçirgenliğin artmasına bağlı 

olarak hücrenin iyon dengesi bozulur. Dokularda meydana gelen oksidatif stresin en 

önemli belirtileri lipit peroksit belirleyicileridir (malondialdehit benzeri tiyobarbitürik 

asit reaktifleri, konjuge dienler, lipit hidroperoksitlerin belirlenmesi). Serbest 

radikallerin doku hasarına sebep olmasını engellemek amacıyla insan vücudunda 

enzimatik süper oksit dismutaz(SOD), glutatyon peroksidaz(GSH-PX) ve katalaz(CAT), 

enzim olmayıp indirgenmiş glutatyon(GSH), (A,E,C) vitaminleri vücudumuzda 
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antioksidanların savunma mekanizmalarını oluşturur ve vücut savunmasında bunlar 

yeterli olmadığından dolayı hasarı önlemek ya da en aza indirmek için antioksidan 

yönünden zengin maddelerin tüketilmesi gerekmektedir  (M.-Y. Lin ve Yen, 1999; 

Mercan, 2004; Virtanen ve ark., 2007). Süt, yeni doğan canlıların tüm besin öğelerini 

içermesinin yanında çok iyi bir antioksidan etkiye sahip besin öğesidir. Yapısında 

bulunan E, A, C vitaminleri, kazein, proteinler, peptitler, aminoasitler, karotenoidler, 

enzimler ve laktik asit bakterileri sağlığa faydalı antioksidan özelliklere sahiptirler. 

Süper oksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-PX) ve katalaz (CAT) sütte 

bulunan enzimler antioksidan etkiye sahiptir (Usta ve Yilmaz-Ersan, 2013).  

1.8. Ekzopolisakkaritler (EPS) 

LAB’lar genel itibariyle güvenilir olarak kabul gören, sağlık açısından risk teşkil 

etmeyen, çeşitliliği çok fazla olan ve ekzopolisakkarit üretim yeteneğine sahiptir 

(Surayot ve ark., 2014). LAB tarafından üretilen EPS’ler içerdikleri şeker ve şeker 

bağları, kimyasal ve fiziksel özellikleri, polimer dallanma ve uzunlukları, sertlik, üç 

boyutlu yapıları, proteinler ile ilişkileri farklılık gösterir (Welman ve Maddox, 2003). 

EPS’nin farklı bileşenleri bulunmaktadır. Yağlar, nükleik asitler, humik asit ve üronik 

asit EPS içeriğinde bulunmasına rağmen ana bileşeni polisakkaritlerdir (Lin ve ark., 

2014). EPS’nin meydana gelmesinde glukozil-transferaz, UDP glukoz-dehidrogenaz, 

galaktozil-transferaz 1 ve 2, polimerazlar polisakkaritlerin birleşmesine özgün olmayan 

birden fazla enzim rol almaktadır. Sentez iki farklı yolla gerçekleşebilir: hücre dışında 

ve membranda (Yılmaz ve Çelik, 2007). EPS’nin tekrarlanan dizinleri içerisinde 

değişiklik görülme sebebi kimyasal yapısı ile alakalı olarak farklılığın çok fazla 

olmasıdır. Doğrusal bir polimer yapıya sahip olan EPS’ler molekül ağırlıkları 1×105 - 

3×105 aralığındadır. Monosakkarit yapıda olmasına karşın sülfat, asetat, fosfat, pirüvat 

ve süksinat yapılarına da sahip olmaktadır. Genel olarak üronik asitler, hekzozlar, 

amino şekerler ve pentozlar EPS yapısında bulunmaktadır (Kambourova ve ark., 2015). 

LAB’lardan elde edilen EPS’ler ağız içinde tat ve his oluşturmanın yanı sıra kanser, 

ülser, yüksek kolesterolü önleme, bağışıklık sistemini uyarma ve güçlü antioksidan 

özelliklere sahip olduğu belirtilmektedir (Doleyres ve ark., 2005; Kim ve ark., 2010; 

Van Calsteren ve ark., 2002). EPS’ler insan sindirim sisteminde ve probiyotik 

mikroorganizmaların gelişip çoğalmasında yüksek direnç göstermektedir. 

Fruktooligosakkarit, galaktooligosakkarit, insülin gibi karbon kaynağı olarak kullanılır. 

Endüstriyel piyasada ticari prebiyotikler şeklinde faydalı bakterilerin kolonda çoğalması 
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ve seçici olarak yüksek kalitede olması sağlanmaktadır (Hongpattarakere ve ark., 2012). 

EPS’lerin faydalı olmaları ve monosakkaritlerin çok iyi bir şekilde bir araya gelmesi; 

dallanma şekillerine, bağların oluşum türüne ve molekül ağırlığına bağlıdır (Ivanova ve 

ark., 2006). LAB’lar farklı fonksiyonda oligosakkaritler üretirler, üretilen 

oligosakkaritlerin endüstriyel olanları ilaç (özellikle kolon kanserine karşı), tatlandırıcı, 

nemlendirici, prebiyotik ve bağışıklık sistemini uyaran geniş bir yelpazeye sahiptir 

(Remaud-Simeon ve ark., 2000). EPS’ler çok fazla çeşitliliğe sahip polimerlerdir, 

sınıflandırılmaları bundan dolayı farklılık göstermektedir. Tercih edilen sınıflandırma 

çeşidi monomer birleşimidir. İki kısımda incelenmektedirler; biyosentez ve birbirini 

tekrarlayan birimlerin birleşimine göre  homo ve hetero polisakkaritlerdir (Mende ve 

ark., 2016).  
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2. KAYNAK ARAŞTIRMASI 

  Anne sütü yapısı itibari ile glikonlar, antikorlar, bakteriler ve immünomodülatör 

proteinler gibi çok çeşitliliğe sahip besleyiciliği olmayan biyoaktif birleşenler ile 

birlikte besinler sağlayan biyolojik sıvıdır (Goldsmith ve ark., 2015). 

2011 yılında yapılan bir çalışmada anne sütünden 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 yılında yaptıkları çalışmada 800 ml anne sütü alan 

bebeklerde 1×105 -1×107 mikroorganizmanın bebeğin sindirim sistemine ulaştığında 

bağırsak mikro florasının ana kaynağının Bifidobacterium olduğunu tespit etmişlerdir. 

Solis ve ark.2010 yılında 20 anne ve bebek çiftleri üzerinde yaptıkları çalışmada 

anne sütünde bulunan izolatların %5’i lactobacillus cinsine ait, %5’i Bifidobacterium, 

anne sütünden izole edilmeyen anaerobik mikroorganizmalar olduğunu, türler içerisinde 

en fazla lactobacillus olduğunu, L. gasseri cinsinin de çok sayıda olduğunu tespit 

etmişlerdir. 

Yapılan bir çalışmada 3-30 günlük anne sütü alan 50 bebekten  fekal örneği 

analiz edilmiş kolostrumdan(ilk süt) izole edilen LAB’ların L.acidophilus, L.brevis, 

L.casei, bebek dışkılarından ise L.brevis, L.fermentum, L.reuteri, Lrhamnosus ve 

L.plantarum olduğu tespit edilmiş (L. Fernández ve ark., 2013). 

Yapılan bir araştırmada ilk 3 ay ve 10’cu ayda anne sütü ve bebek dışkıları 

karşılaştırılmış, yapılan çalışmada hem anne sütünde hem de bebek dışkılarında bulunan  

ortak bakteri türlerinin olduğu tespit edilmiş (Murphy ve ark., 2017). 2020 yılında 

yapılan çalışmada yeni doğmuş bebek dışkısı ve ekşi hamurdan izole edilen LAB’ların 

Probiyotik özelliklerinin tespiti yapılmıştır (Kaya, 2020). 

2007 yılında yapılan bir çalışmada normal doğum yapan, sezer yan ile doğum 

yapan beş anne ve bebekten, anne sütü, vajinal sürüntü ve bebek dışkısı alınmıştır. 

Lactobacillus çeşitliliğini tanımlamak için kolon kütüphaneleri oluşturulmuş, vajinal 

sürüttüler den tespit edilen türlerden hiçbiri anne sütünden izole edilen türler ile 

uyuşmadığı, bebek dışkısından izole edilen sadece birkaç türün tespit edildiği görülmüş 

(Martín ve ark., 2007). 

2015 yılında yapılan çalışmada anne sütü oligosakkaritler sağlıklı bir bebeğin 

bağırsak florasının şekillenip korunmasında önemli bir rol oynadığını tespit etmişlerdir 

(De Leoz ve ark., 2015). 
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2003 yılında martin ve arkadaşlarının yapmış olduğu çalışmada anne sütünde 

bulunan bakterilerin, meme cildindeki bulunan bakterilerin olmadığı anne ve bebeğin 

fekal mikrobiyota’sı ile aynı olduğunu tespit etmişlerdir. Yapılan araştırmada anne sütü 

ile beslenen sekiz bebeğin ağız sürüntüleri, meme başından aldıkları sürüntüleri, bebek 

dışkısı ve anne sütünden izole ettikleri izolatları incelediklerinde tüm örneklerde LAB’a 

rastlamışlar, meme başından izole edilen LAB’ın RAPD (Rastgele Arttırılmış 

polimorfik DNA) profilin diğer örneklerle aynı olmadığı tespit edilmiştir. 

2013 yılında yapılan bir çalışmada çalışmada, hastaneye başvuruda bulunan 25-

50 yaş arası sindirim sistemi rahatsızlıkları olmayan 48 hastanın gaita örneklerinden 

izole edilen Lactobacillus spp. suşları kullanılmıştır. Elde edilen bu 25 adet suşun 

yüksek safra tuzu konsantrasyonlarına karşı toleransı ve safra tuzu (kolik asit) hidrolizi, 

düşük mide pH dirençlerinin belirlenmesi, antimikrobiyal aktiviteleri ve kolesterol 

asimilasyonu, bazı patojen mikroorganizmalara karşı inhibitör etkilerinin belirlenmesi 

amaçlanmıştır. Yapılan çalışmalar sonucunda, 5 suştan iyi sonuçlar elde edilmiştir. Bu 

suşların probiyotik olabileceği düşünülmektedir (Zoral, 2013). 

2015 yılında yapılan çalışmada farklı insan ve fermente gıdalardan 40 adet izolat 

elde edilmiş ve bu izolatlarda probiyotik özellikleri araştırılmıştır.  Laktobasil, 

pediokok, laktokok, ve enterokok cinslerine ait 13 suş tanımlanmış. Daha sonra yapılan 

işlemlerde tanımlanan izolatların düşük pH, safra tuzlarına karşı direnç, pankreatin, 

pepsin ve bazı probiyotik özellikleri, hemolitik aktivitesi ve antibiyotik dirençliliği 

tespit edilmiştir (Oral, 2015). 

2019 yılındaki bir çalışmada çeşitli fermente gıda ve bitkilerden izole edilen 

LAB suşları ve tüm suşların safra tuzu ve düşük ph dirençleri belirlenmiştir. Suşların 

EPS üretimi ve toplam kolesterol asimilasyon özellikleri test yapılmış 1,1 ile 11,9 mg/L 

arasındaki rasyonlarda EPS üretimi gözlenmiş ve toplam kolesterol asimilasyon 

yüzdeleri 16,71 ile 60,71 arasında değişmiş, kolesterol asimilasyon yeteneği ve EPS 

üretimi arasında bir ilişki saptanamamıştır (Duygu ve Kuleaşan, 2019) 

1993 yılında yapılan çalışmada ticari probiyotiklerden preparatlardan izole 

edilen Lactobacillus spp’lerin L.monocytogenes, E.coli ve salmonella ssp. Suşlarına 

karşı antimikrobiyal etki gösterdiği belirlenmiştir (Chateau ve ark., 1993). 1999 yılında 

yapılan bir çalışmada L.Plantarium’un dekarboksilaz aktivitesine sahip 16 suştan 

yalnızca bir tanesinde olduğu tespit edilmiştir (Bover-Cid ve Holzapfel, 1999). 

2017 yılında yapılan bir araştırmada konstipasyon gelişimi tespit edilen ratlarda 

üç oligosakkarit türünde uygulanan farklı dozlarda kısa incirli yağ asidi ve bağırsak 
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mikrobiyota’sı üzerinde yapmış olduğu etkiler incelenmiştir. Oligosakkaritlerin 

beslenmeye ek olarak uygulanması sonucu   konstipasyona iyi geldiği, kısa zincirli yağ 

asitlerinin yoğunluğunu artırdığı gösterilmiştir (L. Wang ve ark., 2017). 

Yapılan çalışmada emzirilen bebeklerde beyindeki sialik asit yoğunluğunun 

mama tüketen bebeklere oranla anlamlı olarak yüksek olduğu bulunmuştur. Ayrıca anne 

sütü ile beslenen bebeklerde siroptogenez ve beyinsel ve sinirsel gelişiminde farklılıklar 

olduğu tespit edilmiştir (Wang ve ark., 2003). 

Wanhlem ve ark. ’nın (2010) yaptıkları araştırmada, 274 adet LAB’ın mide ve 

bağırsak ortamlarında canlı kalabilmeleri, pH 3.0 de 37°C’de dört saatlik inkübasyon 

süresinin sonunda gözlemler sonucu canlı kalabilme oranının %50’nin üzerinde olduğu, 

pH 2,5 ortamında aynı izolatların canlı kalabilme oranı daha düşük olduğu tespit 

edilmiş. 

2005 yılında yapılan çalışmada yedi laktobasil’den pH 2,0 ve 3,0 direnç gösteren 

yalnız üç suşun olduğunu tespit etmişlerdir (Mishra ve Prasad, 2005). 2017 yılında 

yapılan çalışmada 16 adet lactobacilus suşları üzerinde yapılan araştırmada pH2,5 

değerine karşı direnç özelliğinin belirlenmesinde 13 suşun direnç gösterdiği tespit 

edilmiştir (Doğan, 2017).  

2019 yılında Çinde yapılan bir çalışmada turşuda izole edilen iki farklı LAB’dan 

%1,%3  ve %5 safra tuzlarına karşı direnç özelliklerinin belirlenmesinde %5 L. 

plantarum AT4’ün direnç gösterirken L. plantarum AT282’nin koloni oluşturması 

düşük olduğu,%1 ve %3’te izolatların direnç gösterme oranlarının daha faza olduğu 

görülmüştür (Rao ve ark., 2019). 

2020 yılında 22 adet izolat ile yapılan çalışmada Y5 nolu suşun DPPH radikali 

süpürme aktivitesinin BHA standardına yakın olduğu ortamda iyi aktivite gösterdiği 

görülmüş, çalışmada kullanılan bütün izolatların radikal giderme aktiviteleri %50 

civarında olduğu tespit edilmiştir (Özkan, 2020).  

2016 yılında yapılan çalışmada Lactobacillus cinsine ait 20 izolatın DPPH 

serbest radikal giderme aktivitesine bakılmış. Çalışma kapsamında L. brevis KIR12 

suşunda %81,9 oranında en yüksek aktiviteye sahip olduğu belirtilmiş (Selin ve 

Yüksekdağ, 2016). 

2019 yılında meyveli kefir ve kontrol kefir gurubu üzerine yapılan çalışmada 

DPPH serbest radikal giderme aktivitelerine bakılmış. Meyveli kefirin antioksidan 

kapasitelerinin kontrol gurubunda bulunan kefirden daha yüksek aktivite sergilediği, 
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meyve oranının artması ile antioksidan kapasitenin aynı oranda artığı gözlemlenmiş 

(Çınar ve Yıldız, 2019). 
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 

3.1. Materyal 

3.1.1. Laktik asit bakteri suşlarının temini 

Çalışmamızda anne sütünden daha önce izole edilmiş (Çizelge 5) 50 adet laktik 

asit bakteri suşu (Sönmez, 2018) kullanıldı. MALDI-TOF MS verilerine göre 50 adet 

LAB suşundan çalışmamıza (çizelge 6) belirlenen 27 adet iyi sonuç veren izolatlar ile 

devam edildi. 

 

 

                 
 
 

                 
 

Şekil 6. MALDI-TOF MS Analizi 
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3.1.2. Kullanılan Aletler 

Cihazlar Marka/Özellik 

Saf su cihazı Liston A 1210, Rusya 

Derin dondurucu Arçelik, Türkiye 

Ph-metre Hanna Instrument 

Manyetik karıştırıcı Stuart Scientific 

Vorteks Four E’S Scientific Led Digital, Vortex Mixer 

İnkübatör Elektro- Mag (0-300oC) 

Otomatik pipetler Biohit, Socorex ve Oxford Pipettors 

Santrifüj Medline scientific limited 

Hassas terazi Scaltec SBA 41 

Çalkalayıcı Nüve SL 350 

UV-Spektrofotometre küveti 3 cm3’lük quartz küvet 

Otoklav Nüve SteamArt OT400L 

UV-VIS Spektrofotometre Shimadzu, UV-1208 

 

3.1.3. Çalışmada kullanılan besiyerleri 

Çalışmamızda, çizelge 3’ de içerik olarak verilen MRS Broth (Man Rogosa nad 

Sharpe) (Sigma) sıvı besi ortamı ve MRS Agar (Man Rogosa and Sharpe) (Sigma) katı 

besi ortamı kullanıldı. 

 

Çizelge 3. MRS besi ortamlarının kompozisyon içeriği 

MRS Broth (Merck) Kimyasallar Miktar (g/1) 

Pepton 10 

Et özütü 8 

Maya özütü 4 

Glikoz 20 

Potasyum hidrojen fosfat 2 

Diamonyum hidrojen fosfat 2 

Sodyum asetat 5 

Magnezyum sülfat 0.2 

Mangan sülfat 0.04 

 

LAB kültürleri için kullanılan MRS Broth besiyerlerinin kompozisyonu Çizelge 

3’deki gibi 15 dakika süre ile 121°C’de otoklavda steril edilir. İçerik olarak 52 g dehidre 

besiyeri 1 litre su ile çözülür. Agarlı besiyeri için 1 litreye 15 gr agar eklendi. 
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3.1.4. Kullanılan çözeltiler ve tamponlar 

Çalışmamızda, suşlarının probiyotik özelliklerini belirlenmesi için 5M’lık HCI 

asit ile pH’ı 2.0- 3.0’e ayarlandı ve PBS tamponu ile çalışıldı. İzotonik ortam ve kontrol 

gurubu olarak pH 7.4 olan PBS tamponu kullanıldı. İn vitro şartlarda sindirim sistemi 

ortamını hazırlamak için ticari amaçlı üretilen Sigma marka, pepsin, pankreatin ve safra 

tuzları kullanıldı. Suşlarının antioksidan özelliklerinin belirlenmesi için; antioksidan 

aktivite kapasitesi ölçüm testlerinde kullanılan kimyasal maddelerden 1,1- difenil-2-

pikril-hidrazil radikali (DPPH), Butillenmiş Hidroksi Anisol (BHA) 2,2-Azino-bis-3-

etilbenzo-tiyazolin-6-sülfonik asit radikali (ABTS), Butillenmiş Hidroksi Toluen 

(BHT), neokuprin. FeCl2, NH4SCN, Trikolar asetik asit (TCA), etil alkol, FeCl3, Fosfat 

tamponu (50 mM), EDTA’lı Fosfat Tamponu (pH=7), 3,2M Amonyum Sülfat 

(NH4)2SO4, %10’luk Triklorasetik Asit (TCA) ve %0.675’lik Tribarbütirik Asit (TBA) 

kullanıldı. 

Fosfat tamponu (PBS) için 1000 ml saf suda; KH2PO4 0,24 g, KCl 0,2 g, NaCl 8 g ve 

Na2HPO4 1,44 g birlikte tartılarak çözüldü. Steril etmek için, hazırlanan PBS çözeltisi 

15 dakika boyunca 121 ̊C’de otoklavda steril edildi.  

3.2 Yöntem 

3.2.1. Laktik asit bakterilerinin tanımlanması 

Anne sütü örneklerinden izole edilmiş LAB’lar kullanıldı (Sönmez, 2018). Bu 

çalışmada anne sütünden daha önce izole edilmiş 50 adet LAB suşu MALDI-TOF MS 

analizi ile tür tayini, hizmet alımı şeklinde Mustafa Kemal Üniversitesi Bitki Sağlığı 

Kliniği Uygulama ve Araştırma Merkezinde yapıldı. 

3.2.2. Probiyotik özelliklerin belirlenmesi 

3.2.2.1. LAB’ın kültür süspansiyonunun hazırlanması 

LAB kültürlerini simüle mide suyu, pankreatin ve safra tuzuna karşı 

dirençliliklerini tespit etmek amacıyla bakteri süspansiyonu hazırlandı. Bu amaçla, daha 

önceden aktifleştirilmiş bakteri kültürlerinden 1 ml alınarak 12000 rpm’de 5 dakika süre 

ile 4˚C’de santrifüj işlemi yapılarak üst faz uzaklaştırıldı. Altta kalan bakteriler alınarak 

iki defa PBS (pH 7. 4) ile yıkama işlemi yapıldı. 
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3.2.2.2. LAB’ın simüle mide suyuna karşı dirençlilikleri 

Starter kültürlerin mide ortamından geçerek ince bağırsağa geçiş kabiliyetinin 

değerlendirilebilmesi amacıyla mide ortamı solüsyonu kullanıldı. 100 ml’ de steril 

edilmiş PBS tamponu içerisine %0,3 pepsin (SIGMA-Life science, USA) ilave edilerek, 

pH 2.0 ve pH 3.0’e ayarlanmış mide ortamı çözeltisi hazırlandı (Elçioglu ve 

Kunduhoğlu, 2014). Hazırlanan starter kültür süspansiyonları pepsin ihtiva eden PBS 

(pH 2.0 ve pH 3.0) tamponları ile homojenize edilerek, 37˚C’ de üç saat inkübasyona 

bırakıldı. İnkübe işlemi sürerken 0., 1., 2., ve 3. saatlerde, her suştan alınan örneklerin 

seri dilüsyonları hazırlandı. LAB’ın mide ortamı uygulamasından sonra hazırlanan 

dilüsyonlar ise dirigasyon ile MRS agar besi ortamına, üç paralel olacak şekilde ekim 

işlemi gerçekleştirildi. Örneklerin 37 ˚C’de 24-48 saat inkübasyon süresinin sonunda 

kontrol grubu ve deney grubundaki koloni sayımı, Log CFU/ml veriler hesaplandı 

(Maragkoudakis ve ark., 2006; Tokatlı ve ark., 2015). 

3.2.2.3. LAB’ın pankreatine karşı direnç özelliğinin belirlenmesi 

İzolatların pankreatine karşı direnç özelliklerini belirlemek için, süspanse 

edilmiş suşlar pankreatin içeren PBS tampon ortamına %1 oranında aktarılarak 4 saat 

37 ˚C’de inkübasyona bırakıldı. Kontrol olarak PBS (pH 7.4) kullanıldı. İnkübasyonun 

akabinde 0. ve 4. saatin sonunda bakteri örneklerinden numuneler alınarak, seri 

dilüsyonları yapıldı. LAB’ın pankreatin ortamına uygulandıktan sonra hazırlanan 

dilüsyonlar ise dirigasyon ile uygulanarak MRS agar besi ortamına, üç paralel olacak 

şekilde ekim işlemi gerçekleştirildi. Örneklerin 37 ˚C’de 24-48 saat inkübasyonun 

sonunda kontrol grubu ve deney grubundaki koloni sayımı yapılıp Log CFU/ml 

değerleri olarak hesaplandı (Maragkoudakis ve ark., 2006; Tokatlı ve ark., 2015). 

3.2.2.4. LAB’ın safra tuzuna karşı direnç özelliğinin belirlenmesi 

Süspanse edilerek hazırlanmış LAB örneklerinin safra tuzuna karşı direnç 

özelliğini belirlemek için %0,3, %0,5 ve %1 oranında safra tuzu ihtiva eden PBS 

içerisine %1 oranında aktarılarak, 4 saat 37 ˚C’de inkübasyona bırakıldı. İnkübasyonun 

akabinde 0. ve 4. saatin sonunda bakteri örneklerinden numuneler alınarak, seri 

dilüsyonları yapıldı. LAB’ın safra ortamına uygulandıktan sonra hazırlanan dilüsyonlar 

ise dirigasyon ile uygulanarak MRS agar besi ortamına, üç paralel olacak şekilde ekim 

işlemi gerçekleştirildi. Örneklerin 24-48 saat 37 ˚C’de inkübasyonunun sonunda kontrol 
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grubu ve deney grubundaki koloniler sayılıp, Log CFU/ml olarak değerler hesaplandı 

(Maragkoudakis ve ark., 2006; Collado ve San 2006; Tokatlı ve ark., 2015). 

3.2.3. Antioksidan özellik 

3.2.3.1. DPPH radikali süpürme aktivitesi 

Kullanılan Çözeltiler 

10–3 M’lık DPPH• çözeltisinin hazırlanması: 10 mg DPPH Yaklaşık 30 ml etanolde 

tamamen çözününceye kadar bir gece boyunca manyetik karıştırıcı ile karıştırıldı. 

Toplam hacim etanol ile 50 ml’ye tamamlandı. 

Metot 

Ekstraktların serbest radikal giderme aktiviteleri Savcı ve arkadaşlarının kullandığı 

yönteme göre yapıldı (Savcı ve ark., 2020). 10, 20 ve 30 μg / mL konsantrasyondaki 

ekstraktlar ve standart antioksidanlar deney tüplerine alınarak toplam hacimleri etanol 

ile 600 μL’ye tamamlandı. Üzerlerine 200 μL DPPH radikal çözeltisinden eklendi. 

Numuneler vorteks işleminden sonra 30 dk inkubasyona bırakıldı. İşlemin sonunda 

spektrofotometrede (Schimadzu 1800) 517 nm’de absorbansları alındı. Ekstraktların ve 

standartların DPPH radikali süpürme yüzdeleri aşağıdaki eşitlik yardımıyla hesaplandı: 

 

DPPH radikal süpürme kapasitesi (%) = (1 −
A örnek

A kontrol
)  X 100 

Burada; A örnek: Örneklerin absorbansını, A kontrol: Kontrolün absorbansını 

göstermektedir. 

3.2.3.2. ABTS+ süpürme aktivitesi 

Kullanılan çözeltiler 

a) 0,1 M’lık fosfat tamponunun hazırlanması (pH: 7,4): 1,42 g Na2HPO4 90 ml destile 

suda çözündü. pH metre kullanılarak pH’sı 7,4’e ayarlandı. Toplam hacim destile su ile 

100 ml’ye tamamlandı. 

b) 2 mM’lık ABTS çözeltisinin hazırlanması:55 mg ABTS 0,1 M’lık ve pH’sı 7,4 olan 

Fosfat 

tamponunda tamamen çözününceye kadar bir gece boyunca karıştırıldı. Toplam hacim 

destile 

su ile 50 ml’ye tamamlandı. 
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c) 2,45 mM’lık potasyum persülfat çözeltisinin hazırlanması: 33,13 mg K2O8S2 

0,1M’lık ve pH’sı 7,4 olan fosfat tamponunda tamamen çözününceye kadar manyetik 

karıştırıcı ile karıştırıldı. Toplam hacim destile su ile 50 ml’ye tamamlandı. 

Metot 

Ekstraktların ABTS (2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sülfonik asit) serbest radikal 

süpürücü aktivitesi Re ve arkadaşlarının yaptığı metoda göre belirlendi (Re ve ark., 

1999). 

 İlk olarak., 2 mM ABTS solüsyonu hazırlandı. Bu solüsyona 2.45 mM K2S2O8 

solüsyonu eklenerek ABTS.+ radikali elde edildi. Ekstraktların absorbans değeri 

ölçülmeden önce ABTS.+ solüsyonunun 734 nm'deki absorbansı 0.700±0.025 nm'ye 

ayarlandı. Farklı konsantrasyonlardaki bileşiklerin (10, 20, 30 μg/mL) hacimleri distile 

su ile 50 mL'ye tamamlandıktan sonra üzerlerine 1 mL ABTS.+ solüsyonu eklendi. 734 

nm'de absorbansları kaydedildi. Ekstraktların ve standartların ABTS radikali süpürme 

yüzdeleri aşağıdaki eşitlik yardımıyla hesaplandı: 

ABTS radikal süpürme kapasitesi (%) = (
A kontrol − A örnek

A kontrol
)  X 100 

Burada; A örnek: Örneklerin absorbansını, A kontrol: Kontrolün absorbansını 

göstermektedir. 

3.3. Ekzopolisakkarit (EPS) tayini 

Laktik asit bakteri suşları saf kültürleri elde edilerek, EPS üretim miktarları 

tespit edildi (Marshall ve Rawson, 1999). Saf kültürler MRS broth ortamında 

37±1ºC’de 24-48 saat inkübe edilerek aktifleştirildi. Daha sonra suşlar 5 mL’ lik sıvı 

besi yerinde ikişer paralelli olacak şekilde %2 oranında ekim yapılarak, 37±1ºC’de 24 

saat aktif edildi. Aktif suşlardan 1 ml tüpe aktarılarak, 100ºC’de 10-15 dk inkübe 

edildikten sonra oda sıcaklığına gelinceye kadar bekletildi.  %85’lik Trikloroasetik asit 

(TCA)’ten %0,2 oranında alınarak, 1 ml numune üzerine eklenerek, 10 000 rpm’de 20 

dk santrifüj edildi. 0.5 ml süpernatant kısmından alınarak, başka bir tüpe konulup 

üzerine eşit hacimde etanol eklendi ve 10 000 rpm’de 20 dk santrifüj edildi. Elde edilen 

pelet 0.5 mL etanol ilave edildi ve 10 000 rpm’de 20 dk santrifüj yapıldı. 1 ml steril saf 

suda elde edilen pelletler çözündürüldükten sonra fenol sülfürik asit metodu uygulandı 

(Torino ve ark., 2001). 0,5 ml fenol örneklerin üzerine eklendikten sonra hızlıca 5 ml 

H2SO4 ilave edildi. Homojenat oda sıcaklığında 10 dakika bekletildikten sonra iyice 

çalkalandı. Oda sıcaklığındaki örnekler 10-20 dakika bekletildi. Absorbans değerlerini 
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ölçmek için, OD değerleri 490 nm dalga boyunda iki paralelli olacak şekilde ölçüldü. 0-

100 ppm arasında değişen miktarlarda glikoza fenol sülfürik asit metodu uygulanarak, 

EPS üretim miktarlarını belirlemek için standart glikoz eğrisi oluşturuldu (Şekil 7). 

Daha sonra elde edilen absorbans değerleri Şekil 7.’deki kalibrasyon grafiğindeki yere 

yazılarak örnekteki EPS miktarı ppm cinsinden hesaplandı. 

 

 

Şekil 7. Glikoz standart eğrisi 

3.3.1. İstatistiksel analiz 

GraphPad Prism 8 yazılımı yardımıyla probiyotik özelliklerin istatistiksel 

analizleri, Tukey ve Dunnett testi ile yapıldı. Standart sapmaların sonuçları verilerin 

(n=3) ortalama değerleri ± hesaplanarak verildi. Twoway (ANOVA) varyans analizleri 

EPS tayininde elde edilen sonuçlar, p <0.001'te farklılıkları anlamlı kabul edildi. 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI VE TARTIŞMA 

4.1. Laktik Asit Bakterilerinin MALDI-TOF MS ile Tanımlanması  

Anne sütü yapısı itibari ile protein çeşitliliği bakımından zengin, kolay 

sindirilebilen ve bağışıklık sistemini güçlendiren yapıya sahip olmasından dolayı 

enfeksiyonlara karşı koruyucu özelliği bulunmaktadır. Yapılan araştırmalarda biyolojik 

bir karışım olduğu ve canlı mikroorganizmalar içerdiği tespit edilmiştir. Anne sütünde 

bulunan mikrobiyal çeşitlilik bireyler arasında sayı ve tür bakımından farklılık 

göstermektedir. LAB’ın en çok bulunduğu ortamlar, bağırsak florası, süt ve süt ürünleri, 

fermente gıdalar ve bitkilerde bulunurlar ve fermantasyona göre sınıflandırıldıklarında 

hemo ve hetrofermantatif olarak iki gruba ayrılırlar. Homofermantatif yöntem ile 

glukozdan laktik asit üretme oranı (% 95-100) hetero fermantatif yöntemi ile glukozdan 

laktik asit üretme oranı % 50 kadardır, bunun yanında ayrıca fruktoz, gliserol, asetik 

asit, mannitol ve etanol da meydana gelmektedir (Evren ve ark., 2011). Anne 

sütlerinden izole edilmiş 50 laktik asit bakteri izolatının tanımlanması MALDI-TOF MS 

ile yapıldı. Bu izolatlardan elde edilen sonuçlar çizelge 4’te verildi. Elde edilen 

sonuçlara göre tanımlanan 27 kadar izolatın suşlara ve daha sonra yapılması planlanan 

çalışmalarda kullanılmak üzere -20°C’ de saklanmıştır.  
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Çizelge 4. Anne sütünden izole edilen izolatların MALDI-TOF MS analiz sonuçları 

İZOLATLAR BAKTERİLER BENZERLİK ORANI 
AS-14(2) Pediococcus pentosaceus 2.026 

AS-19(2) Eşleştirilemedi 1.627 

AS-30 Eşleştirilemedi 1.699 

AS-29(2) Eşleştirilemedi 1.594 

AS-13(2) Lactobacillus brevis 2.25 

AS-15(2) Eşleştirilemedi 1.309 

AS-10 Lactiplantibacillus plantarum 1.845 

AS-12(1) Lactobacillus brevis 1.812 

AS-5 Eşleştirilemedi 1.625 

AS-6 Eşleştirilemedi 1.415 

AS-15(1) Lactobacillus brevis 2.469 

AS-14(1) Lactobacillus brevis 1.812 

AS-3(1) Eşleştirilemedi 1.29 

AS-28 Eşleştirilemedi 1.493 

AS-1 Eşleştirilemedi ˂0 

AS-23 Lactobacillus brevis 2.394 

AS-18(1) Eşleştirilemedi 1.647 

AS-4(1) Eşleştirilemedi 1.406 

M-27 Eşleştirilemedi 1.614 

M-25 Lactiplantibacillus plantarum 1.959 

M-18 Lactiplantibacillus plantarum 1.767 

M-30 Pediococcus pentosaceus 2.214 

M-33 Eşleştirilemedi 1.643 

M-20 Pediococcus pentosaceus 1.894 

AS-10 Eşleştirilemedi 1.481 

AS-2 Lactobacillus brevis 1.734 

AS-20 Eşleştirilemedi 1.362 

AS-24 Lactiplantibacillus plantarum 1.791 

AS-11(1) Eşleştirilemedi 1.523 

AS-26(1) Lactiplantibacillus plantarum 1.8 

AS-17(1) Eşleştirilemedi 1.591 

AS-13(1) Lactobacillus brevis 2.005 

AS-16 Eşleştirilemedi ˂0 

AS-29(1) Eşleştirilemedi 1.65 

AS-19(1) Eşleştirilemedi 1.515 

AS-8(1) Lactobacillus brevis 1.95 

M-8 Eşleştirilemedi 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 Eşleştirilemedi 1.53 

AS-3(2) Lactiplantibacillus plantarum 1.93 

AS-8(2) Lactiplantibacillus plantarum 1.906 

AS-26(2) Eşleştirilemedi 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 

 

 



34 
 

 
 

Çizelge 5. Çalışılacak izolatlar 

AS14(2) 

P. pentosaceus 1 

AS13(2)  

L. brevis 2 

AS10 

L. plantarum 3 

AS12(1) 

L. brevis 4 

AS15(1) 

L. brevis 5 

AS14(1) 

L. brevis 6 

AS23 

L. brevis 7 

M25 

L. plantarum 8 

M18 

L. plantarum 9 

M30 

P. pentosaceus 10 

M20 

P. pentosaceus 11 

AS2 

L. brevis 12 

AS24 

L. plantarum 13 

AS26(1) 

L. plantarum 14 

AS13(1)  

L. brevis 15 

AS8(1) 

L. brevis 16 

M21 

L. brevis 17 

M16 

L. brevis 18 

M19 

P. pentosaceus 19 

M29 

P. pentosaceus 20 

AS3(2) 

L. plantarum 21 

AS8(2) 

L. plantarum 22 

AS7(2) 

L. plantarum 23 

AS4(2) 

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 Suşlarının Probiyotik Özellikleri 

4.2.1. LAB’ın simüle mide suyuna karşı dirençlilikleri  

Mikroorganizmaların probiyotik olarak kabul edilebilmesi için pH 1-4 arasında 

olduğu mide ortamına direnç göstermesi, besinlerin midede kalma süreleri göz önünde 

bulundurularak probiyotik mikroorganizmaların 3 saat boyunca midenin düşük pH ’da 

canlılığını koruması gerekmektedir (Dunne, 2001; Vinderola ve Reinheimer, 2003). 

Kompleks bir enzim olan protein, pepsin ve türevleri sindirim sistemi için çok önemli 

etkiye sahiptir. Probiyotik olarak kabul edilen mikroorganizmaların en önemli 

özelliklerinden biri de proteinin sindirilmesini kolaylaştıran mide sıvısı içinde bulunan 

pepsini ve midenin düşük pH’ını aşarak ince bağırsağa ulaşmasıdır. Probiyotik 

mikroorganizmaların hem midenin düşük pH’ını hem de pepsine maruz kaldıkları 

düşünüldüğünde, gastrointestinal sisteme ulaşan bakterilerin midenin gastrik koşullarına 

direnç düzeylerinin in-vitro olarak belirlenmesidir (Alp, 2018; Maragkoudakis ve ark., 

2006). MALDI-TOF MS analiz sonuçlarına göre 27 izolatın öncelikle pH2’deki 

gelişimleri gözlendi. Elde edilen sonuçlar doğrultusunda iyi gelişim gösteren 12 izolat 

seçildi (Çizelge 6). Daha sonra seçilen bu izolatların probiyotik özellikleri araştırıldı. 

Çizelge 6. Çalışılan izolatlar 

 

 

 

 

 

 
 

P. pentosaceus 

1 

P. pentosaceus 

10 

P. pentosaceus 11 P. pentosaceus 19 

L. brevis 2 L. brevis 6 L. brevis 12 L. brevis 18 

L. plantarum 3 L. plantarum 9 L. plantarum 13 L. plantarum 26 
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         Çizelge 7. İzolatların pH2 ve pH3 pepsin değerlerine karşı direnç özellikleri 

BAKTERİLER                          pH 2 PEPSİN (Log CFU/ml)                      pH 3 PEPSİN (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±0.05eeeb 7.62±0.92aeea 7.84±0.01eaec 8.96±0.05eeee 8.73±0.10eaca 8.91±0.05aeea 

P. pentosaceus 10 8.12±0.05eaee 8.16±0.03aeeb 8.05±0.87eeee 7.84±0.03aeea 8.40±0.04aeaa 8.01±0.09daac 

P. pentosaceus 11 8.41±0.05aaee 8.20±0.02beec 7.81±0.01eaeb 8.43±0.04eaae 9.26±0.01ecee 9.03±0.01beec 

P. pentosaceus 19 8.48±0.07aaee 9.05±0.13eaee 8.96±0.05eeee 8.29±0.06eaae 9.15±0.04eaee 8.72±0.27acea 

L. brevis 2 

  
 

8.23±0.06aaee 8.20±0.07beec 8.73±0.03eeee 8.17±0.08ebae 8.81±0.02eaea 8.53±0.25aada 

L. brevis 6 7.76±0.02eeee 7.79±0.03aeea 7.69±0.05eaea 7.97±0.04aeda 8.90±0.01eaec 8.82±0.16adea 

L. brevis 12 8.48±0.03aaee 8.78±0.11eaee 8.69±0.01eeee 8.27±0.01eaae 8.98±0.20eaed 8.43±0.07aaba 

L. brevis18 
 

8.40±0.09aaee 7.66±0.28aeea 8.59±0.07eeee 8.28±0.02eaae 8.57±0.06cbaa 8.92±0.02aeeb 

L. plantarum 3 7.18±0.14eeea 7.04±0.08eeee 7.35±0.01eaea 8.21±0.04eaae 9.08±0.03eaee 8.16±0.05baaa 

L. plantarum 9 7.12±0.40eeea 6.93±0.02eeee 6.36±0.31cece 7.86±0.02aeea 8.70±0.17eaca 8.64±0.01abea 

L. plantarum 13 7.23±0.06eeea 8.94±0.07eaee 9.04±0.04eeee 8.35±0.04eaae 8.83±0.02eaeb 8.77±0.20adea 

L. plantarum 26 7.18±0.01eeea 7.53±0.15aeea 7.60±0.01eaea 7.99±0.12aeda 8.11±0.18abad 8.55±0.09aada 

        a: Fark yok. b: *. c: **. d: ***. e: **** 
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pH2 ve pepsin içeren ortamda izolatlarımız 1. saatte 7.12±0.40-8.48±0.03 Log 

CFU/ml aralığında gelişim gösterdikleri gözlendi. L. brevis 6 izolatımızın standartlardan 

yüksek anlamlı bir fark sergilediği tespit edildi (P<0.0001).  Ayrıca P. pentosaceus 11, 

19, L. brevis 2, 12 ve L. brevis 18 nolu izolatların ise L. plantarum STD ve L. casei 

STD standartlarına benzer gelişim gösterdikleri tespit edildi. L. plantarum 3, 9, 13 ve 26 

nolu izolatlarımız L. acidophilus STD standardına benzer gelişim gösterirken, diğer 

standartlara karşı yüksek anlamlı bir fark sergilediği gözlendi (P<0.0001). pH2 ve 

pepsin içeren ortamdaki izolatlarımız 2. saatte L.plantarum 3 ve 9 izolatlarımız 

6.93±0.02-9.05±0.13 Log CFU/ml aralığında standartlardan yüksek anlamlı fark 

gösterdiler (P<0.0001). 2. saatin sonunda P. pentosaceus 1, L. brevis 6 ve 18, L. 

plantarum 26 izolatları, L. plantarum STD ve L. acidophilus STD standartları ile benzer 

özellik sergiledi. L.brevis 12 izolatı ile L. plantarum 13 izolatı, L. reuteri STD benzer 

özellik gösterirken diğer standartlara karşı anlamlı yüksek bir fark olduğu tespit edildi 

(P<0.0001). Ortamın 3. saatinde 6.36±0.31-9.04±0.04 Log CFU/ml aralığında 

gelişimleri gözlenen P. pentosaceus 10, L. brevis 2, 12, 18 ve L. plantarum 13 

izolatlarımız standartlara göre anlamlı bir şekilde yüksek bir fark sergilediler 

(P<0.0001). P. pentosaceus 1 ve 11, L. brevis 6, L. plantarum 3 izolatları L. casei STD 

ile benzer özellik gösterirken, L. brevis 6 ve L. plantarum 3 ve 26 izolatları, L. 

acidophilus STD ile benzer özellik sergilediği görüldü (Çizelge 7). 
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Şekil 8. P. pentosaceus suşlarının pH2+pepsin ortamlarında (1.saat, 2.saat ve 3. saat) direnç özellikleri 
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P. pentosaceus 10 ve 19 izolatlarımız pH2 ve pepsin içeren ortamda saat 

ilerledikçe gelişimlerinin artığı gözlendi. P. pentosaceus 1 ve 11 nolu izolatımızda ise 

zamana bağlı olarak koloni sayısında azalmanın olduğu tespit edildi. 
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Şekil 9. L. brevis suşlarının pH2+pepsin ortamlarında (1.saat, 2.saat ve 3.saat) direnç özellikleri 

L. brevis 2, 12 ve 18 izolatları pH2 ve pepsin ortamında zaman ilerledikçe 

gelişim gösterdikleri gözlendi. L. brevis 6 izolatımızda zamana bağlı olarak diğer 3 

izolatımıza kıyasla koloni oluşum sayısında azalma görüldü. 
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Şekil 10. L.plantarum suşlarının pH2+pepsin ortamlarında (1.saat, 2.saat ve 3.saat) direnç özellikleri 

 

pH2 pepsin içeren ortamda zaman ilerledikçe L. plantarum 13 nolu izolatımızda 

gelişim gözlenirken, L. plantarum 3 nolu izolatımızda zamana bağlı olarak koloni 

oluşturma sayısında azalma olduğu gözlemlendi.  
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pH3 ve pepsin bulunduğu ortamda izolatların 1. saatinde 7.84±0.03-8.96±0.05 

Log CFU/ml aralığında gelişim gösterdiği tespit edildi. P. pentosaceus 1 izolatının 

standartlardan anlamlı bir şekilde yüksek olduğu görüldü (P<0.0001). P. pentosaceus 11 

ve 19, L. brevis 12 ve 18 ve L. plantarum 13 izolatları L. plantarum STD ve L. 

acidophilus STD anlamlı bir şekilde yüksek seyrederken (P<0.0001), L. casei STD ve 

L. reuteri STD ile aynı özellikleri sergiledi. L. plantarum 9 izolatı, L. plantarum STD ve 

L. acidophilus STD ile benzer özellik gösterirken L. casei STD ve L. reuteri STD’ dan 

anlamlı bir şekilde yüksek anlamlı fark görüldü (P<0.0001). Ortamın 2. saatinde 

izolatlar 8.11±0.18-9.26±0.01 Log CFU/ml aralığında gelişim gösterdikleri 

gözlemlendi. P. pentosaceus 11 ve 19 ile L. plantarum 3 izolatlarının L. plantarum 

STD, L. reuteri STD ve L. acidophilus STD ile yüksek anlamlı fark gösterdi 

(P<0.0001). P. pentosaceus 1, L. brevis 2, L. plantarum 3 izolatlarının L. casei STD ve 

L. acidophilus STD ile benzer özellik sergilediği görüldü. 3. saatin sonunda yapılan 

gözlemde P. pentosaceus 1 ve 11 ve L. brevis 18 izolatlarının L. casei STD ve L. reuteri 

STD dan yüksek bir fark olduğu tespit edildi (P<0.0001). L. brevis 2 ve 12 ve L. 

plantarum 26 izolatlarının L. plantarum STD, L. casei STD ve L. acidophilus STD ile 

benzer özellikler gösterdiği gözlendi. P. pentosaceus 1 ve 19, L. brevis 6 ve L. 

plantarum 9 ve 13 izolatları, L. plantarum STD ve L. acidophilus STD ile benzer 

özellik gösterdiği tespit edildi. 
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Şekil 11. P. pentosaceus suşlarının pH3+pepsin ortamında (1.saat, 2.saat ve 3. saat) direnç özellikleri 
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P. pentosaceus 10, 11 ve 19 nolu izolatlar pH3 ve pepsin içeren ortamda saat 

ilerledikçe gelişimlerinde artış gözlendi. P. pentosaceus 1 izolatımızın zamana bağlı 

olarak koloni oluşturma sayısında azalma olduğu belirlendi. 
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Şekil 12. L.brevis suşlarının pH3+pepsin (1.saat, 2.saat ve 3. saat)direnç özellikleri 

 

L.brevis izolatlarımızdan pH3 pepsin ortamında L. brevis 18 nolu izolatın saat 

ilerledikçe gelişim gösterdiği gözlenirken, L. brevis 2, 6 ve 12 izolatlarının koloni 

sayısında zamana bağlı olarak düşüş tespit edildi. L. brevis 2’de düşüşün daha fazla 

olduğu saptandı. 
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Şekil 13. L.plantarum suşlarının pH3+pepsin ortamlarında (1.saat, 2.saat ve 3.saat) direnç özellikleri 
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L. plantarum 3, 9, 13 ve 26 izolatlarının pH3 pepsin içeren ortamda saat 

ilerledikçe koloni sayısında azalma olduğu görüldü ve en fazla azalmanın L. plantarum 

3 izolatında olduğu tespit edildi. 

2013 yılında yapılan bir çalışmada birbirinden farklı 7 L. plantarum suşunun 

probiyotik özelliklerinin belirlenmesi amacıyla pH2 ortamında 3 izolatın 1. saatten 

sonra canlılıklarını koruyamadıkları 4 izolatın sayısal olarak 2 log’luk azalma tespit 

edilmiştir. pH3 ortamında bütün izolatların canlılıklarını koruduğu sayısal olarak önemli 

bir fark olmadığı tespit edilmiştir (Yu ve ark., 2013). Yapılan bir çalışmada L. 

plantarum izolatlarının (K3, K4, E41) pH 2,5 pepsin ortamında canlı kalabildiği tespit 

edilmiştir. İnkübasyon süresinin uzamasına bağlı olarak koloni oluşturmada ciddi bir 

azalma olmadığı görülmüştür (Huang ve ark., 2015). Miray ve arkadaşlarının yapmış 

olduğu çalışma kapsamında, 39 izolat üzerinde pH 3 ortamında 10 izolatın gelişim 

gösterdiği tespit edilmiş, 30 izolatın pepsin ortamında varlıklarını sürdürdüğü 

görülmüştür (Bingöl ve Şengün, 2022). Tokatlı ve arkadaşlarının 2015 yılında yaptıkları 

çalışmada, 21 izolat içerisinden 4 izolatın pepsin ortamında canlılığını kaybettiği ve 17 

izolatın canlılığını koruduğu gözlemlenmiştir (Tokatlı ve ark., 2015). 14 izolat üzerinde 

yapılan bir çalışmada pH 3 ortamında canlılıklarını sürdürmüşlerdir. MH13 izolatının 

kolonileşmesinin daha yüksek olduğu tespit edilmiş, pH 2 ortamında 3 saatin sonunda 

14 izolatın da canlılığını koruyamadığı görülmüştür (Melda ve Harun, 2021). 1998 

yılında yapılan bir çalışmada lactobacillus’ların pH2 ortamına direnç özelliği 

belirlenmiş, çalışma kapsamında L. fermentum KLD izolatının dirençli olduğu 

gözlenmiştir (Charteris ve ark., 1998). 2007 yılında pH 4 ve pH 3,5 değerleri ile yapılan 

çalışmada insan gaitasından izole edilen L. brevis ve L. plantarum izolatlarının L.brevis 

’in pH4’e L. plantarum’ un da pH3 canlı kalabildikleri,  pH değerinin daha düşük 

olduğu durumlarda da her iki izolatın gelişimlerinin durduğu görülmüştür (Delgado ve 

ark., 2007). 2020 yılında geleneksel turşulardan izole edilen L. plantarum suşları ile 

ilgili çalışmada; pH1’de izolatların herhangi bir aktivite göstermediği, zaman ilerledikçe 

pH2 ve pH3 ortamında izolatların aktif oldukları görülmüştür (Özkan, 2020). 

Çalışmamızda kullanılan 12 izolatın 4 adet standart izolatla pH2 pepsin ve pH3 

pepsin ortamında elde edilen sonuçlara göre; pH2 pepsin ortamında 1. saatte L. brevis 6 

izolatımızın 4 standarttan kıyasla daha iyi gelişim gösterdiği saptandı. L. plantarum 

STD, L. casei STD ve L. reuteri STD’de yüksek seyreden P. pentosaceus 1, L. 

plantarum 3, 9, 13 ve 26 izolatlarıdır, L. reuteri STD ve L. acidophilus STD kıyasla iyi 

gelişim gösterenler P. pentosaceus 11 ve 19, L. brevis 2, 12 ve 18 izolatları, P. 
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pentosaceus 11 ve 19, L. brevis 2 ve 12 izolatları, L. plantarum STD ve L. casei STD 

benzer özellikler gösterdiği sergilendi. Çalışmanın 2. saatinde 4 standartta kıyasla daha 

iyi gelişim gösteren izolatlar: L. plantarum 3 ve 9.  L. casei STD ve L. reuteri STD’ 

lerde daha iyi gelişim gösteren P. pentosaceus 1 ve 11, L. brevis 2, 6 ve 18 ve L. 

plantarum 26 izolatlarıdır. P. pentosaceus 1, L. brevis 6 ve 18 ve L. plantarum 26 

izolatlarının L. plantarum STD ve L. acidophilus STD ile benzer özellikler gösterdiği 

görüldü. Çalışmanın 3. saatinde 4 standarda kıyasla gelişim gösteren P. pentosaceus 10 

ve 19, L. brevis 2, 12 ve 18 ve L. plantarum 13 izolatları olduğu görüldü. pH2 pepsin 

ortamında yapmış olduğumuz çalışmada zaman geçtikçe izolatların genel olarak gelişim 

gösterdikleri gözlemlendi, literatür çalışmaları ile paralel sonuçlar elde edildi. 

pH3 pepsin ortamında 1. saatinde yapılan çalışmada 4 standarda kıyasla iyi 

gelişim gösteren P. pentosaceus 1 izolatı, L. casei STD ve L. reuteri STD benzer özellik 

gösteren P. pentosaceus 11 ve 19 ve L. brevis 12 ve 18 izolatlarıdır. 2. saatin sonunda L. 

plantarum STD, L. reuteri STD ve L. acidophilus STD’ a göre daha iyi gelişim gösteren 

L. plantarum 3 ve P. pentosaceus 11 ve 19 izolatları olduğu, P. pentosaceus 10 ve L. 

brevis 18 izolatları ise L. reuteri STD ve L. acidophilus STD ile benzer özellik 

göstermişlerdir. Çalışmanın 3. saatinin sonunda P. pentosaceus 1 ve 11 ve L. brevis 18 

izolatları L. casei STD ve L. reuteri STD daha iyi gelişim gösterirken, L. plantarum 26 

ve L. brevis 2 izolatları L. reuteri STD dışında bulunan diğer 3 standarda benzer 

özellikler gösterdiği sonucuna varıldı. pH3 pepsin ortamında yapılan çalışmada zamana 

bağlı izolatların genel olarak gelişim gösterdikleri ve literatür çalışmaları ile paralel 

sonuçlar elde edildiği tespit edildi. 

4.2.2. LAB’ın pankreatine karşı dirençlilikleri 

Midenin düşük pH’ı ve pepsin bariyerini aşan mikroorganizmaların ince 

bağırsağa ulaştıktan sonra aşması gereken engellerden bir tanesi de mikrobiyal gelişimi 

olumsuz yönde etkileyen kompleks bir yapıya sahip pankreatin enzimidir. Canlılıklarını 

ve aktivitelerini sürdürebilmeleri önemlidir (Merritt ve Donaldson, 2009). LAB 

suşlarının yapmış olduğumuz çalışmada pankreatine karşı direnç özelliğinin 

belirlenmesi amacıyla PBS tamponları ile çalışıldı ve pH değeri 8.0 olarak ayarlanan 1 

mg/ml pankreatin hazırlandı (Maragkoudakis vd., 2006). Zaman aralığı 4 saat ve pH 8,0 

ortamında sonuçlar çizelge 8’ de belirtildi. Yapmış olduğumuz çalışmada 12 suşun 

pankreatine 4. saatte elde edilen verilerin ortalamaları hesaplanarak kontrol sonuç elde 

edilmiş olup, istatiksel analizi yapıldı. 
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Pankreatin bulunduğu ortamda izolatların 4. saatinde 8.84±0.04-9.17±0.01 Log 

CFU/ml aralığında gelişim gösterdiği gözlemlendi. Çalışılan izolatların L. plantarum 

STD ve L. casei STD karşı yüksek olduğu görüldü (P<0.0001). P. pentosaceus 1, L. 

brevis 2, 6 ve 18 ve L. plantarum 13 izolatlarının L. reuteri STD ve L. acidophilus STD 

ile benzer özellik gösterdiği tespit edildi (Çizelge 8). 
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Şekil 14.  İzolatların pankreatine karşı direnç özellikleri 

 

Pankreatin içeren ortamda P. pentosaceus 1 ve 19 izolatlarının gelişiminin P. 

pentosaceus 10 ve 11 izolatlarından daha iyi olduğu, L. brevis izolatlarının hepsinin 

benzer oranda gelişim gösterdiği tespit edildi. L. plantarum 3 izolatı L. plantarum 9, 13 

ve 26 izolatlarına oranla gelişiminin daha iyi olduğu tespit edildi. 

2021 yılında yapılan bir çalışmada, 14 izolatın pankreatine karşı 4 saatin 

sonunda kolonileştiği tespit edilmiş olup, MH13 izolatının en yüksek seviyede olduğu 

görülmüştür (Melda ve Harun, 2021). 2015 yılında 21 izolat üzerinde yapılan bir 

çalışmada, 12 izolatın koloni oluşturduğu, 9 izolatın canlılığını koruyamadığı ve koloni 

oluşturan izolatların sayısında ciddi bir azalma olduğu tespit edilmiştir (Tokatlı ve ark., 

2015). 2022 yılında yapılan bir çalışmada ise 39 izolattan 6 saatlik inkübasyon sonunda 

23 izolatın canlılıklarını sürdürdüğü görülmüştür (Bingöl ve Şengün, 2022).  

Çalışmamızda, pankreatin içeren ortamda kullanılan 12 izolatın 4 standart 

izolatla kıyaslanması sonucunda; kullanılan bütün izolatların L. plantarum STD ve L. 

casei STD’ ye kıyasla daha iyi gelişim gösterdiği görüldü.  L. plantarum 13, P. 
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pentosaceus 1 ve L. brevis 2, 6 ve 18 izolatlarının L. reuteri STD ve L. acidophilus 

STD’ ye benzer özellik gösterdiği tespit edildi. İzolatların genel olarak gelişim 

gösterdikleri literatür çalışmaları ile paralel veriler elde edildiği sonucuna varıldı. 

 

Çizelge 8. İzolatların Safra tuzları (%0,3, %0,5 ve %1) ve pankreatin ortamında direnç özellikleri 

BAKTERİLER                          SAFRA                      

PANKREATİN 

%0,3 %0,5 %1 4. SAAT 

L. plantarum STD 9.20±0.01 8.46±0.01 7.01±0.36 8.55±0.04 

L. casei STD 8.47±0.01 8.30±0.05 6.70±0.21 8.46±0.07 

L. reuteri STD 8.80±0.02 8.49±0.03 6.40±0.35 9.00±0.01 

L. acidophilus STD 9.01±0.02 8.13±0.06 8.16±0.07 8.88±0.02 

P. pentosaceus 1 8.90±0.01eebb 8.77±0.02eeee 8.34±0.09eeea 8.99±0.03eeaa 

P. pentosaceus 10 9.08±0.01beea 8.05±0.00eeee 7.24±0.04abee 9.09±0.10eeae 

P. pentosaceus 11 9.02±0.01eeea 8.72±0.05eeea 6.00±0.00edae 8.87±0.01eeba 

P. pentosaceus 19 9.14±0.02aeec 8.78±0.04eeee 6.00±0.00edae 9.17±0.01eece 

L. brevis 2 

  
 

9.20±0.00aeee 8.07±0.01eeea 7.21±0.07abee 8.96±0.02eeaa 

L. brevis 6 9.00±0.02eeea 8.47±0.04adae 7.04±0.17aace 8.96±0.01eeaa 

L. brevis 12 9.01±0.01eeea 8.60±0.03beae 6.00±0.00edae 8.84±0.04eeca 

L. brevis18 
 

8.85±0.07eead 8.68±0.04eede 8.50±0.03eeea 8.98±0.01eeaa 

L. plantarum 3 9.15±0.02aeec 8.50±0.04adee 7.04±0.17aace 9.10±0.02eeae 

L. plantarum 9 9.07±0.02ceea 8.22±0.03eaaa 6.72±0.04aaae 9.04±0.02eeac 

L. plantarum 13 9.20±0.01aeee 9.10±0.00eeae 6.00±0.00edae 8.96±0.03eeaa 

L. plantarum 26 9.06±0.10ceea 8.50±0.04adee 6.00±0.00edae 9.03±0.04eeac 

a: Fark yok. b: *. c: **. d: ***. e: **** 

 

4.2.3. LAB’ın safra tuzuna karşı dirençlilikleri 

Mikroorganizmaların probiyotik olarak kabul edilebilme özelliklerinden biride 

sindirim sisteminin büyük bir kısmı olan ve safra salgısının yoğun olduğu ince bağırsak 

sisteminde canlılığını koruyabilmesi ve kolonize olması aranılan en önemli kriterlerin 

başında gelmektedir (Maldonado ve Nader, 2015). Yapılan bilimsel çalışmalarda %0,3 

safra tuzu konsantrasyonunu kritik değer kabul edildiği kültürlerin direnç özelliğinin 

belirlenmesi, bu değer baz alınarak yapılmaktadır (Erkkilä ve Petäjä, 2000; Gilliland ve 

ark., 1985).  Çalışmamızda %0,3 %0,5 ve %1 safra ortamlarında izolatların probiyotik 

özellikleri belirlendi. %0,3 safra tuzunun oluşturulduğu ortamda izolatların 8.85±0.07-

9.20±0.01 Log CFU/ml aralığında gelişim gösterdiği gözlendi. Bu gözlemler sonucunda 

P. pentosaceus 11, L. brevis 6, 12 izolatları L. plantarum STD, L. casei STD ve L. 

reuteri STD’ de anlamlı bir şekilde yüksek olduğu tespit edildi (P<0.0001) (Çizelge 8). 

Çalışılan 12 izolatın %0,3 safra ortamında L. casei STD’ de anlamlı bir şekilde yüksek 

olduğu görüldü (P<0.0001). L. acidophilus STD’ ye benzer özellik gösteren izolatların 

P. pentosaceus 10 ve 11, L. brevis 6 ve 12 ve L. plantarum 9 ve 26 olduğu tespit edildi. 
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%0,5 safra ortamında 8.05±0.00-9.10±0.00 Log CFU/ml aralığında geliştikleri 

gözlemlendi. Bu gözlem sonucunda P. pentosaceus 11 ve L. brevis 2 izolatlarının L 

plantarum STD, L. reuteri STD, L. casei STD standartlarına göre yüksek seyrettiği 

tespit edildi (P<0.0001). Bununla birlikte, L. acidophilus STD’ ye benzer özellik 

sergiledi. L. plantarum 9 izolatımız L. plantarum STD’ den anlamlı bir şekilde yüksek 

seyrettiği (P<0.0001), L. casei STD, L. reuteri STD ve L. acidophilus STD 

standartlarına ise benzer özellik gösterdi. %1 safra ortamında 6.00±0.00-8.50±0.03 Log 

CFU/ml aralığında P. pentosaceus 1, L. brevis 18 izolatları L. acidophilus STD 

dışındaki diğer üç standarttan anlamlı bir şekilde yüksek seyrettiği gözlemlendi 

(P<0.0001). L. plantarum 9 izolatı L. acidophilus STD kıyaslandığında anlamlı bir 

şekilde yüksek seyrederken (P<0.0001), diğer standartlara benzer özellik gösterdiği 

belirlendi.  
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Şekil 15. P. pentosaceus suşlarının (%0,3, %0,5 ve %1) safra ortamında direnç özelliği 

 

%0,3 safra içeren ortamda P. pentosaceus 11 izolatı P. pentosaceus 1, 10 ve 19 

izolatlarından daha iyi gelişim gösterdiği gözlemlendi. %0,5 safra içeren ortamda P. 

pentosaceus 1, 10 ve 19 izolatlarının gelişiminin P. pentosaceus 11 izolatının 

gelişiminden daha iyi olduğu görüldü. %1 safra içeren ortamda gelişim gösteren 

izolatlardan P. pentosaceus 1 izolatı P. pentosaceus 10, 11 ve 19 izolatlarından daha iyi 

geliştiği tespit edildi. 
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Şekil 16. L. brevis suşlarının (%0,3, %0,5 ve %1) safra ortamında direnç özelliği 

 

%0,3 safra içeren ortamda L. brevis 2, 6 ve 12 izolatlarının gelişimi L. brevis 18 

izolatından daha iyi geliştiği tespit edildi. %0,5 safra ortamında L. brevis 2 ve 18 

izolatları gelişiminin L. brevis 6, 12 izolatlarından daha iyi olduğu görüldü. %1 safra 

ortamında izolatların gelişim oranının L. brevis 18 izolatındaki gelişim L. brevis 2, 6 ve 

12 izolatlarından iyi olduğu tespit edildi. 
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Şekil 17. L. plantarum suşlarının (%0,3, %0,5 ve %1) safra ortamında direnç özelliği 

 

%0,3 safra içeren ortamdaki L. plantarum izolatlarında gelişim oranları; L. 

plantarum 13 L. plantarum 3, 9 ve 26 izolatlarından iyi geliştiği tespit edildi. %0,3 ve 
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%0,5 safra ortamında L. plantarum izolatlarının gelişimlerinin aynı olduğu görüldü. %1 

safra içeren ortamda; L. plantarum 13 ve 26 izolatları L. plantarum 3 ve 9 izolatlarından 

daha iyi olduğu tespit edildi.  

2020 yılında yapılan çalışmada; safra tuzlarına karşı ve düşük asit değerine en 

iyi direnç gösteren L. plantarum E680 izolatının olduğu saptanmıştır (Zheng ve ark., 

2016). Yapılan başka bir çalışmada % 0,3’lük ortamda K3, K4, E41 izolatlarının 

canlılıklarını sürdürdüğü, inkübasyon süresinin artması sonucu 0,27-3,4 log aralığında 

sayılarında azalma olduğu gözlenmiştir (Huang ve ark., 2015). Miray ve arkadaşlarının 

yaptığı çalışmada; % 0,3 ve % 1 safra ortamında elde edilen verilere göre bütün 

izolatların canlılığını koruduğu, gözlemler sonucunda % 0,3 safra ortamında 

kolonileşmenin daha hızlı olduğu gözlenmiştir (Bingöl ve Şengün, 2022). 2021 yılında 

yapılan çalışmada ise; % 0,3, % 0,5 ve % 1 safra tuzunun bulunduğu şartlarda yapılan 

çalışmada 14 izolatın da canlılığını sürdürdüğü MH10 izolatının  % 0,3 ortamında 

canlılık oranın en yüksek olduğu gözlenmiştir (Melda ve Harun, 2021). 

%0,3 safra tuzunun bulunduğu ortamda 12 izolat ve 4 standart ile yapılan 

çalışmamızda; P. pentosaceus 11 ve L. brevis 6 ve 12 izolatlarının L. acidophilus STD 

dışındaki diğer 3 STD’ ye göre daha iyi gelişim gösterdiği tespit edildi.  L. brevis 2 ve 

L. plantarum 13 izolatlarının L. plantarum STD dışında bulunan diğer 3 STD’ ye göre 

daha iyi gelişim gösterdiği gözlendi. Safra tuzu yoğunluğunun %0,5 olduğu ortamda P. 

pentosaceus 1, 10 ve 19 izolatları çalışmada kullanılan 4 STD’ ye göre daha iyi gelişim 

gösterdiği belirlendi. P. pentosaceus 11 ve L. brevis 2 izolatları L. acidophilus STD’ ye 

benzer özellik gösterirken, L. plantarum 13 ve L. brevis 18 izolatlarının L. reuteri STD 

dışında bulunan 3 standarda göre daha iyi gelişim gösterdi. Safra tuzu yoğunluğunun 

%1 olduğu ortamda yaptığımız çalışmada; P. pentosaceus 1 ve L. brevis 18 izolatları L. 

acidophilus STD dışındaki diğer 3 STD’ye göre daha iyi gelişim gösterdiği tespit edildi. 

L. plantarum 9 izolatının L. acidophilus STD kıyasla iyi gelişim gösterirken, diğer 3 

STD’ye göre benzer özellik sergiledi. L. plantarum 13 ve 26 izolatları standartlara 

kıyasla birbiriyle benzer özellik sergilediği belirlendi. Çalışmamızda kullanılan 12 

izolatın da %0,3 %0,5 ve %1 safra tuzu ortamlarında genel olarak gelişim gösterdikleri, 

literatür çalışmaları ile paralel sonuçlara ulaşıldığı tespit edildi. 

4.3. Ekzopolisakkarit (EPS) 

EPS doğal bir polimer olarak bakterilerin bulundukları ortamda doğaya 

salgıladıkları, çevreye faydalı geri dönüşebilen yüksek molekül ağırlığına sahip 
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polimerler olarak tanımlanır. Farklı kullanım alanlarına sahip EPS’ ler genel olarak ilaç 

üretme, endüstriyel atık arıtma, tekstil, petrol arıtma, tıp ve gıda sanayisinde kullanılır 

(Freitas ve ark., 2011). EPS’ nin son yıllarda tercih edilmesinin sebebi insan sağlığı 

üzerinde faydalı etki göstermeleridir (Mancuso Nichols ve ark., 2009). LAB’ lardan 

elde edilen EPS’ ler ağız içinde tat ve his oluşturmanın yanı sıra kanser, ülser, yüksek 

kolesterolü önleme, bağışıklık sistemini uyarma ve güçlü antioksidan özelliklere sahip 

olduğu belirtilmektedir (Doleyres ve ark., 2005; Kim ve ark., 2010; Van Calsteren ve 

ark., 2002). 

      Çizelge9. İzolatların EPS içerikleri 

BAKTERİLER EPS MİKTARI (PPM) ABSORBANS DEĞERİ 

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±1.25ebba 1.44±0.05 

P. pentosaceus 10 249.7±1.58eaae 1.50±0.01 

P. pentosaceus 11 243.0±2.70eaac 1.47±0.05 

P. pentosaceus 19 193.6±1.41eeee 1.21±0.01 

L. brevis 2 

  
 

240.5±1.40deba 1.45±0.02 

L. brevis 6 247.2±2.02aeae 1.48±0.02 

L. brevis 12 243.9±2.60beac 1.47±0.02 

L. brevis18 
 

259.2±2.06aece 1.55±0.03 

L. plantarum 3 259.6±1.53aece 1.55±0.08 

L. plantarum 9 248.8±1.70aeae 1.49±0.06 

L. plantarum 13 247.8±2.50aeae 1.49±0.09 

L. plantarum 26 243.3±1.26ceac 1.46±0.05 

                  a: Fark yok. b: *. c: **. d: ***. e: **** 
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Şekil 18. İzolatların EPS dağılımı 
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EPS miktarının belirlenmesi kapsamında 12 izolat ile yapmış olduğumuz 

çalışmada, P. pentosaceus 19’da 193.6±1.41 ppm oranında az miktarda EPS içerirken L. 

brevis 18 ise 259.2±2.06 ppm oranında en fazla miktarda EPS içerdiği tespit edildi. 

2019 yılında yapılan çalışmada farklı kaynaklarda izole edilen LAB’ dan EPS 

üretiminde 11,9 ile 1,1 mg/L arasında değişiklik gözlenmiştir (Duygu ve Kuleaşan, 

2019). Yapılan bir çalışmada 182 adet Lactobacillus suşlarının EPS üretimi incelenmiş, 

60 izolatın EPS ürettiği tespit edilmişken bunlardan 17 tanesinin 100 mg/L üzerinde 

EPS ürettiği tespit edilmiştir (van Geel-Schutten ve ark., 1998). Yapılan bir çalışmada 

W22 ile B3 izolatlarında üretilen yoğurtlarda EPS üretim miktarının fazla olduğu tespit 

edilmiş (Hassan ve ark., 1996). 2007 yılında yapılan bir çalışmada izole edilmiş 174 

LAB’ nin EPS üretimleri incelenmiş, 50 g/L şeker ilave edilen sütte gelişimi incelenen 

Lactococcus lactis ve Leuconostoc citreum’ ların ortam sıcaklıkları 37 ℃ ve 12 saat 

inkübasyon süresinin sonunda kapsül benzeri polisakkarit üreten Lactococcus lactis 

olduğu tespit edilmiştir. EPS üretiminin ise Leuconostoc citreum kıyasla 10 kat daha az 

olduğu görülmüştür (Van der Meulen ve ark., 2007).  

Çalışmamız kapsamında P. pentosaceus 19 izolatının dışında geriye kalan 11 

izolatın da EPS içeriklerinin fazla olduğu görüldü. 

4.4. Antioksidan Özellikler 

4.4.1. DPPH süpürme aktivitesi 

Uzun ömürlü, kararlı bir yapıya sahip olan 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), 

antioksidan aktivite ölçümünde organik ve inorganik maddeler için sıkça kullanılan bir 

substrattır (Gümüş ve ark., 2020; Ozcelik ve ark., 2003). Yöntemin esası koyu menekşe 

rengine sahip DPPH çözeltisinin sahip olduğu rengin açılması ve buna bağlı olarak 

absorbans değerinde azalma meydana gelmesidir. Spektrofotometre yardımı ile 

Absorbans değerindeki bu azalma ölçülür. DPPH çözeltisinde koyu renk açıldıkça, 

absorbanstaki değer düşmeye başlar ve absorbans değerinde gerçekleşen azalmanın 

olması yüksek değerde radikal süpürme aktivitesi demektir (Ndhlala ve ark., 2010). Bu, 

hızlı ve kolay sonuç elde etmek için uygulanan bir yöntemdir.  
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                                 Şekil 19. İzolatların DPPH süpürme aktiviteleri 

 

Antioksidanların DPPH radikal süpürme aktiviteleri, hidrojen verme yeteneği 

veya örneklerden radikal süpürme aktivitesinden dolayı olmaktadır. İnhibitörlerin 

antioksidan aktivitesi, üretilen biyolojik sistemlerde radikal merkezlerini hidrojen veya 

elektron bağışlayarak nötr etme biçimine bağlıdır.  Aktiviteyi göstermesinde önemli bir 

role sahip olması inhibitörün yapısı ve özellikleri ile alakalıdır. 

 

Çizelge 10. Probiyotiklerin DPPH radikali giderme aktivitelerinin BHA ve AA ile kıyaslanması 

İzolatlar Conc. 10 20 30 IC50 

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 13,7±0,10 

AA % 76,436 91,046 92,512 13,05±0,13 

 

2012 yılında Kefir ve boza üzerine yapılan bir çalışmada; DPPH radikalini 

standart antioksidanlar ile karşılaştırması sonucunda 100µg/ml konsantrasyonda kefirin 

%10,95 bozanın %10,67 DPPH radikallerini süpürdüğü tespit edilmiştir. DPPH 
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radikalinin; yüksek konsantrasyonlarda kefir ve bozada tutucu etkiye sahip olduğu 

görülmüştür (Özpınar, 2012). Polen ve fermente edilen polen örnekleri ile 2016 yılında 

yapılan bir çalışmada; DPPH antioksidan aktivite sonuçlarına göre Afyon, Sivas ve 

İzmit bölgelerinden toplanan polen örneklerinden, fermente edilen polenlerin bölgesel 

olarak %52, %210 ve %44 olarak antioksidan aktivitelerinde artış olduğu saptanmıştır 

(Gönül, 2016). 2001 yılında L. delbrueckii spp. ve bulgaricus ile fermente edilen süt 

üzerinde yaptıkları çalışmada DPPH radikaline bağlanma aktivitesi gösteren kaynağı 

kazein olan bir peptidin olduğu, çalışmalarda kazein kaynaklı peptidlerin antioksidan 

aktivite sağladığı görülmüştür (Kudoh ve ark., 2001). Yoğurt numuneleri üzerinde 

yapılan bir çalışmada, DPPH giderme aktiviteleri belirlenmiştir. Birinci ve ikinci 

haftalarda yapılan çalışmada N, 1P, 2P, 3P ve 4P örneklerine ait yoğurtlarda DPPH 

giderme aktiviteleri 4P˂3P˂2P˂1P˂N şeklinde bulunmuş, ortamın probiyotik oranının 

artması ile DPPH yüzde oranının arttığı tespit edilmiştir (Çebi, 2019). Fecrinin yapmış 

olduğu  çalışmada 100mg/µl konsantrasyonda kullanılan izolatların %50’ nin üzerinde 

DPPH radikali süpürme aktivitesi gösterdiği tespitinde bulunmuştur (Özkan, 2020). 

2012 yılında yapılan  çalışmada DPPH giderme aktivitelerini belirlemek için probiyotik 

ve sinbiyotik yoğurt örneklerinden L. plantarum ve L. fermentum içeriği bulunan 

simbiyotik yoğurt numunelerinin DPPH giderme aktivitesinin kontrol grubundan daha 

yüksek olduğu görülmüştür (Madhu ve ark., 2012). Hashemi ve arkadaşlarının 

çalışmasında L. plantarum ile fermente edilmiş kaymağın DPPH giderme aktivitesinin 

%50’den fazla olduğunu, antioksidan bakımından L. plantarum suşunun faydalı etkileri 

olduğu tespit edilmiştir (Hashemi ve ark., 2017). 2019 yılında yapılan  çalışmada 23 

adet LAB DPPH giderme aktiviteleri belirlenmiş, çalışma kapsamında sütten yapılan 

peynirlerden elde edilen LAB izolatlarının DPPH giderme aktiviteleri L. rhamnosus GG 

içeren probiyotik suşlardan yüksek olduğu tespit edilmiş (Shi vd., 2019). 

DPPH radikali süpürme aktivitesi ile yapmış olduğumuz çalışmamızda, 12 

izolatın antioksidan özellikleri belirlendi. Çalışma kapsamında P. pentosaceus 10 ve L. 

brevis 18 izolatlarının konsantrasyon miktarı artıkça standart olarak kullanılan BHA ve 

AA aktivitelerine çok yakın aktivite gösterdiği tespit edildi. En yüksek aktiviteyi P. 

pentosaceus 10 izolatı gösterirken en düşük L. plantarum 9 izolatı gösterdiği 

gözlemlendi. Genel olarak çalışma kapsamında DPPH radikali giderme aktivitesi 

belirlemek amacıyla yaptığımız çalışmada 12 izolatımızın %66,6 oranında iyi sonuç 

verdiği tespit edildi. 
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4.4.2. ABTS+ süpürme aktivitesi 

ABTS giderme aktivitesinin belirlemek amacıyla yapılan çalışmada Yoğurt 

örneklerinin birinci ve ikinci haftalarda alınan örneklerin N, 1P, 2P, 3P ve 4P olarak 

sıralandığı belirlenmiş, ortamda probiyotik mikroorganizmaların artması ile ABTS 

giderme aktivitesinin artığı görülmüş (Çebi, 2019). Geleneksel sütten yapılan 

peynirlerden izole edilen 23 adet LAB’dan 8 izolatın L. rhamnosus GG içeren standart 

probiyotikler ile kıyaslandığında ABTS radikali giderme aktivitesinin daha yüksek 

olduğu tespit edilmiştir (Shi ve ark., 2019). 

ABTS radikali süpürme aktivitesi ile yapmış olduğumuz çalışmada 12 izolatın 

antioksidan özellikleri belirlendi. Çalışma kapsamında, bütün izolatlarımızın 

konsantrasyon miktarı arttıkça standart olarak kullanılan BHA ve AA benzer özellikler 

sergilediği, ABTS değerleri birbirine yakın özellik göstermelerinden dolayı çalışılan 

izolatların hepsinin ortamda iyi aktivite gösterdiği sonucuna varıldı. 

 

Çizelge 11. Probiyotiklerin ABTS radikali giderme aktivitelerinin BHA ve AA ile kıyaslanması 

İzolatlar Conc. 10 20 30 IC50 

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 15,2±0,06 

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. SONUÇ  

Probiyotik mikroorganizmaların çoğunu laktik asit bakterileri (LAB) oluşturur. 

Probiyotik olarak kabul edilen bu mikroorganizmaların insan sağlığına faydalı olması 

için sindirim sisteminde koloni oluşturup zararlı mikroorganizmalara karşı 

savaşabilmesi gerekmektedir. LAB’ ların probiyotik olarak kabul edilebilmesi için 

midenin pH, pepsin, safra tuzu ve pankreatine karşı dirençli olması ve çoğalabilmesi 

gerekmektedir. Bu çalışmada, anne sütünden izole edilen laktik asit bakterilerinin, 

MALDI-TOF MS tanımlanması ve biyolojik özelliklerinin belirlenmesi amaçlandı. 

Anne sütünden izole edilen 50 adet suştan MALDI- TOF MS yöntemi ile analiz 

sonuçlarına göre iyi sonuç veren 27 adet izolat ile çalışılmaya başlandı, çalışmanın ilk 

etabında pH2 ortamında en iyi sonucu veren 12 adet izolat belirlendi.  

Sonuç olarak pH2 ve pH3 pepsin içeren ortamda izolatların genel olarak standartlara 

kıyasla iyi gelişim gösterdiği görüldü. Çalışmanın diğer safhasında safra tuzuna direnç 

özelliği belirlendi. Safra yoğunluğunun artması ile izolat gelişimlerinin paralel olduğu, 

pankreatin ortamının dördüncü saatinde izolatların, bazı standartlar ile benzer özellik 

gösterdiği ve bir kısmından yüksek anlamlı fark sergiledikleri görüldü. Ekzopolisakkarit 

tayini sonuçlarına göre, P. pentosaceus 19 izolatının standartlara göre daha az, L. brevis 

18 izolatının daha fazla miktarda EPS içerdiği. İzolatların, antioksidan özelliklerini 

belirlemek için DPPH ve ABTS radikal süpürme aktivitelerine bakıldı. DPPH süpürme 

aktivitesi sonuçlarına göre P. pentosaceus 1, 10 ve 11, L. plantarum 13 ve L. brevis 18 

izolatları, BHA ve AA standartlarına göre daha düşük ancak standart 

mikroorganizmalara göre daha yüksek aktivite gösterdi. İzolatların ABTS radikal 

süpürme aktivite sonuçlarına göre, bütün izolatların standart antioksidanlara benzer 

aktivite sergilediği belirlendi. Bütün sonuçlar göz önüne alındığında, L. brevis 18 nolu 

izolatın diğer suşlardan ve standart olarak kullanılan mikroorganizmalardan daha iyi 

aktivite gösterdiği gözlendi. Çalışmanın sonuçlarına göre bu mikroorganizmaların in 

vivo çalışmalarının yapılması durumunda ilaç benzeri gıda takviye ürünleri, gıda ve ilaç 

endüstrisine önemli katkılar sağlayacağı düşünülebilir. 
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