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Ozet

Tiirkiye diinyanin iglincli en bilyiik sofralik zeytin ireticisidir. Bir laktik asit bakterisi olan Lactobacillus
plantarum T129 susu Marmara Bolgesi’ndeki zeytin igleme havuzlarmin salamuralarindan izole edilmistir.
Probiyotikler uygun miktarda alindiginda konakg¢isina saglik faydalar1 saglayan canli organizmalar olarak tanim-
lanmigtir. Laktik asit bakterileri insan bagirsaginda bulunduklarindan ve uzun yillardir giivenle fermente gidalar-
da kullanildiklarindan potansiyel probiyotik iiriinlerin gelistirilmesinde aday olabilirler. Bu ¢alismada, bir in vitro
sindirim sistemi modeli kullanilarak, L. plantarum T129 susunun canlilik yiizdesi belirlenmistir. Caligmada TIM-
1, TNO in vitro Model 1 sistemi kullanilmigtir. TIM-1; insan sindirim sisteminin mide, onikiparmak bagirsagi,
bos bagirsak ve kivrim bagirsagi temsil eden dort bdlmeden olusan, bilgisayar kontrollii ve valide edilmis in vitro
bir modeldir. iki tekrarli gergeklestirilen calismada, T129 susunun canliligi %59.7+10.6 olarak tespit edilmistir.
Bu canlilik yiizdesi, yogurt bakterilerinden yiiksek ve Bifidobacterium bifidum ve Lactobacillus acidophilus gibi
probiyotik bakteriler ile karsilastirilabilir diizeydedir. Buna gore sofralik zeytinler, dogal probiyotik laktik asit
bakterileri iceren siit lirlinleri diginda bir alternatif probiyotik iiriin olabilecektir.

Anahtar kelimeler: Sofralik zeytin, probiyotik, laktik asit bakterisi, Lactobacillus plantarum, TIM-1.

Abstract

Turkey is the third biggest table olive producing country. A lactic acid bacterium strain, Lactobacillus plantarum
T129 was isolated from olive processing brine in Marmara Region of Turkey. Probiotics are defined as live
microorganisms which confer a health benefit on the host when administered at adequate amounts. Lactic acid
bacteria are potential candidates for probiotic products, due to their natural presence in human colon and long and
safe use in food fermentations. In this study, the per cent viability (survival) of the L. plantarum T129 strain was
determined by using an in vitro digestive system model. TIM-1 that was used in this study stands for TNO in
vitro Model 1. TIM-1 is a computer controlled validated dynamic model that mimics the gastric, duodenal,
jejunal and ileal compartments of human digestive system. The survival of T129 was determined as %59.7+10.6
in duplicate experiments. This survival is higher than those of common yoghurt bacteria and comparable with the
survival of probiotic bacteria such as Bifidobacterium bifidum and Lactobacillus acidophilus. Thus, table olives
could be a natural non-dairy alternative source of potential probiotic lactic acid bacteria.
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Giris

Probiyotikler uygun miktarda uygulandiginda ko-
nake1 organizmaya saglik faydalar saglayan canli
mikroorganizmalar olarak tanimlanmaktadirlar.
(FAO/WHO 2002). Laktik asit bakterileri (LAB),
uzun yillardir gida fermentasyonlarinda kullanil-
malar1 ve insan bagirsak mikrobiyotasinin dogal
bir bileseni olmalar1 nedeni ile probiyotik iirlinlerin

gelistirilmesinde biiylik bir etki potansiyeline sa-
hiptir (Lebeer ve ark. 2008).

Probiyotik bakterilerin mide ve ince bagirsaktan
gecislerinde canli kalmalari hayati 6nem tagimak-
tadir. Probiyotiklerin canli kalma ytiizdelerinin tiir
ve susa bagl degisiklik gosterdigi bilinmektedir.
Bu nedenle her potansiyel probiyotik susun canl
kalma 6zelliginin belirlenmesi gerekmektedir.

TNO (Hollanda Bilimsel Uygulamali Arastirmalar
Merkezi) mide ve ince bagirsak in vitro modeli -1
(TIM-1) gibi mekanistik olarak valide edilmis mo-
dellerin kullanimi probiyotik organizmalarin canli-
ligin1 belirlemede faydalidir. TIM-1 bilgisayar
kontrolii ile insan sindirim sistemini dinamik bir
bicimde dogru olarak taklit etmektedir (Minekus
ve ark., 1995). Sistemdeki dort bdlme mide, oniki-
parmak bagirsagi, bos bagirsak ve kivrim bagirsagi
temsil etmektedir. Sistemde viicut sicakligi, peris-
taltik hareket, besin bosaltim hiz1 ve her bdliime
Ozgii spesifik pH, enzim ve elektrolit seviyeleri
gercek fizyolojik kosullara miimkiin oldugunca
benzer bir bi¢cimde taklit edilmektedir. TIM-1 sis-
temi probiyotiklerin canli kalma yiizdeleri dahil
pek cok in vivo caligma ile valide edilmistir
(Marteau ve ark. 1997). TIM-1 pek ¢ok potansiyel
probiyotigin mide ve ince bagirsaktan gecisinde
canli kalma ylizdelerinin belirlenmesinde ve canli-
lig1 sinirlayic1 faktorlerin ortaya konulmasinda
kullanilmigtir (Martinez ve ark. 2011).

Zeytin (Olea europaea L.) Oleacea familyasinin
bir iiyesidir. Giineydogu Anadolu Boélgesi’'ni de
icine alan Yukar1 Mezopotamya ve Giiney On As-
ya’nin, zeytinin anavatani oldugu diigiiniilmektedir.
Diinyadaki tiim zeytin agaglarmin %98’i Akdeniz
Bolgesi’nde yer almaktadir (Anon, 2010). Zeytin
meyvesi, aci lezzette olan polifenoller, 6zellikle de
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oleuropein bileseni nedeni ile dalindan koparildig:
hali ile tiiketilememektedir. Zeytinin tiikketilebilme-
si i¢in acilig1 gesitli yontemler ile giderilmektedir.
Acilik zeytinyag1 elde edilmesi sirasinda zeytinle-
rin ezilmesi islemi ile sulu faza (zeytin kara suyu)
alimarak kismen giderilmekte veya biitiin zeytin
meyvesinin acilig1 giderilerek sofralik zeytin elde
edilmektedir (Papoff ve ark. 1996; Rivas ve ark.
2000).

Tiirkiye, sofralik zeytin iiretiminde Avrupa Birli-
gi’nin ardindan Misir ile yarisarak degisen yillik
iiretimine gore diinyada 2. veya 3. sirada yer al-
maktadir (I0OC, 2011a; I0OC, 2011b). Tirkiye’de
iiretilen zeytinin 6nemli bir boliimii sofralik zeytin igin
ayrilmaktadir. 2009-2010 yillar1 arasinda iiretilen
1227000 ton zeytinin 409000 tonu sofralik zeytine,
818000 tonu ise yagliga ayrilmistir (Anon, 2010).

Bu ¢alismanin amaci, Marmara Boélgesi’ndeki zey-
tin isleme havuzlarinin salamuralarindan izole
edilmis olan ve On taramalar sonucu probiyotik
ozellik potansiyeli gosteren L. plantarum T129
susunun, valide edilmis bir in vitro sindirim sistemi
olan TIM-1deki canli kalma yiizdesinin belirlen-
mesidir.

Materyal ve Metot
Materyal

Calismada kullanilan L.plantarum T129 susu,
TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi Gida Ens-
titiisli tarafindan Marmara Bolgesi’ndeki bir zeytin
isleme suyundan izole edilmistir. Calismalarda
kullanilan biitiin kimyasallar analitik safliktadir.

Metot
Dinamik gastrointestinal model (TIM-1)

TIM-1 sistemi mide, onikiparmak bagirsagi, bos
bagirsak ve kivrim bagirsagi temsil eden dort bo-
liimden olusmaktadir. Her boliim iki cam bdlme-
den olusmaktadir. Bu cam bolmeler esnek bir du-
vart kaplamakta ve bu esnek duvar sayesinde
peristaltik hareket taklit edilebilmektedir. Biitiin
boliimler viicut sicakligi olan 37°C’de tutulmakta-
dir. Boliimlere verilen gastrik asit, gastrik enzim,
pankreatik enzim bikarbonat ve safra tuzlar fizyo-
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lojik miktarlara uygundur. Bos bagirsak ve kivrim
bagirsaktaki emilim, diyaliz sistemi ile saglanmak-
tadir. Boliimlerdeki kimiis (sindirim sisteminde yer
alan 6giin, enzim ve salgl karisimi) gegis hizlan
eksponansiyel kuvvet serileri ile in vivo verilere
gore ayarlanmistir (Minekus ve ark., 1995; Marteau
ve ark., 1997).

Deneysel Tasarim

Bakteri susunun sindirim sisteminde canli kalma
ylizdesi, alti saatlik bir deney ile belirlenmistir.
Deneyde her saat, bir saat boyunca kivrim bagirsak
cikisindan buz iizerindeki kapta toplanan 6rnekler
almmig ve iki saat icinde bu orneklerin uygun
dilisyonlarindan 100er pl yayma plak yontemi ile
ekilmistir. Alt1 saat sonunda midede kalan 6rnek ve
biitiin ince bagirsakta kalan O6rnek iki ayri kaba
toplanmistir. Alinmis olan mide ve ince bagirsak
ornekleri de alinmalarin takip eden iki saat i¢inde
yayma plak yontemi ile ekilmistir. Deneyler iki
tekrarli olarak gerceklestirilmistir.

Deney oncesi model bir dekontaminasyon protoko-
liine gore dezenfekte edilmistir. Bu protokoliin ilk
asamasinda sistem sabun ve firca yardimi ile yi-
kanmig ve biitiin kirler uzaklastirilmigtir. Kirlerin
uzaklastirilmasinin ardindan sistem su ile duru-
lanmigtir. Durulanmis olan sistem 30 dakika yakla-
sik %0.5 lik hipoklorit ¢ozeltisinde bekletilmis,
ardindan 0.5M HCI ile durulanmistir. 0.5M HCI
ile durulanan sistem, son olarak hacmen %70’lik
etanol ¢ozeltisi ile durulanmis ve kurumaya bira-
kilmistir. Sistem calistirllmadan once biitiin tiipler
hacmen %30 etanol ile durulanmis ve sistemdeki
kapak ve pH elektrotlar1 hacmen %70’lik
etanolden gegirilmistir.

Bakteri kiiltiirleri Sml steril fizyolojik peptonlu
suda ¢Ozlinmiis 150ml yarim yagh siit, 70ml steril
gastrik elektrolit ¢ozeltisi ve Sml’lik gastrik enzim
¢oOzeltisi ile karigtirilarak sisteme beslenecek 6giin
elde edilmistir. Ogiinden 6rnek alimindan sonra
ogiiniin pH’s1 HCI ile 5.5’¢ ayarlanarak modele
beslenmistir (Minekus ve ark. 1995). Midenin pH’1
fizyolojik kosullara uygun olarak 2M HCl ile bilgi-
sayar kontrollii olarak saglanmigtir. Mide pH’s1
deney baslangicindan 30 dakika sonra 4.2, 60 da-

kika sonra 2.9 ve 120 dakika sonra ise 1.7 olacak
sekilde ayarlanmistir. Onikiparmak bagirsagi, bos
bagirsak ve kivrim bagirsagin pH degerleri ise bi-
karbonat ¢ozeltisi ilavesi ile sirasiyla 6.5, 6.8 ve
7.2’de sabit tutulmustur.

Kimiis’iin modelden gegisi boliimler arasi valf
sistemi ile diizenlenmistir. Mide bosaltim hizinin
yart zamani 40 dakika, bagirsak bosaltiminin yari
zamani ise 160 dakika olarak uygulanmistir. Bo-
limlere verilen enzim ve salgilar, Minekus ve ark.
(1995) tarafindan agiklandig1 gibidir. Ancak oniki-
parmak bagirsagina verilen safra tuzu konsantras-
yonu ilk saat %4’liik, sonraki 5 saat ise %2’lik
olarak diizenlenmistir.

Ornekleme ve mikrobiyolojik metotlar

-80° C de depolanan 100ul stok kiiltiir deney once-
sinde 10 ml MRS besiyerine (De Man ve ark.,
1960) asilanmis ve 16 saat 37°C’de anaerobik ola-
rak inkiibe edilmistir. Gelistirilen kiiltiir santrifiij
ile ¢oktiiriilmils ve 5Sml steril fizyolojik peptonlu
suda ¢ozilindiiriilmistiir. Bakteri soliisyonu daha
once tanimlanan sekilde besine ilave edilmistir.
Kiiltiiriin besine ilavesinin ardindan mikrobiyolojik
sayim i¢in 1ml 6rnek almmis ve uygun dilisyon-
larindan 100er pl’si yayma plak yontemi ile ekil-
mistir.

Modelden alinan biitiin 6rnekler eriyen buzun i¢in-
de toplanmig ve 60 dakika i¢inde Rogosa agarl
kat1 besiyerine ekilmistir. Ekilen plaklar 37°C’de
48 saat boyunca anaerobik olarak inkiibe edildikten
sonra koloniler sayilmustir.

Antimikrobiyal aktivite

Enterobakterlere karsi antimikrobiyal aktivitenin
belirlenmesi i¢in T129 susu ve pozitif kontrol ola-
rak nisin {drettigi bilinen Lactococcus lactis TTC
03.0262 susu 3ul’lik damlaciklar halinde MRS
veya M17 (L.lactis susu i¢in) agarl kat1 besiyerine
ekilmigtir. 37°C’de anaerobik inkiibasyon sonrasi
olusan koloniler kloroform ile inaktive edildikten
sonra, lizerlerine indikator organizmalar ve negatif
kontrol olarak T129 susunun kendisini igeren yu-
musak MRS agar (%0.75 agar iceren) dokiilmiis ve
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inkiibasyona birakilmigtir. 37°C’de anaerobik ko-
sullarda 16 saat gece boyu inkiibasyon sonrasi olu-
san inhibisyon zonlarinin ¢ap1 Slgililerek antimik-
robiyal aktivite belirlenmistir.

Hesaplama ve istatistik

Bakterilerin canli kalma ytiizdeleri, sistemden ¢ikan
canl1 bakteri sayisinin, sisteme beslenen 6giindeki
canl1 bakteri sayisina oranlanmasi ile, koloni olus-
turan birim (kob) bazinda belirlenmistir.

Bulgular ve Tartisma

TIM-1 modeli ile yapilan ¢alisma sonras1 kullani-
lan stvilarin miktar 6lgiilerek sisteme verilen sivi
miktarlari tespit edilmistir. Bulunan deger ile bilgi-
sayarda okunan degerler biitiin denemelerde uyum-
lu bulunmus ve sistemin, bilgisayar kontroli altin-
da ilgili bolimlere gerekli ¢ozeltileri fizyolojik
kosullarda verdigi teyit edilmistir. Boliimlerin
pH’s1 deney boyunca takip edilmis ve fizyolojik
kosullara uygun olarak belirlenen grafigi takip
ettigi goriilmistiir. Deney esnasinda alinan saatlik
ornekler olgiilerek sistemde 6ngdriilen miktarlar ile
karsilagtirilmis ve uyumlu olduklar: tespit edilmis-
tir. Bu dl¢iimlerin uyumlu olmasi bilgisayar prog-
ramina verilen gecis hizlarmin sistem tarafindan
dogru olarak uygulandigimi belirlemistir.
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Sekil 1. L. plantarum T129 susunun TIM-1 sistemindeki canli
kalma yiizdesi

TUBITAK L. plantarum T129 susunun canlihig
%59.7+10.6 olarak belirlenmistir. TUBITAK
susunun canliligi Sekil 1’de verilmistir. Sugun can-
lihig1 fizyolojik kosullarda 240 dakikadan sonra

diisiis gostermistir. Bu diislis daha 6nce yapilan
caligmalarda da gozlenmistir. (Marteau ve ark.
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1997). Ancak toplam canli kalma oran1 deneyin
sonuna kadar artmaya devam etmistir. Alt1 saatlik
deney sonunda mide ve incebagirsak bdliimlerinde
kalan toplam bakteri sayis1 toplam saymin
%4.6+0.6’s1 olmustur. TIM-1 sisteminin in vivo
canli kalma yiizdeleri ile benzer canlilik degerleri
verdigi daha Once yapilan karsilastirmali ¢aligma-
lar ile gosterilmistir (Marteau ve ark. 1997). Farkli
besin bilesimi ve mide bosaltim zamanlar kulla-
nilmis olsa da bu calismada zeytinden izole edilen
L. plantarum T129 susunun Marteau ve arkadasla-
rmin (1997) calistigi yogurt bakterilerinden daha
yliksek canliliga sahip oldugu kesin olarak tespit
edilmistir. Susun probiyotik olarak yogurda ilave
edilen Bifidobacterium bifidum ve Lactobacillus
acidophilus suglan ile benzer canli kalma oranlari-
na sahip oldugu tespit edilmistir. (Marteau ve
ark.1997)

Yayinlanmamis bir calismada iki L. plantarum
susunun ayni kosullardaki canliliklar1 belirlenmis-
tir. Bu c¢alismalar sonucunda probiyotik oldugu
bilinen bir L. plantarum susunun canl kalma oram
%61.3, bitkiden izole edilen bir L.plantarum
susunun canliligi ise %32.1 olmustur. L. plantarum
T129 susu, ayni kosullarda TIM-1 ir vitro mode-
linde probiyotik etkisi bilinen bir L.plantarum
susuna yakin canlilik géstermistir (TNO’dan alian
kisisel bilgi).

L. plantarum T129 susunun antimikrobiyal aktivi-
tesi de calistlmistir. L. plantarum T129 susunun
enterokoklara kars1 antimikrobiyal aktivitesi Tablo
1’de verilmistir. Buna gore, L. plantarum T129
susunun test edilen enterokok suslarindan besine
kars1 pozitif kontrolden daha etkili, diger bes
enterokok susa kars1 ise kontrole gore daha az etki-
li oldugu belirlenmistir. Susglar incelendiginde,
T129 susunun antimikrobiyal aktivitesinin sus baz-
11 oldugu tespit edilmistir.

L. plantarum tiirii gérece fazla gene sahiptir ve pek
cok farkli ¢cevreye adapte olabilme yetenegine sa-
hiptir (de Vries ve ark. 2006). L. plantarum igeren
saglik tirtinleri genellikle kapsiil veya igecek olarak
pazarlansa da pek ¢ok fermente bitkisel {iriin, siit
ve et lrlinlerinde bu bakterilere rastlamak miim-
kiindiir (de Vries ve ark. 2006). Bu ozellik; L.
plantarum’un zeytin dahil pek ¢ok fermente {iriine,
iirlin ozellikleri degistirilmeden kolayca adapte
edilebilmesine yardimci olacaktir.
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Tablo 1. L.plantarum T129 susunun enterokoklara kars1 antimikrobiyal aktivitesi

TTC03.0262 T129
Sus ad1 Tiir adi Lactococcus lactis (pozitif kontrol),  Lactobacillus plantarum
inhibisyon zon ¢ap1 (mm) inhibisyon zon ¢ap1(mm)
TTC 98.0259 Enterococcus faecalis 3 5
TTC 99.0138 Enterococcus hirae 1.5 6
TTC 00.0173 Enterococcus faecalis 4 5
TTC 00.0251 Enterococcus faecium 3 0
TTC 00.0395 Enterococcus faecalis 5 2
TTC 00.0551 Enterococcus faecium 7 0
TTC 00.0632 Enterococcus hirae 2 0
2008.282 Enterococcus faecalis 1.5 10
2010.83 Enterococcus pseudoavium 6.5 0
2013.074 Enterococcus faecium 1.5 6
TTC 03.0262 Lactococcus lactis 0
T129 L. plantarum T129 -
L. plantarum’un uzun yillardir insanlar tarafindan  Sonug

giivenle tiiketildigine dair aragtirmalar mevcuttur:
L. plantarum 299v susu ile Sprague-Dawley sigan-
lar1 lizerine yapilan bir calismada, damar yolu ile
kanlarma L. plantarum 299v susu enjekte edilen
siganlarin kanlarinda ve kalplerinde 96 saat sonra
hicbir L. plantarum hiicresine rastlanmamistir. Bu
sonug, L. plantarum’un bagirsak bariyerini gegse
bile patojenik bir etki gdstermeyecegini goster-
mektedir (Adawi ve ark., 2002). L.plantarum’un
farkli suslart yetigkin saglikli bireylerde farkli sag-
lik faydalar1 ile iligkilendirilmistir. Test edilen
suslar; diskidaki kisa zincirli yag asitlerinde yiik-
selme, fekal enterobakter sayimlarinda alt1 kata
kadar azalma ve LDL kolesterol ile fibrinojen mik-
tarinda diisiis ile iligkilendirilmislerdir (Johansson
ve ark. 1998; Kingamkono ve ark. 1999,
Naruszewicz ve ark. 2002).

L. plantarum T129 susunun enterokok sayisini
diisiirebilme potansiyeli in vitro olarak gdsterilmis
olup, in vivo ¢aligmalar ile bu etkinin teyit edilmesi
gerekmektedir.

Kaynaklar

Yapilan calismalarda farkli L. plantarum suslan
farkli saglik faydalar ile iligkilendirilmis ve bu
calismada, L. plantarum T129 susu TIM-1 in vitro
sindirim sisteminde yiiksek canlilik gostermistir.
Ancak L. plantarum T129 susunun probiyotik etki-
sinin plasebo kontrollii ¢ift kor capraz klinik ¢a-
lismalar ile de gosterilmesi gerekmektedir. Bu
susun tuz direncinin artirilmasi ve sindirim siste-
minden gecisinin iyilestirilmesi igin tersine
metabolik miihendislik ¢aligmalart da halen siirdii-
rilmektedir.
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