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Özet 

Türkiye dünyanın üçüncü en büyük sofralık zeytin üreticisidir. Bir laktik asit bakterisi olan Lactobacillus 
plantarum T129 suşu Marmara Bölgesi’ndeki zeytin işleme havuzlarının salamuralarından izole edilmiştir. 
Probiyotikler uygun miktarda alındığında konakçısına sağlık faydaları sağlayan canlı organizmalar olarak tanım-
lanmıştır. Laktik asit bakterileri insan bağırsağında bulunduklarından ve uzun yıllardır güvenle fermente gıdalar-
da kullanıldıklarından potansiyel probiyotik ürünlerin geliştirilmesinde aday olabilirler. Bu çalışmada, bir in vitro 
sindirim sistemi modeli kullanılarak,  L. plantarum T129 suşunun canlılık yüzdesi belirlenmiştir. Çalışmada TIM-
1, TNO in vitro Model 1 sistemi kullanılmıştır. TIM-1; insan sindirim sisteminin mide, onikiparmak bağırsağı, 
boş bağırsak ve kıvrım bağırsağı temsil eden dört bölmeden oluşan, bilgisayar kontrollü ve valide edilmiş in vitro 
bir modeldir. İki tekrarlı gerçekleştirilen çalışmada, T129 suşunun canlılığı %59.710.6 olarak tespit edilmiştir. 
Bu canlılık yüzdesi, yoğurt bakterilerinden yüksek ve Bifidobacterium bifidum ve Lactobacillus acidophilus gibi 
probiyotik bakteriler ile karşılaştırılabilir düzeydedir. Buna göre sofralık zeytinler, doğal probiyotik laktik asit 
bakterileri içeren süt ürünleri dışında bir alternatif probiyotik ürün olabilecektir. 

Anahtar kelimeler: Sofralık 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 %59.710.6 
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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Giriş 

Probiyotikler uygun miktarda uygulandığında ko-
nakçı organizmaya sağlık faydaları sağlayan canlı 
mikroorganizmalar olarak tanımlanmaktadırlar. 
(FAO/WHO 2002). Laktik asit bakterileri (LAB), 
uzun yıllardır gıda fermentasyonlarında kullanıl-
maları ve insan bağırsak mikrobiyotasının doğal 
bir bileşeni olmaları nedeni ile probiyotik ürünlerin 
geliştirilmesinde büyük bir etki potansiyeline sa-
hiptir (Lebeer ve ark. 2008). 

Probiyotik bakterilerin mide ve ince bağırsaktan 
geçişlerinde canlı kalmaları hayati önem taşımak-
tadır. Probiyotiklerin canlı kalma yüzdelerinin tür 
ve suşa bağlı değişiklik gösterdiği bilinmektedir. 
Bu nedenle her potansiyel probiyotik suşun canlı 
kalma özelliğinin belirlenmesi gerekmektedir. 

TNO (Hollanda Bilimsel Uygulamalı Araştırmalar 
Merkezi) mide ve ince bağırsak in vitro modeli -1 
(TIM-1) gibi mekanistik olarak valide edilmiş mo-
dellerin kullanımı probiyotik organizmaların canlı-
lığını belirlemede faydalıdır. TIM-1 bilgisayar 
kontrolü ile insan sindirim sistemini dinamik bir 
biçimde doğru olarak taklit etmektedir (Minekus 
ve ark., 1995). Sistemdeki dört bölme mide, oniki-
parmak bağırsağı, boş bağırsak ve kıvrım bağırsağı 
temsil etmektedir. Sistemde vücut sıcaklığı, peris-
taltik hareket, besin boşaltım hızı ve her bölüme 
özgü spesifik pH, enzim ve elektrolit seviyeleri 
gerçek fizyolojik koşullara mümkün olduğunca 
benzer bir biçimde taklit edilmektedir. TIM-1 sis-
temi probiyotiklerin canlı kalma yüzdeleri dahil 
pek çok in vivo çalışma ile valide edilmiştir 
(Marteau ve ark. 1997). TIM-1 pek çok potansiyel 
probiyotiğin mide ve ince bağırsaktan geçişinde 
canlı kalma yüzdelerinin belirlenmesinde ve canlı-
lığı sınırlayıcı faktörlerin ortaya konulmasında 
kullanılmıştır (Martinez ve ark. 2011). 

Zeytin (Olea europaea L.) Oleacea familyasının 
bir üyesidir. Güneydoğu Anadolu Bölgesi’ni de 
içine alan Yukarı Mezopotamya ve Güney Ön As-
ya’nın, zeytinin anavatanı olduğu düşünülmektedir. 
Dünyadaki tüm zeytin ağaçlarının %98’i Akdeniz 
Bölgesi’nde yer almaktadır (Anon, 2010). Zeytin 
meyvesi, acı lezzette olan polifenoller,  özellikle de 

oleuropein bileşeni nedeni ile dalından koparıldığı 
hali ile tüketilememektedir. Zeytinin tüketilebilme-
si için acılığı çeşitli yöntemler ile giderilmektedir. 
Acılık zeytinyağı elde edilmesi sırasında zeytinle-
rin ezilmesi işlemi ile sulu faza (zeytin kara suyu) 
alınarak kısmen giderilmekte veya bütün zeytin 
meyvesinin acılığı giderilerek sofralık zeytin elde 
edilmektedir (Papoff ve ark. 1996; Rivas ve ark. 
2000). 

Türkiye, sofralık zeytin üretiminde Avrupa Birli-
ği’nin ardından Mısır ile yarışarak değişen yıllık 
üretimine göre dünyada 2. veya 3. sırada yer al-
maktadır (IOOC, 2011a; IOOC, 2011b). Türkiye’de 
üretilen zeytinin önemli bir bölümü sofralık zeytin için 
ayrılmaktadır. 2009-2010 yılları arasında üretilen 
1227000 ton zeytinin 409000 tonu sofralık zeytine, 
818000 tonu ise yağlığa ayrılmıştır (Anon, 2010). 

Bu çalışmanın amacı, Marmara Bölgesi’ndeki zey-
tin işleme havuzlarının salamuralarından izole 
edilmiş olan ve ön taramalar sonucu probiyotik 
özellik potansiyeli gösteren L. plantarum T129 
suşunun, valide edilmiş bir in vitro sindirim sistemi 
olan TIM-1’deki canlı kalma yüzdesinin belirlen-
mesidir. 

Materyal ve Metot 

Materyal 

Çalışmada kullanılan L.plantarum T129 suşu, 
TÜBİTAK Marmara Araştırma Merkezi Gıda Ens-
titüsü tarafından Marmara Bölgesi’ndeki bir zeytin 
işleme suyundan izole edilmiştir. Çalışmalarda 
kullanılan bütün kimyasallar analitik saflıktadır. 

Metot 

Dinamik gastrointestinal model (TIM-1) 

TIM-1 sistemi mide, onikiparmak bağırsağı, boş 
bağırsak ve kıvrım bağırsağı temsil eden dört bö-
lümden oluşmaktadır. Her bölüm iki cam bölme-
den oluşmaktadır. Bu cam bölmeler esnek bir du-
varı kaplamakta ve bu esnek duvar sayesinde 
peristaltik hareket taklit edilebilmektedir. Bütün 
bölümler vücut sıcaklığı olan 37C’de tutulmakta-
dır. Bölümlere verilen gastrik asit, gastrik enzim, 
pankreatik enzim bikarbonat ve safra tuzları fizyo-
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lojik miktarlara uygundur. Boş bağırsak ve kıvrım 
bağırsaktaki emilim, diyaliz sistemi ile sağlanmak-
tadır. Bölümlerdeki kimüs (sindirim sisteminde yer 
alan öğün, enzim ve salgı karışımı) geçiş hızları 
eksponansiyel kuvvet serileri ile in vivo verilere 
göre ayarlanmıştır (Minekus ve ark., 1995; Marteau 
ve ark., 1997). 

Deneysel Tasarım 

Bakteri suşunun sindirim sisteminde canlı kalma 
yüzdesi, altı saatlik bir deney ile belirlenmiştir. 
Deneyde her saat, bir saat boyunca kıvrım bağırsak 
çıkışından buz üzerindeki kapta toplanan örnekler 
alınmış ve iki saat içinde bu örneklerin uygun 
dilisyonlarından 100er µl yayma plak yöntemi ile 
ekilmiştir. Altı saat sonunda midede kalan örnek ve 
bütün ince bağırsakta kalan örnek iki ayrı kaba 
toplanmıştır. Alınmış olan mide ve ince bağırsak 
örnekleri de alınmalarını takip eden iki saat içinde 
yayma plak yöntemi ile ekilmiştir. Deneyler iki 
tekrarlı olarak gerçekleştirilmiştir.  

Deney öncesi model bir dekontaminasyon protoko-
lüne göre dezenfekte edilmiştir. Bu protokolün ilk 
aşamasında sistem sabun ve fırça yardımı ile yı-
kanmış ve bütün kirler uzaklaştırılmıştır. Kirlerin 
uzaklaştırılmasının ardından sistem su ile duru-
lanmıştır. Durulanmış olan sistem 30 dakika yakla-
şık %0.5 lik hipoklorit çözeltisinde bekletilmiş, 
ardından  0.5M HCl ile durulanmıştır. 0.5M HCl 
ile durulanan sistem, son olarak hacmen %70’lik 
etanol çözeltisi ile durulanmış ve kurumaya bıra-
kılmıştır. Sistem çalıştırılmadan önce bütün tüpler 
hacmen %30 etanol ile durulanmış ve sistemdeki 
kapak ve pH elektrotları hacmen %70’lik 
etanolden geçirilmiştir.  

Bakteri kültürleri 5ml steril fizyolojik peptonlu 
suda çözünmüş 150ml yarım yağlı süt, 70ml steril 
gastrik elektrolit çözeltisi ve 5ml’lik gastrik enzim 
çözeltisi ile karıştırılarak sisteme beslenecek öğün 
elde edilmiştir. Öğünden örnek alımından sonra 
öğünün pH’sı HCl ile 5.5’e ayarlanarak modele 
beslenmiştir (Minekus ve ark. 1995). Midenin pH’ı 
fizyolojik koşullara uygun olarak 2M HCl ile bilgi-
sayar kontrollü olarak sağlanmıştır. Mide pH’sı 
deney başlangıcından 30 dakika sonra 4.2, 60 da-

kika sonra 2.9 ve 120 dakika sonra ise 1.7 olacak 
şekilde ayarlanmıştır. Onikiparmak bağırsağı, boş 
bağırsak ve kıvrım bağırsağın pH değerleri ise bi-
karbonat çözeltisi ilavesi ile sırasıyla 6.5, 6.8 ve 
7.2’de sabit tutulmuştur.  

Kimüs’ün modelden geçişi bölümler arası valf 
sistemi ile düzenlenmiştir. Mide boşaltım hızının 
yarı zamanı 40 dakika, bağırsak boşaltımının yarı 
zamanı ise 160 dakika olarak uygulanmıştır. Bö-
lümlere verilen enzim ve salgılar, Minekus ve ark. 
(1995) tarafından açıklandığı gibidir. Ancak oniki-
parmak bağırsağına verilen safra tuzu konsantras-
yonu ilk saat %4’lük, sonraki 5 saat ise %2’lik 
olarak düzenlenmiştir. 

Örnekleme ve mikrobiyolojik metotlar  

-80° C de depolanan 100µl stok kültür deney önce-
sinde 10 ml MRS besiyerine (De Man ve ark., 
1960) aşılanmış ve 16 saat 37ºC’de anaerobik ola-
rak inkübe edilmiştir. Geliştirilen kültür santrifüj 
ile çöktürülmüş ve 5ml steril fizyolojik peptonlu 
suda çözündürülmüştür. Bakteri solüsyonu daha 
önce tanımlanan şekilde besine ilave edilmiştir. 
Kültürün besine ilavesinin ardından mikrobiyolojik 
sayım için 1ml örnek alınmış ve uygun dilisyon-
larından 100er µl’si yayma plak yöntemi ile ekil-
miştir.  

Modelden alınan bütün örnekler eriyen buzun için-
de toplanmış ve 60 dakika içinde Rogosa agarlı 
katı besiyerine ekilmiştir. Ekilen plaklar 37C’de 
48 saat boyunca anaerobik olarak inkübe edildikten 
sonra koloniler sayılmıştır. 

Antimikrobiyal aktivite 

Enterobakterlere karşı antimikrobiyal aktivitenin 
belirlenmesi için T129 suşu ve pozitif kontrol ola-
rak nisin ürettiği bilinen Lactococcus lactis TTC 
03.0262 suşu 3μl’lik damlacıklar halinde MRS 
veya M17 (L.lactis suşu için) agarlı katı besiyerine 
ekilmiştir. 37C’de anaerobik inkübasyon sonrası 
oluşan koloniler kloroform ile inaktive edildikten 
sonra, üzerlerine indikatör organizmalar ve negatif 
kontrol olarak T129 suşunun kendisini içeren yu-
muşak MRS agar (%0.75 agar içeren) dökülmüş ve 
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inkübasyona bırakılmıştır. 37C’de anaerobik ko-
şullarda 16 saat gece boyu inkübasyon sonrası olu-
şan inhibisyon zonlarının çapı ölçülerek antimik-
robiyal aktivite belirlenmiştir. 

Hesaplama ve istatistik 

Bakterilerin canlı kalma yüzdeleri, sistemden çıkan 
canlı bakteri sayısının, sisteme beslenen öğündeki 
canlı bakteri sayısına oranlanması ile, koloni oluş-
turan birim (kob) bazında belirlenmiştir. 

Bulgular ve Tartışma 

TIM-1 modeli ile yapılan çalışma sonrası kullanı-
lan sıvıların miktarı ölçülerek sisteme verilen sıvı 
miktarları tespit edilmiştir. Bulunan değer ile bilgi-
sayarda okunan değerler bütün denemelerde uyum-
lu bulunmuş ve sistemin, bilgisayar kontrolü altın-
da ilgili bölümlere gerekli çözeltileri fizyolojik 
koşullarda verdiği teyit edilmiştir. Bölümlerin 
pH’sı deney boyunca takip edilmiş ve fizyolojik 
koşullara uygun olarak belirlenen grafiği takip 
ettiği görülmüştür. Deney esnasında alınan saatlik 
örnekler ölçülerek sistemde öngörülen miktarlar ile 
karşılaştırılmış ve uyumlu oldukları tespit edilmiş-
tir. Bu ölçümlerin uyumlu olması bilgisayar prog-
ramına verilen geçiş hızlarının sistem tarafından 
doğru olarak uygulandığını belirlemiştir.  
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Şekil 1. L. plantarum T129 suşunun TIM-1 sistemindeki canlı 
kalma yüzdesi  

TÜBİTAK L. plantarum T129 suşunun canlılığı 
%59.710.6 olarak belirlenmiştir. TÜBİTAK 
suşunun canlılığı Şekil 1’de verilmiştir. Suşun can-
lılığı fizyolojik koşullarda 240 dakikadan sonra 
düşüş göstermiştir. Bu düşüş daha önce yapılan 
çalışmalarda da gözlenmiştir. (Marteau ve ark. 

1997). Ancak toplam canlı kalma oranı deneyin 
sonuna kadar artmaya devam etmiştir. Altı saatlik 
deney sonunda mide ve incebağırsak bölümlerinde 
kalan toplam bakteri sayısı toplam sayının 
%4.60.6’sı olmuştur.  TIM-1 sisteminin in vivo 
canlı kalma yüzdeleri ile benzer canlılık değerleri 
verdiği daha önce yapılan karşılaştırmalı çalışma-
lar ile gösterilmiştir (Marteau ve ark. 1997). Farklı 
besin bileşimi ve mide boşaltım zamanları kulla-
nılmış olsa da bu çalışmada zeytinden izole edilen 
L. plantarum T129 suşunun Marteau ve arkadaşla-
rının (1997) çalıştığı yoğurt bakterilerinden daha 
yüksek canlılığa sahip olduğu kesin olarak tespit 
edilmiştir. Suşun probiyotik olarak yoğurda ilave 
edilen Bifidobacterium bifidum ve Lactobacillus 
acidophilus suşları ile benzer canlı kalma oranları-
na sahip olduğu tespit edilmiştir. (Marteau ve 
ark.1997) 

Yayınlanmamış bir çalışmada iki L. plantarum 
suşunun aynı koşullardaki canlılıkları belirlenmiş-
tir. Bu çalışmalar sonucunda probiyotik olduğu 
bilinen bir L. plantarum suşunun canlı kalma oranı 
%61.3, bitkiden izole edilen bir L.plantarum 
suşunun canlılığı ise %32.1 olmuştur. L. plantarum 
T129 suşu, aynı koşullarda TIM-1 in vitro mode-
linde probiyotik etkisi bilinen bir  L.plantarum 
suşuna yakın canlılık göstermiştir (TNO’dan alınan 
kişisel bilgi). 

L. plantarum T129 suşunun antimikrobiyal aktivi-
tesi de çalışılmıştır. L. plantarum T129 suşunun 
enterokoklara karşı antimikrobiyal aktivitesi Tablo 
1’de verilmiştir. Buna göre, L. plantarum T129 
suşunun test edilen enterokok suşlarından beşine 
karşı pozitif kontrolden daha etkili, diğer beş 
enterokok suşa karşı ise kontrole göre daha az etki-
li olduğu belirlenmiştir. Suşlar incelendiğinde, 
T129 suşunun antimikrobiyal aktivitesinin suş baz-
lı olduğu tespit edilmiştir. 

L. plantarum türü görece fazla gene sahiptir ve pek 
çok farklı çevreye adapte olabilme yeteneğine sa-
hiptir (de Vries ve ark. 2006). L. plantarum içeren 
sağlık ürünleri genellikle kapsül veya içecek olarak 
pazarlansa da pek çok fermente bitkisel ürün, süt 
ve et ürünlerinde bu bakterilere rastlamak müm-
kündür (de Vries ve ark. 2006). Bu özellik; L. 
plantarum’un zeytin dâhil pek çok fermente ürüne, 
ürün özellikleri değiştirilmeden kolayca adapte 
edilebilmesine yardımcı olacaktır. 
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Tablo 1. L.plantarum T129 suşunun enterokoklara karşı antimikrobiyal aktivitesi 

Suş adı Tür adı 
TTC03.0262 
Lactococcus lactis (pozitif kontrol), 
inhibisyon zon çapı (mm)  

T129  
Lactobacillus plantarum 
inhibisyon zon çapı(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 - 0 

 
 
 

 
 
 

L. plantarum’un uzun yıllardır insanlar tarafından 
güvenle tüketildiğine dair araştırmalar mevcuttur: 
L. plantarum 299v suşu ile Sprague-Dawley sıçan-
ları üzerine yapılan bir çalışmada, damar yolu ile 
kanlarına L. plantarum 299v suşu enjekte edilen 
sıçanların kanlarında ve kalplerinde 96 saat sonra 
hiçbir L. plantarum hücresine rastlanmamıştır. Bu 
sonuç, L. plantarum’un bağırsak bariyerini geçse 
bile patojenik bir etki göstermeyeceğini göster-
mektedir (Adawi ve ark., 2002). L.plantarum’un 
farklı suşları yetişkin sağlıklı bireylerde farklı sağ-
lık faydaları ile ilişkilendirilmiştir. Test edilen 
suşlar; dışkıdaki kısa zincirli yağ asitlerinde yük-
selme, fekal enterobakter sayımlarında altı kata 
kadar azalma ve LDL kolesterol ile fibrinojen mik-
tarında düşüş ile ilişkilendirilmişlerdir (Johansson 
ve ark. 1998; Kingamkono ve ark. 1999, 
Naruszewicz ve ark. 2002). 

L. plantarum T129 suşunun enterokok sayısını 
düşürebilme potansiyeli in vitro olarak gösterilmiş 
olup, in vivo çalışmalar ile bu etkinin teyit edilmesi 
gerekmektedir. 

Sonuç 

Yapılan çalışmalarda farklı L. plantarum suşları 
farklı sağlık faydaları ile ilişkilendirilmiş ve bu 
çalışmada, L. plantarum T129 suşu TIM-1 in vitro 
sindirim sisteminde yüksek canlılık göstermiştir. 
Ancak L. plantarum T129 suşunun probiyotik etki-
sinin plasebo kontrollü çift kör çapraz klinik ça-
lışmalar ile de gösterilmesi gerekmektedir. Bu 
suşun tuz direncinin artırılması ve sindirim siste-
minden geçişinin iyileştirilmesi için tersine 
metabolik mühendislik çalışmaları da halen sürdü-
rülmektedir.   
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