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PROBIYOTIKLER

Probiyotikler, yeterli miktarda alindigi zaman konakg! Gzerinde sagliga yararh etkiler
saglayan canli mikroorganizmalar olarak tanimlanmaktadir (FAO/WHO, 2011).

)

Elie Metchnikoff

Probiyotiklere olan ilgi 20. ylizyilin baslarinda Rus bilim adami Metchnikoff’'un daha uzun
bir yasam icin laktobasilleri iceren fermente sut Grlnlerinin tiketimini tavsiye etmesiyle
baslamistir.



* Yirminci yuzyillin baslarinda Metchnikoff tarafindan izole
edilen ve klasik yogurt yapiminda kullanilan S. thermophilus
ve L. delbrueckii subsp. bulgaricus bakterilerinin insan
sindirim sisteminde canliliklarini yeteri kadar koruyamadigi

belirlenmistir.
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S. thermophilus ve L. delbrueckii subsp.
bulgaricus’un  bagirsak sisteminde yasama
yetenekleri cok dusiuk oldugundan, yogurda
ekstra fizyolojik nitelikler ve besin degeri
kazandirmak amaciyla bu bakterilere ek olarak L.
acidophilus, L. lactis, L. casei ve Bifidobacterium
subsp. gibi probiyotik bakterileri iceren kulttrler
kullanilabilmektedir.



Lactobacillus acidophilus

e L. acidophilus, ilk olarak 1900 yilinda Alman bilim adami Ernst Moro tarafindan
cocuk diskisindan izole edilmistir. 1936 yilinda “Thermobacterium intestinale” olarak
adlandirilan bu bakteri, 1970 yilinda asidik ortamda gelisme gdosterebilen laktik asit
bakterisi anlamina gelen Lactobacillus acidophilus olarak yeniden adlandirilmistir.

 Optimum gelisme pH’si 5.5-6.0 olup, optimum gelisme

L 4
l (fd&‘ 35-38°C’de gerceklesmektedir.
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L. acidophilus, bagisiklik sisteminin ve antibiyotik

,’~/ ‘ tedavisi sonrasi bagirsak florasinin dizenlenmesi, farkl
s 'i.' nedenlere baglh diyarelerin hafifletiimesi, kolesterol
P L ‘ duzeylerinin azaltilmasi, vitaminlerin Gretilmesi ve laktoz
\s~ ‘Q intoleransinin hafifletilmesi gibi bircok etkisinin oldugu

bilinmektedir.



SINDIRIM SISTEMI
= Gastrointestinal Modeller




Agiz

* Cigneme ve tiikiiriikle karistirma

« PpH5-7

Gegig siiresi: 10 sn - 2 dk

Tiikiiriik enzimleri ( amilaz, lingual lipaz)

Mide

ince bagirsak

Makromolekiillerin yikimi ve besinlerin
emilimi
pH6-7.5

Kimiisiin mekanik ve enzimatik prosesi
pH1-5
Gecis stiresi: 15 dk - 3 sa

HCIl, pepsin, gastrik lipaz

Kolon

Gecis siiresi: 2 -5 sa

Pankreas salgisi, safra, NaHCO3

Sindirilmeyen besinlerin mikrobiyal
fermentasyonu ve suyun reabsorpsiyonu

pHS5-7
Gegis siiresi: 12 - 24 sa

Mikrobiyota




Gastrointestinal modeller

Gida ve ilacglarin sindirimini simile eden in vitro calismalar; nispeten kolay, hizli, givenilir
oldugu ve ozellikle in vivo calismalarda karsilasilan etik kisitlamalar bulunmadigi icin
glinimuzde yaygin olarak kullanilmaktadir.

Gastrointestinal sindirim sistemini simule eden in
vitro gastrointestinal modeller;
* sindirim sistemindeki islemlere maruz kalmasi

istenen ornegin cogunlukla hareketsiz oldugu
ve hidrasyon, karistirma ve kayma kuvveti gibi
@ cesitli fiziksel islemlerin goz ardi edildigi statik
modeller ile
In Vitro In Vivo

* invivo kosullarda gerceklesen fiziksel ve
mekaniksel islemler ile zamansal degisikliklerin
de simuile edildigi dinamik modeller olmak
uzere iki gruba ayrilmaktadir.
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Probiyotik Yogurt Uretimi
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Dinamik in vitro gastrointestinal modelin olusturulmasi

R
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(1) Agiz, (2) Mide, (3) ince bagirsak.



Simiule edilen parametreler;

»Vicut sicaklhgi,
»PpH,
> agiz bolgesinde tikirik salgisi kontrold,

» Mide bolgesinde HCl ve pepsin salgisi
kontroll

»Ince bagirsak bélgesinde NaHCO,,
pankreatin ve safra salgisi kontroli

» Gastrointestinal sistem bolimlerinde
kalma ve gecis streleri

» Anaerobik ortam (N, gaziyla yikama)
» Karistirma




Dinamik in vitro gastrointestinal modelin isleyisi

Agiz Mide Ince bagirsak
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* A M-1, M-2, B-1 ve B-2; agiz sonu, midede 1. saatin sonu, midede 2. saatin sonu, ince bagirsakta 1. saatin sonu, ince bagirsakta 2.
saatin sonu olmak tzere érnekleme noktalarini temsil etmektedir



Dinamik in vitro gastrointestinal modelin agiz kismi

Agiz Mide Ince bagirsak
> >
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» Tukurik salgisini simile etmek icin miisin, a-amilaz enzimi
ve %40’lik NaOH c¢ozeltisi kullanilmistir.

> Ornekler agiz ortamina girdikten sonra ortam pH’si pH 6.9’a
ayarlanmis ve 2 dk boyunca pH 6.9’da sabit kalmasi
saglanmistir.



Dinamik in vitro gastrointestinal modelin mide kismi

» Mide salgisini simiile etmek icin pepsin enzimi, miisin ve
1 M HCI ¢ozeltisi kullaniimistur.

» Agiz ortamindan pH 6.9°da ayrilan 6rnek mideye ulastiktan
sonra 1 saat icerisinde kademeli olarak ortam pH’sinin pH
2.5’a diismesi ve sonrasinda 1 saat boyunca pH 2.5’da sabit
kalmasi saglanmistir.
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Dinamik in vitro gastrointestinal modelin ince bagirsak kismi

Agiz Mide Ince bagirsak
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» Ince bagirsak salgisini simiile etmek icin pankreatin
enzimleri, safra tuzu ve 1M NaHCO; ¢dzeltisi kullaniimistir.

» Mide ortamindan pH 2.5’da ayrilan 6rnek ince bagirsaga
ulastiktan sonra 15-20 dk icerisinde kademeli olarak ortam
pH’sinin pH 6.5’a yikselmesi ve sindirim islemi sonuna kadar
pH 6.5’da sabit kalmasi saglanmistir.
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Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus sayisi

Probiyotik yogurt orneklerinde bulunan L. delbrueckii subsp. bulgaricus’un dinamik in vitro gastrointestinal modelden gecisi
suresince belirlenen sayim sonugclari (log kob/g)

Ornek| Siire (dk) YP Yi YK

U 0 7,95+0,03 || | 8,15+0,02 8,14+0,02
A 2 7,90£0,02 | 8,03+0,01 8,10+0,08
M-1 60 7,25+0,01 | 7,89+0,05 8,08+0,01
M-2 120 4,14+0,65 | 5,37+0,05 5,55+0,06
B-1 180 3,66+0,00 | 4,80+0,01 5,15+0,01
B-2 240 3,75+0,05 ||| 4,74+0,01 5,08+0,01

U: Urtinlerde bulunan L. delbrueckii subsp. bulgaricus sayisi, A: Agiz sonu,

M-1: Midede 1. saatin sonu, M-2: Midede 2. saatin sonu, B-1: ince bagirsakta 1.

saatin sonu, B-2: ince bagirsakta 2. saatin sonu olmak lizere érnekleme
noktalarini temsil etmektedir.

YP: Peyniralti suyu proteini ilavesi ile standardize edilmis siitten Gretilen

probiyotik yogurt drnegi
YI: Indlin ilavesi ile standardize edilmis sitten uretilen probiyotik yogurt 6rnegi
YK: Krema ilavesi ile standardize edilmis sutten Uretilen probiyotik yogurt 6rnegi

L. delbrueckii subsp. bulgaricus
sayisindaki azalma orani (%)
Gastrointestinal sistem islem
basamaklari

Agiz sonu (A) 030 c
Midede 1. saatin sonu (M-1) 2.74 c
Midede 2. saatin sonu (M-2) 20.18
ince bagirsakta 1. saatin sonu (B-1) | 41.75
ince bagirsakta 2. saatin sonu (B-2) | 44.04
Uriin ¢esidi

YP 27.57 a
Yi 20.16
YK 17.68
Varyasyon kaynaklari

Gastrointastinal sistem islem

basamaklari (G) e
Uriin cesidi (0)

GxU

**P<0.001 diizeyinde dnemli



Dinamik in vitro gastrointestinal modelden gecis suiresince orneklerde belirlenen
ortalama L. delbrueckii subsp. bulgaricus sayilarina ait logaritmik degerlerdeki degisim

A1z Mide Ince bagirsak
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YP: Peyniralti suyu proteini ilavesi ile standardize edilmis slitten Uretilen probiyotik yogurt 6rnegi

Yi: indilin ilavesi ile standardize edilmis siitten retilen probiyotik yogurt drnegi
YK: Krema ilavesi ile standardize edilmis sutten Uretilen probiyotik yogurt ornegi



Streptoccoccus thermophilus sayisi

Probiyotik yogurt 6rneklerinde bulunan S. thermophilus un dinamik in vitro gastrointestinal modelden gecisi sliresince

belirlenen sayim sonuglari (log kob/g)
S. thermophilus sayisindaki

Ornek| Siire (dk) YP Yi YK azalma orani (%)
U 0 8,52+0,15 9,05+0,01 9,10+0,05 Gastrointestinal sistem islem
A 2 8,49+0,03 | 9,01#0,03 | 9,06%0,02 SEEEIIELLEDL
M-1 60 | 6,690,00 | 3,52:0,02 | 6,31%0,01 ’:/ISZ:(;):‘; (Qat,n mm—— f;‘gz c
| : | u (M- :
- + + +
V-2 L0 3,0640,01 0,000,00 2,420,04 Midede 2. saatin sonu (M-2) 5299 b
B-1 180 0,00+0,00 0,00£0,00 0,00+0,00 ince bagirsakta 1. saatin sonu (B-1) | 84.02 a
B-2 240 0,00£0,00 || 0,00£0,00 0,00£0,00 ince bagirsakta 2. saatin sonu (B-2) | 100.00 a
U: Urtinlerde bulunan S. thermophilus sayisi, A: Agiz sonu, M-1: Midede 1. saatin Uriin cesidi
sonu, M-2: Midede 2. saatin sonu, B-1: ince bagirsakta 1. saatin sonu, B-2: ince YP 47.16 a
bagirsakta 2. saatin sonu olmak lizere 6rnekleme noktalarini temsil etmektedir. Yi 62.34
YP: Peyniralti suyu proteini ilavesi ile standardize edilmis siitten Gretilen YK 44.29
probiyotik yogurt drnegi Varyasyon kaynaklari
Yi: indilin ilavesi ile standardize edilmis siitten iiretilen probiyotik yogurt érnegi Gastrointastinal sistem islem * % %

YK: Krema ilavesi ile standardize edilmis sutten Uretilen probiyotik yogurt ornegi basamaklari (G)

Uriin cesidi (0)
GxU

**P<0.001 diizeyinde dnemli



Dinamik in vitro gastrointestinal modelden gecis suiresince orneklerde belirlenen
ortalama S. thermophilus sayilarina ait logaritmik degerlerdeki degisim
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YP: Peyniralti suyu proteini ilavesi ile standardize edilmis slitten Uretilen probiyotik yogurt 6rnegi
Yi: indilin ilavesi ile standardize edilmis siitten retilen probiyotik yogurt drnegi
YK: Krema ilavesi ile standardize edilmis sutten Uretilen probiyotik yogurt ornegi



Lactobacillus acidophilus LA-5 sayisi

Probiyotik yogurt 6rneklerinde bulunan L. acidophilus LA-5’in dinamik in vitro gastrointestinal modelden gecisi stiresince

belirlenen sayim sonuglari (log kob/g)

Ornek| Siire (dk) YP Yi YK

U 0 8,09+0,01 ||| 8,16+0,00 8,21+0,01
A 2 8,07+0,02 | 8,11+0,04 8,15+0,03
M-1 60 8,05+0,00 | 8,06+0,02 8,06+0,05
M-2 120 4,48+0,09 | 6,23+0,09 6,65+0,01
B-1 180 4,19+0,06 | 4,99+0,03 5,21+0,02
B-2 240 3,20+1,00 ||| 4,83+0,07 5,12+0,10

U: Uriinlerde bulunan L. acidophilus LA-5 sayisi, A: Agiz sonu, M-1: Midede 1.

saatin sonu, M-2: Midede 2. saatin sonu, B-1: ince bagirsakta 1. saatin sonu, B-2:

ince bagirsakta 2. saatin sonu olmak tzere dérnekleme noktalarini temsil

etmektedir.

YP: Peyniralti suyu proteini ilavesi ile standardize edilmis siitten Gretilen

probiyotik yogurt drnegi
YI: Indlin ilavesi ile standardize edilmis sitten uretilen probiyotik yogurt 6rnegi
YK: Krema ilavesi ile standardize edilmis sutten Uretilen probiyotik yogurt 6rnegi

L. acidophilus LA-5 sayisindaki
azalma orani (%)
Gastrointestinal sistem islem

basamaklari

Agiz sonu (A) 051 d
Midede 1. saatin sonu (M-1) 1.17 d
Midede 2. saatin sonu (M-2) 29.06 c
ince bagirsakta 1. saatin sonu (B-1) | 41.20 b
ince bagirsakta 2. saatin sonu (B-2) | 46.31 a
Uriin ¢esidi

YP 30.84 a
Yi 21.02 b
YK 19.10 b
Varyasyon kaynaklari

Gastrointastinal sistem islem ok
basamaklari (G)

Uriin cesidi (0) TS
GXU % % %k

**P<0.001 diizeyinde dnemli



Dinamik in vitro gastrointestinal modelden gecis suiresince orneklerde belirlenen
ortalama L. acidophilus LA-5 sayilarina ait logaritmik degerlerdeki degisim

Ag1z Mide Ince bagirsak
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L. acidophilus LA-5 sayis1 (log kob/gr)

YP: Peyniralti suyu proteini ilavesi ile standardize edilmis slitten Uretilen probiyotik yogurt 6rnegi
Yi: indilin ilavesi ile standardize edilmis siitten retilen probiyotik yogurt drnegi
YK: Krema ilavesi ile standardize edilmis sutten Uretilen probiyotik yogurt ornegi
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Sonug

* Bu calismada, probiyotik bakteri olarak Lactobacillus acidophilus LA-5 kullanilarak
probiyotik yogurt Uretilmistir. Uretilen probiyotik drnekler, laboratuvar kosullarinda
olusturulan dinamik gastrointestinal modelden gecirilmistir. Peyniralti suyu proteini,
intlin ve krema kullanilarak %15 kurumadde degerine standardize edilen cig sutlerden
uretilen probiyotik yogurt Grtnlerindeki L. acidophilus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus
ve S. thermophilus sayilari karsilastirmali olarak ortaya konulmustur.

* Calisma sonucunda elde edilen veriler degerlendirildiginde; Grinlerin bilesimindeki yag
(%), karbonhidrat (%), protein (%) miktarlarindaki farkhlarin Gretimlerde kullanilan
L. delbrueckii subsp. bulgaricus ve S. thermophilus’'un dinamik in vitro gastrointestinal
modelden gecis stiresince canliligi Gzerinde dnemli bir etkisinin olmadigi bununla birlikte
L. acidophilus’un dinamik in vitro gastrointestinal modelden gecis suresince canlligini
onemli derecede etkiledigi gorilmustar.



Sonug

* Probiyotik yogurt orneklerinde bulunan L. acidophilus’'un dinamik in vitro
gastrointestinal modelden gecisi sirasinda canliliklarinda en yuksek azalmanin
peyniralti suyu proteini ilavesi ile standardize edilmis sttten Uretilen probiyotik yogurt
orneginde oldugu ve bu ornegi sirasiyla krema ilavesi ile standardize edilmis sitten
uretilen probiyotik yogurt ve inulin ilavesi ile standardize edilmis sitten uretilen
probiyotik yogurt 6rneklerinin takip ettigi belirlenmistir.

Yogurt bilesimindeki yiksek yag oraninin, mikroorganizmaya sagladigi anaerobik ortam
ve yuksek tamponlama kapasitesi sayesinde L. acidophilus bakterisi Gzerinde simule
edilmis gastrik ortama karsi koruyucu etki yaratmis olabilecegi degerlendirilmistir.
Ayrica inulin ilavesi ile standardize edilmis sitten Uretilen orneklerde, ortamda bulunan
fermente edilebilir karbonhidrat varliginin bakteri hiicresi icerisinde ATP Uretimini
tesvik ederek, bakteri sitoplazmasindaki asidin disari pompalanmasini sagladigi ve
boylelikle L. acidophilus bakterisi Uzerinde simule edilmis gastrik ortama karsi koruyucu
etki yaratmis olabilecegi degerlendirilmistir.
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Dinamik in vitro gastrointestinal modelde sindirim

Cigneme 300 gr ornek oda sicakliginda 300 gr steril su ilave edildikten
sonra uygun bir karistiriciyla homojen hale getirilmistir.

2 gr/L a-amilaz enzimi ve 1 gr/L musin steril su icerisinde
cozundurilmastiar. Simile takarik salgisi 0,05 mL/gr 6rnek olacak

salgisi sekilde 5mL/dk hizla agiz ortamina ilave edilmistir.

Simule tukuriuk

25 gr/L pepsin ve 23 gr/L misin steril mide tampon c¢ozeltisi®
icinde ¢ozundurulmdistur. Agiz ortaminda sindirime ugrayan 6rnek
100 mL/dk akis hiziyla mide ortamini temsil eden reaktore
gectikten sonra simiile mide salgisi 0,05 mL mide salgisi/gr 6rnek
olacak sekilde mideyi temsil eden reaktore 0,25 mL/dk hizla ilave
edilmistir.

Simule mide salgisi

Simule ince bagirsak |1 gr/L pankreatin ve 12gr/L safra steril ince bagirsak tampon

salgis cozeltisi”™ icinde ¢ozindirilmustir. Mide ortaminda sindirime
ugrayan o6rnek 100mL/dk akis hiziyla ince bagirsaga gectikten
sonra simile ince bagirsak salgisi 0,25 mL ince bagirsak salgisi/gr
ornek olacak sekilde ince bagirsagi temsil eden reaktore 3 mL/dk
hizla ilave edilmistir.

"Mide tampon ¢ozeltisi: 2,2 gr/L KCl, 6,2 gr/L NaCl, 1,2 gr/L NaHCO; 0,22 gr/L CaCl,
“Ince bagirsak tampon ¢ozeltisi: 5,0 gr/L NaCl, 0,6 gr/L KCl, 0,25 gr/L CaCl,



