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One Cikanlar

* Lactobacillus cinsine ait 20 bakterinin bes farkli metot ile antioksidan aktiviteleri belirlenmistir.
« Kullanilan yontemlere gore, bakterilerin antioksidan aktivitelerinde farkliliklar olmustur.

« Bakteri yogunlugu fazla oldugunda daha yiiksek antioksidan aktivite tespit edilmistir.

« Bakteriler en iyi DPPH radikalini siipiirerek yiiksek antioksidan aktivite gostermiglerdir.

Makale Bilgileri Ozet

Calismada, siit iiriinleri kaynaklh Lactobacillus cinsine ait 20 bakterinin bes farklt metot ile (2-difenil-1-
Gelis: 05/11/2020 pikrilhidrazil (DPPH) serbest radikalini giderme, Fe*? iyonu selatlama, plazma lipit peroksidasyonu,
Kabul:22/11/2020 hidroksil radikalini siipiiriicii aktivitesi ve siiperoksit anyon radikali siipiiriicii aktivitesi) antioksidan

aktiviteleri arastirilmistir. Suglarin, metotlarin hepsinde farkli oranlarda antioksidan etki gosterdigi

bulunmugstur. Suslarin DPPH serbest radikali giderme yetenegi degerlendirildiginde, Lactobacillus brevis
Anahtar Kelimeler KIR12 susunda %81,9 oraninda en yiiksek aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Bakterilerin metal selatlama
aktiviteleri %40,5 ile %31,8 arasinda degisirken, en yiiksek aktiviteyi L. fermentum BPS5 susu gostermistir.
Calismada lipit peroksidasyonunun inhibisyonunda suslar arasimdaki en yiiksek inhibisyon L. rhamnosus
SMC6 susunda %39,2 olarak, en diisiik inhibisyonu ise L. delbrueckii ssp. bulgaricus /2L susunda %30.2
olarak tespit edilmistir. Calisilan kiiltiirler arasinda, hidroksil radikalini stipiiriicii etki gosteren suslarin L.
fermentum FKK3 (%45,8) ve L. brevis YG7 (%43,6) oldugu belirlenmistir. Suslar arasindaki siiperoksit
radikali siipiiriicii aktiviteleri kiyaslandiginda ise; %75,0 ile %10,4 araliginda degisen degerler tespit
edilmigstir. Bu ¢alisma sonucunda, kullanilan yontemlere gore bakterilerin antioksidan aktivitelerinde farklilik
oldugu belirlenmistir. Antioksidan aktivitesi yiiksek yetenekteki suglarin gida alaminda yeni potansiyel
antioksidan ajanlar olarak kullanilabilecektir.
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« The antioxidant activities of 20 Lactobacillus bacteria were determined by five different methods.
* According to the methods used, there were differences in the antioxidant activities of bacteria.

» When the bacteria density is higher, higher antioxidant activity was detected.

« The bacteria were showed high antioxidant activity by scavenging the best DPPH radical.

Article Info

Abstract
In this study, antioxidant activities of 20 Lactobacillus bacteria that originated from dairy products were
Received: 05/11/2020 investigated by five different methods (2,2-diphenyl-1-1-picrylhydrazyl (DPPH) free radical scavenging,
Accepted: 22/11/2020 ferrous ions (Fe*?) chelating capacity, plasma lipid peroxidation, hydroxyl radical, and superoxide radical
scavenging activity). It was determined that the strains have different antioxidant effects in all of the methods.
When the DPPH free radical scavenging ability of the strains was evaluated, it was determined that
Keywords Lactobacillus brevis KIR12 strain had the highest activity at a rate of 81.9%. Fe*? chelating activities of the
. bacteria were in the range of 31.8 — 40.5% and L. fermentum BP5 showed highest activity (40.5 %) among
Lactobacillus spp., the others. In the present study while L. rhamnosus SMC6 has highest lipid peroxidation inhibition (39.2%),
Probiotic, . L. delbrueckii ssp. bulgaricus 12L has lowest inhibition (30.2%). Among the cultures studied, the strains
Antioxidant activity showing hydroxyl radical scavenging effect were L. fermentum FKK3 (45.8%) and L. brevis YG7 (43.6%).

When the superoxide radical scavenging activities among the strains are compared; values varying between
75.0% and 10.4% were determined. As a result of this study, it was determined that there is a difference in
antioxidant activities of bacteria according to the methods used. The strains that have high antioxidant
activity may be used as a new potential antioxidant agents in food industry.
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Hava kirliligi, bozulmus gidalar ve ilaglar gibi faktorler sonucunda olusan serbest radikaller, viicuttaki
hiicrelere saldirarak tahribata yol agmaktadir [1]. Serbest radikaller biyolojik sistemlerde ¢ok reaktiftir.
Serbest radikallerin viicutta asir1 liretilmesi sonucunda ateroskleroz, kanser, kronik bobrek hastaligi,
norodejeneratif hastaliklar, Alzheimer hastalig1, siroz, artrit ve Parkinson hastalig1 gibi yasami tehdit eden
hastaliklara neden olabilmektedir [2, 3]. Hiicrelerin bu reaktif tiirlere (serbest radikaller) karsi savunma
kabiliyetini arttirmak igin, antioksidanlar olarak adlandirilan bazi dogal ve kimyasal bilesikler
bulunmaktadir [4]. Antioksidanlar, serbest radikallerin ara iirlinlerini kaldirarak zincir reaksiyonlarini
sonlandirmakta ve kendilerini oksitleyerek diger oksidasyon reaksiyonlarini inhibe etmektedirler [5].

Antioksidanlar, dogal ve sentetik antioksidanlar olarak iki gruba ayrilirlar [4]. Sentetik antioksidanlar, daha
yliksek performans ve stabilite, diisiik maliyet ile genis kullanilabilirlik sunmalari nedeniyle dogal
antioksidanlarin yerine kullanimi1 yaygindir [6]. Sentetik antioksidanlarin suda ¢oziiniirliigiiniin az olmasi,
pahali olmasi, antioksidan verimliliginin diisiikk olmasi ve yiiksek toksisite gostermeleri nedeniyle daha
fazla antioksidan aktivite gosteren ve ekonomik olan dogal antioksidanlar son yillarda daha ¢ok tercih
edilmektedir [4].

Son yillarda yapilan g¢aligmalar, viicudun oksidatif stresle savasmasina yardimci olmak igin yeni
molekiillerin ve maddelerin arastirilmasina odaklanmistir; bunlardan biri de probiyotik bakterilerin
kullanimidir [2, 7, 8]. Probiyotiklerin antioksidatif enzimleri ve bagisiklik arttirici etkileri degistirerek
oksidatif stresi azalttigi ve antioksidan etkiler sergiledigi gosterilmistir [7]. Antioksidan maddelerin
iiretilmesi ve serbest radikal temizleme faaliyetleri disinda, probiyotiklerin ayn1 zamanda bir dereceye
kadar metal selatlama faaliyetleri de gosterdigi rapor edilmistir [9]. Farkli cinslere ait bir¢ok
mikroorganizma probiyotik olarak kullanilirken, Lactobacillus, Bifidobacterium ve Streptococcus tiirleri
en yaygin kullanilan probiyotik bakterilerdir [2]. Probiyotikler igerisinde yer alan laktik asit bakterileri
(LAB) yaygin olarak gida ve tip alaninda kullanilmaktadir [10]. Laktik asit bakterilerinin, i¢erisinde yer
alan Lactobacillus cinsi bakterilerin insan sagligi iizerindeki probiyotik etkileri dikkat cekicidir.
Lactobacillus tiirleri saglikli insan mikrobiyotasinin 6nemli iiyeleridir [11] ve insan bagirsak sisteminde
yliksek hayatta kalma oranina sahiptir. Ayrica, fenolik bilesikler dahil antioksidan metabolitler tireterek iyi
antioksidan aktivite saglarlar [12]. Bu ¢alismada, potansiyel probiyotik Lactobacillus cinsi bakterilerin
farkl1 yontemlerle antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi ve kullanilan antioksidan ydntemleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olup olmadiginin belirlenmesi hedeflenmistir.

2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Bakteriler ve Gelisme Ortamlari

Bu arastirmada, Gazi Universitesi Biyoteknoloji Laboratuvari Kiiltiir Kolleksiyonunda bulunan peynir ve
yogurttan izole edilmis ve 16S rDNA ile molekiiler olarak tanimlanmuis Lactobacillus brevis, L. rhamnosus,
L. casei, L. fermentum, L. helveticus, L. delbrueckii spp. bulgaricus tiirlerine ait 20 potansiyel probiyotik
sus kullamlmistir. Lactobacillus cinsi bakteriler Man Rogosa Sharpe (MRS) besiyerinde uygun
sicakliklarda (37°C, 42°C) 18 saat inkiibasyona birakilmistir. Gelistirilen mikroorganizmalarin saflig
kontrol edilerek, steril edilmis gliserol icerisine 1:1 oraninda stok alinmis ve -80°C’de muhafaza edilmistir.

Bakterilerin antioksidan aktivitelerinin direk etkisini belirlemek amaciyla pellet ile ¢alisilmistir. Pelletlerin
hazirlanmasi: Bakteriler, OD 600 nm =~0,600’e ayarlandiktan sonra MRS s1v1 besiyerine aktarilip uygun
kosullarda 18 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda &rnekler fosfat tamponu (PBS; 8 g/L
NaCl; 1,21 g/L K;HPOy4; 0,34 g/L KH,PO., pH 6,2) ile 13000 rpm’de 15 dK siireyle iki defa yikanmuistir.
Yikanmis pellet 10 mL PBS igerisinde McFarland 5’e (10 kob/mL) ayarlanmistir. 13000 rpm’de 15 dk
santrifiij edilmis ve slipernatant dokiiliip pellet 1 mL PBS ile siispanse edilmistir.

2.2. Antioksidan Aktivite
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Serbest radikal (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil-DPPH) giderme etkisi: 1 mL’lik 6rneklerin {izerine 1 mL
DPPH (Sigma-Aldrich) eklenerek, karanlik ortamda 1 saat bekletilmistir. Bekleme sonunda 6rnekler 13000
rpm’de 10 dakika santrifiij edilip siipernatantlar 517 nm’de spektrofometrik olarak 6l¢tilmiistir [13].

Suslarin % DPPH radikalini gideriminin hesaplanmasi ise;
% Stipiirticii Aktivite = [1- (Asmek — Aksrve) | Akontrot] X 100
Korve= PBS ¢ozeltisi

Kontrol= PBS ¢o6zeltisi ve DPPH ¢o6zeltisi

Metal (Fe*?) iyonu selatlama aktivitesi: 1 mL PBS ile siispanse edilen pellete 2 mM 0,05 mL FeCl, ve 5
mM 0,2 mL ferrozin eklenerek karanlik ortamda 10 dakika bekletilmistir. Bekleme sonunda 6rnekler 13000
rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir. Selatlama aktivitesi i¢in 562 nm dalga boyunda yapilan 6l¢iim sonucu
optikal yogunluktaki azalma belirlenerek hesaplama yapilmistir [14].

Selatlama aktivitesinin hesaplanmast;
% Demir iyonu selatlama yetenegi = [1 — (OD. / OD;)] x 100
OD;: PBS ile FeCl, ve ferrozin soliisyonu, OD1: Ornek

Plazma lipit peroksidasyonunun énlenmesi: Calisma Ou ve arkadaslarinin [15] 6nerdigi metoda gore
yapilmistir. Yogunlugu ayarlanan bakterilerden 400 pL alinarak, iizerine 400 puL plazma, 100 pL FeSO,4 ve
100 pL hidrojen peroksit (H20) ilave edilmistir. 37°C de su banyosunda 12 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda %4 TCA (trikloroasetik asit) ve yapay oksidan olan butilhidroksianizol (BHA) ortama
eklenmis ve karisim buz banyosunda bekletilmistir. Indikatdr tiobarbitiirik asit (TBA) eklenip 100°C’lik su
banyosunda 30 dk bekletilmis ve soguduktan sonra 532 nm dalga boyunda spektrofometrik olarak 6l¢iimleri
gergeklestirilmistir. Bakterilerin lipit peroksidasyonunu inhibe etme yiizdeleri asagidaki formiile gore
hesaplanmustir.

Plazma lipit peroksidasyonu inhibisyon orani = [1 — A532(Ornek) / A532(Kontrol)] x %100
Kontrol: PBS ¢ozeltisi

Hidroksil radikal siipiiriicii aktivitesi: Calisma Wang ve arkadaslarimin [16] Onerdigi metotta
modifikasyon yapilarak ¢alisiimistir. Orneklerin iizerine 1 mL brilliantblue (0,435 mM), 2 mL FeSOs (0,5
mM), 1,5 mL H,0; (%3, w/v) ilave edilmis ve 37°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Ornekler 4000 rpm’de 5
dakika santrifiij edilmis ve 624 nm de absorbanslari 6l¢iilmiistiir. Bakterilerin hidroksil radikalini stipiiriicii
etkisi asagidaki formiile gore hesaplanmistir:

% Hidroksil Radikali Siipiirticii Aktivite = [(Ao- A1) / (A- A1)] x 100

Ao: Belirli bir konsantrasyonda 6rek igeren ¢ozeltinin absorbans degeri

Ag: “'O'rnek olmadiginda ¢ozeltinin absorbans degeri

A: Ornek ve Fenton reaksiyon sistemini icermeyen ¢ozeltinin absorbans degeridir.

Siiperoksit anyon radikali siipiiriicii aktivitesi: Siispanse edilen 6rneklerin tizerine 25°C de 1sitilmig 0,2
mL pyrogallol (3 mM) ilave edilmistir. Karistmin absorbans: 325 nm’de olgiilmiis ve yiizde siiperoksit
anyonu radikalini siipiiriicii aktivitesine gore tespit edilmistir [16].

% Siiperoksit anyonu radikalinin siipiiriicii aktivitesi = [(Ao- A1) / Ag] x 100
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A: Orneklerin absorbans degeri
Ag: Ornek icermeyen ¢6zeltinin absorbans degeri

2.3. istatiksel Analizler

Tim calismalar 2 paralelli ve 3 tekerriirlii olarak yapilmis ve bulunan degerlerin ortalama sonuglar
verilmistir. Istatistiksel analizlerde SPSS Inc. Software (16.0 versiyonu, SPSS Inc., Chicago, IL)
kullanilmistir. Bakterilerin antoksidan aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan metotlar arasinda anlamli
farklilik olup olmadigini belirlemek amaciyla tek yonlii varyans analizi (ANOVA) yapilmistir.

3. BULGULAR VE TARTISMA

Insanlar yaslandikca, hiicrelerin yapisinda biriken ROS hasar1 sonucu norodejeneratif hastaliklar ve kanser
ortaya ¢ikmaktadir [7]. Baz1 arastiricilar probiyotiklerin ROS birikimini azalttig1 ve oksidatif strese karst
koruyucu etkisinin oldugunu bildirmislerdir [7, 17-19]. Lactobacillus cinsine ait tiirlerin, probiyotik
ozelliklerinin yani sira fenolik bilesikler dahil olmak {izere antioksidan metabolitler iireterek yiiksek
antioksidan aktivite gosterdigi tespit edilmistir [12, 20-22]. Calismada siit iriinlerinden izole edilen
Lactobacillus cinsine ait 20 susun, DPPH giderme, Fe*? selatlama, lipit peroksidasyonunun inhibisyonu,
hidroksil radikal siipiiriicii aktivitesi ve siiperoksit radikal siipiiriicii aktivitesi gibi farkli metotlar ile
antioksidan etkileri belirlenmistir. Suglarin hepsinde denenen yontemlerde farkli miktarlarda antioksidan
etki oldugu belirlenmistir (Cizelge 1).

Cizelge 1. Suslarin antioksidan aktiviteleri (%)

DPPH Lipit Hidroksil Siiperoksit

radikali Fe iyonu —IP radikali anyon radikali
Suslar iderim elatlama peroksidasyonunu siipiiriicii siipiiriicii
¥ g <. ’ 0p)ad.e inhibe etme purucy purucu
yetenegi (%0)2 ctenegi (%)?® aktivitesi aktivitesi
(%)b,c.d,e Yy g (%)a,b,e (%)a,b,c,d
L. delbrueckii ssp. bulgaricus 12L 61,8+4,9 34,1+0,8 30,2+1,0 22,9+3,9 50,0+3,9
L. delbrueckii ssp. bulgaricus 15L 56,3+3,1 35,4+1,9 34,0+3,9 21,9428 27,1+2,8
L. delbrueckii ssp. bulgaricus 26L 77,7+4,2 37,5+1,1 31,8+3,4 21,1+29 10,4+2,9
L.delbrueckii ssp. bulgaricus 31L 62,1+4,4 36,4+1,3 32,7+2,7 12,1+2,4 47,9424
L. delbrueckii ssp. bulgaricus 37L 71,1+1,5 36,8+3,9 31,9+2,3 8,0+1,3 66,7+4,3
L. delbrueckii ssp. bulgaricus 43L 61,2+2,1 31,8+1,5 32,2+3,0 23,2+1,8 43,7+1,8
L. brevis KIR12 81,9+4,2 32,9+0,8 31,1£1,5 31,0+1,3 45,8+1,3
L. brevis KIR3 63,3+2,2 36,0+£3,5 32,9+1,2 16,1+2,3 37,5+2,3
L. brevis SU1 64,4+3,2 36,3+3,2 36,3+1,8 22,3+1,2 31,24+4,2
L. brevis YG7 70,6+3,4 37,0£2,4 31,1£2,1 43,6+3,8 75,0+3,8
L. brevis YG9 72,9+£3,5 33,8+1,6 30,9+3,8 27,1+2,3 56,2+2,4
L. casei EMP2 78,5+1,1 35,7+2,7 31,2+1,2 24,8424 39,6+3,2
L. fermentum BP5 66,0+2,7 40,5+2,4 30,4+1,7 42,2432 54,2+1,7
L. fermentum FKK3 64,7+2,7 37,6+1,9 30,5+0,9 45,8+1,7 60,4+1,2
L. fermentum IP5 63,4+4,4 34,4+0,9 31,331 26,1+1,2 45,8+4,3
L. helveticus SU2 63,2+4,1 33,5+2,8 33,2+3,3 23,1+3,3 70,8+1,8
L. rhamnosus CEP1 62,9+3,2 34,0+1,6 31,4429 25,0+1,8 64,6+4,1
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L. rhamnosus SU3 71,6£3,5 36,1+2,3 32,4+3,6 29,4422 41,2442
L. rhamnosus SU4 62,6+3,2 34,9+1,7 30,3+2,5 27,7428 52,1+2,8
L. rhamnosus SMC6 62,8+2,3 36,6+£2,8 39,2442 28,4+3,1 66,7+2,3

a,b,c,d,e: ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidir.

Antioksidan aktivitenin belirlenmesinde sik¢a kullanilan metotlardan biri DPPH giderim yeteneginin test
edilmesidir. DPPH radikali antioksidan varliginda DPPH-H formuna doniismektedir. DPPH radikal
stiptiriicli yontemi; kolayligi, hizi, diger yontemlerle karsilastirildiginda hassasiyeti ve tekrarlanabilirligi
acisindan antioksidan aktivite calismalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ortama DPPH radikali
verildiginde olusan mor rengin giderimi ile orantili olarak antioksidan aktivite artmaktadir. 517 nm de
maksimum absorbans gosteren DPPH radikali antioksidan varliginda mor rengi sartya donmektedir. Bu
nedenle spektrofotometrik olarak ¢alisilmaktadir [23]. Ortama verilen bir ¢esit radikal madde olan DPPH’1n
bakterilerin etkisiyle siipiiriilmesinin test edilmesiyle, suslarin antioksidan aktiviteleri belirlenmektedir.
Suslarin radikal siipiiriicli aktivitesi spektrofotometrik metot ile tespit edilmistir. En yiiksek aktivite L.
brevis KIR12 (%81,9) ve L. casei EMP2 (%78,5) suslarinda goriilmistiir. Caligilan diger suslara kiyasla
DPPH giderim aktivitesi en az olan L. delbrueckii ssp. bulgaricus 15L susu (%56,3) olarak tespit edilmis
ve Lactobacillus cinsi bakterilerle yapilan ¢alismalardaki suslardan daha yiiksek DPPH giderim aktivitesi
gosterdikleri belirlenmistir. 11 LAB (Leuconostoc sp. ve Lactobacillus sp.) ile yapilan bir ¢alismada
bakterilerin, DPPH radikal siipiiriicti aktivitelerini %50’ye yakin ve iizerinde bulmuslardir. Bu suslarin
cevresel faktorleri optimize ederek, antioksidan kapasitelerini arttirarak endiistriyel materyal olarak
kullanilabilecegi bildirilmistir [20]. Yang ve digerlerinin [7] yapmis olduklar1 ¢alismada DPPH siipiiriici
etkinligi 108 kob/mL'lik L. plantarum 200655 susunda %30,51 ile en yiiksek aktiviteyi, L. rhamnosus GG
%27,93 ve L. plantarum KCTC 3108' de %20,20 oraninda bulmuslardir. Zhang ve digerleri [11], L. casei
subsp. casei SY13 ve L. delbrueckii ssp. bulgaricus LJJ suslarinin (10° kob/mL) DPPH radikal siipiiriicii
aktivitelerini sirasiyla %23,99 ve %27,50 olarak bulmuslardir. Bakterilerin DPPH radikal siipiiriicii

N

aktivitelerinin yogunluga bagh olarak degistigi goriilmektedir.

Antioksidan aktivitenin belirlenmesinde ¢alisilan bir diger yontem ise Fe*? iyonu selatlama aktivitesinin
tespit edilmesidir. Hayatimiz i¢in temel elementlerden biri olan demir, ayn1 zamanda protein, lipit ve diger
bilesenlerle reaksiyonlara girerek oksidatif hasara neden olabilmektedir [24]. Ferrozin, ferr6z iyonlar1 gibi
+2 degerlikli metal iyonlar1 ile kompleks olusturmaktadir. Olusan renkli ferrozin-metal kompleksi ise 562
nm’de maksimum absorbans gostermektedir. Metal selatlayici ajanlarin (antioksidan madde) varliginda,
kompleks olugsmaz ve meydana gelen mor renkte agilma gergeklesir. Dolayisiyla 562 nm absorbansta
meydana gelen azalma yani renkteki agilma metal selasyonunun gostergesi olarak kabul edilmektedir. Bu
calismada bakterilerin Fe*? iyonu selatlama aktivitesi, FeCl2 nin ferrozin ile koyu mor renkli bir kompleks
olusturmasina dayanilarak spektrofotometrik olarak gerceklestirilmistir. Antioksidan maddeler tarafindan
selatlanan demir iyonlari ferrozin tarafindan baglanamayacagi icin olugacak olan mor renk siddeti azalacak
ve absorbans daha diisiik olacaktir. Denenen tiim suslarin metal (Fe*?) iyonu selatlama etkisinin oldugu
belirlenmistir. En yliksek aktiviteyi L. fermentum BP5 susu %40,5, en diisiik aktiviteyi ise L. delbrueckii
ssp. bulgaricus 43L susu %3 1.8 oraninda gdstermistir. Diisiik aktivite gosteren 43L susunun DPPH giderim
aktivitesine bakildiginda ise, ortalama bir degerde (%66) etki gosterdigi tespit edilmistir. DPPH giderimi
en yiiksek olan L. brevis KIR12 sugunun da metal selatlamada ¢ok yiiksek bir etkiye sahip olmadigi (%32,9)
gozlenmistir. Riane ve arkadaslar1 [2] probiyotik bir bakteri olan Lactobacillus plantarum 15 susunun,
demir iyonlarin1 %20,52 oraninda selatlama kapasitesine sahip oldugunu bildirmislerdir. L. delbrueckii
subsp. bulgaricus LJJ ile L. casei subsp. casei SY13 suslarinin pellet ve siipernatantin selatlama
aktivitesinin arastirildif1 calismada, SY13 ve LJJ suslarinin farkli oranlarda Fe*? selatlama aktivitesi
sergiledigini, selatlama yeteneginin pellette (L. delbrueckii subsp. bulgaricus LJJ %50,55), siipernatanta
gore daha yiiksek oldugunu rapor edilmistir [11].

Oksidasyon reaksiyonlar sirasinda serbest radikaller, reaktif oksijen tiirleri ve toksik iiriinler ortaya ¢ikarak
biyolojik molekiillerde hasara yol agmaktadir [21]. Reaktif oksijen tiirlerinin yol agtig1 hasarlardan biri de
lipitler iizerinedir. Hiicrelerdeki zar fosfolipitlerinin yiikseltgenerek peroksit tiirevlerine doniismesi lipit
peroksidasyonu olarak tanimlanir [25]. Bu ¢alismada, bakterilerin lipit peroksidasyon inhibisyon orani
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%39,2-30,2 arasinda farklilik gdstermektedir. L. rhamnosus SMC6 (%39,2) ve L. brevis SU1 (%36,3)
suslarinda yiiksek inhibisyon gézlenmistir. Laktik asit bakterilerinin lipit peroksidasyon inhibisyonunda
10° kob/mL bakteri yogunlugunda en yiiksek aktiviteyi %64,4 (L. brevis MG882402)- %31,8 (L.
acidophilus ATCC 4356) oraninda degistigini bildirilmistir [12]. Bu ¢calismada daha yogun bir bakteri canli
hiicre sayis1 (10! kob/mL) ile ¢alisilmasina ragmen L. brevis SU susu %31,8 ile en diisiik inhibiyon
yetenegi gostermistir. Buda lipit peroksidasyon inhibisyonunun ayni tiirde susa bagli olarak
degisebilecegini  diisiindiirmistiir. Baska bir lipit peroksidasyonu inhbisyonu c¢aligsmasinda,
Bifidobacterium longum ATCC 15708 ve L. acidophilus ATCC 4356 bakterilerinin (10° kob/mL de) pellet
ve silipernatantinda inhibisyon oranlarinin %11 ile %29 arasinda degistigi rapor edilmistir [21]. Bu
calismada ise, bakterilerin yogunlugu 10** kob/mL olup, lipit peroksidasyonu inhibisyon oranlar1 da %30
ile %39,2 arasinda degisen degerlerdedir. Kullanilan yogunluga bagli olarak plazma lipit inhibisyonunun
degistigi dusiintilmektedir. Ayrica; Kaizu ve arkadaglar1 [26] heterofermentatif suslarin daha yiiksek
antioksidan aktiviteye sahip oldugunu bildirmislerdir. Lipit peroksidasyon inhibisyonu ¢alismasinda,
%39,2 oraninda en yiiksek aktiviteyi gosteren sus (L. rhamnosus SMC6) homofermentatif olmasina karsin,
bir diger yiiksek inhibisyon yetenegindeki L. brevis SU1 (%36,3) susu heterofermentatiftir. Dolayisiyla bu
calismada test edilen antioksidan aktivite metotlarinda heterofermentatif laktik asit bakterilerinin yiiksek
olsa da istisnalarin mevcut olabilecegini, farkli yontemlerde farkli sonuglarin aliabilecegini

gostermektedir.

Reaktif oksijen tiirleri arasinda, hidroksil radikali en reaktif kimyasaldir ve makromolekiillerde ciddi hasara
yol agar [27]. Hidroksil radikali (OH¢), Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu sonucu hidrojen
peroksitten ortaya ¢ikmaktadir. Bu ¢alismada hidroksil radikalini siipiiriicli etkide, en yiiksek aktiviteyi
gosteren suslarin L. fermentum FKK3 %45,8 ve L. brevis YG7 %43,6 oldugu tespit edilmistir. Noureen vd.
[12] yapmis olduklar bir ¢aligmada, laktik asit bakterilerinin hidroksil radikali siipiiriicii aktivitesini 10°
kob/mL bakteri yogunlugunda en yiiksek aktiviteyi %53,2- %66,4 oraninda degistigini tespit etmiglerdir.
Sonuglar, Li ve arkadaslarinin [13] yaptiklar1 benzer bir arastirmanin sonuglari ile paralel ¢ikmistir.
Geleneksel Cin fermente gidalarindan izole edilen 11 det L. plantarum susunun hidroksil radikali siipiiriicii
aktiviteleri incelemisler. Test edilen 11 sus arasindan L. plantarum C88 susunun (10* kob/mL, %44,31)
yiiksek inhibisyon gosterdigi, 108-10'° kob/mL farkli konsantrasyonlarda doza bagl olarak hidroksil

radikali siiptiriici aktivitesinin degistigi rapor edilmistir.

Stiperoksit radikalleri, mitokondride elektron tasima zinciri reaksiyonlarimin bir yan {irlinii olarak olusur ve
hiicre igin tehlikelidir. Onemli bir antioksidan savunma sistemi elemani olan siiperoksit dismutaz enzimi,
stiperoksit igindeki oksijen ve hidrojen peroksiti katalize eden bir enzim olup oksijenin toksik formuna karsi
viicudumuzu korur [12, 20]. Ji ve arkadaslarinin [20] yaptiklart bir arastirmada, Leuconostoc sp. ve
Lactobacillus sp. suslarin1 (0,2 mL) kullanarak, pirogallol oto-oksidasyonu ile siiperoksit anyon
radikallerini siipiiriicti aktivitesini test etmislerdir. SOD aktivitesini pellette c¢alistiklart 11 susun
(Leuconostoc sp. E1 ve E2 susu disinda) %35’in lizerinde stiptirticti aktivite gosterdigini, Lactobacillus sp.
S1 susunun en yiiksek aktiviteye sahip oldugunu tespit etmisler. Pelletin saflastirilmasiyla daha yiiksek bir
aktivite tespit edildigini bildirmislerdir. Bu calismada pirogallol ile calisilmis olup, suslar arasindaki
stipiirticti aktivite kiyaslandiginda ise, %75,0 ile %10,4 araliginda degisen degerler tespit edilmistir. En
yiiksek aktiviteyi gosteren susun (L. brevis YG7 %75) aynm1 zamanda hidroksil radikal siipiiriicii
aktivitesinin de yliksek oldugu (%43,6) bulunmustur. Bu ¢alismada, 1 mL konsantrasyonunda bakteri hiicre
pelleti kullanilirken, Ji ve arkadaslarinin [20] ¢alismalarinda 0,2 mL konsantrasyonunda hiicre pelleti ile
calismiglardir. Sonuglarin konsantrasyona bagli olarak degistigini, bakteri yogunlugu fazla oldugunda daha
yiiksek stipiiriicii aktivite sergiledikleri goriilmektedir.

Protein tiirevi peptitler gibi biyoaktif bilesikler, serbest radikalleri nétralize ederek bu bilesiklerin gida
tirtinlerindeki etkisini azaltmada onemli bir role sahiptir [28]. Virtanen ve arkadaslarinin [22] yapmis
olduklar1 ¢aligma sonucunda siit proteini hidrolizatlari ile hidrolizden sonra salinan peptitlerin antioksidan
aktivitesi tamimlanmistir. Antioksidan aktivitenin bazi amino asit dizilerine bagli oldugu ve yliksek
konsantrasyonlarda histidin ve baz1 hidrofobik amino asitler ile ilgili oldugu bildirilmektedir. Herna'ndez-
Ledesma ve arkadaslar1 [29] tarafindan yapilan ¢alismada tanimlanan bir peptit (Trp-Tyr-Ser-Leu-Ala-Met-
Ala-Ser-Asp-lle), BHA’dan daha yiiksek radikal siipiiriicii aktivitesine sahip oldugu bulunmustur. Buna ek
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olarak, bazi serbest amino asitlerin (¢ogunlukla aromatik), antioksidan ozellige sahip oldugu da
bilinmektedir. Ayrica arastirmalarda, siit bilesenleri oksidasyon zincir reaksiyonlarini serbest radikal
stipiiriicti 6zelligi ile sonlandirildigi rapor edilmektedir [22]. L. delbrueckii ssp. bulgaricus IFO 13953 ile
fermente edilmis siitten izole edilen k-kazeinin 6zellikle Ala-Arg-His-Pro-His-Pro-His-Leu-Ser-PheMet
dizilimindeki peptidinin DPPH radikalini indirgeme aktivitesi sergiledigi rapor edilmistir. Bu antioksidan
peptit IFO 13953 laktik asit fermentasyonu ile olusturulan bir peptit oldugu tahmin edilmistir. Bu peptidin
DPPH radikalini temizleme etkinligi BHT e gore diisiik olmasina ragmen, peptit -karoten renk giderimi
sistemi BHT den yaklasik 5 kat daha giiglii antioksidan aktivite gostermistir [30].

LAB c¢esitli yollarla antioksidan aktivite gosterir, siiperoksit dismutaz (SOD) gibi enzimleri salgilayarak
dogal hiicresel antioksidan savunmay1 giiglendirebilirler. Biiyiik enzimatik olmayan antioksidan ve serbest
radikal temizleyici olan glutatyonun (GSH) iiretilmesini saglar. Ayrica, ekzopolisakkaritler (EPS) gibi baz1
antioksidan biyomolekiillerin tiretimini de uyarir [31]. LAB’de glutatyon disinda birkag¢ diisiik molekiillii
antioksidan da bildirilmistir. Laktik asit bakterilerinden elde edilen diisiik molekiil agirlikli antioksidanlarin
gida endiistrisi ve insan sagligi i¢in son derece faydali olmasi beklenmektedir. Bugiine kadar, LAB’de
manganez siiperoksit dismutaz ve NADH peroksidaz gibi ¢esitli antioksidan enzimleri bildirilmistir.
LAB’de antioksidan ferritin-likeiron-binding proteini (Dpr) adi verilen bir demir baglayici protein de tespit
edilmigtir. Dpr iizerinde yapilan ¢aligma sirasinda, serbest hiicre ekstraktlari diisiik molekiil agirlikli
fraksiyonu ile fenton reaksiyonu inhibe aktivitesi tespit edilmistir. Dpr proteini {izerine ¢alismalar
siirmektedir. Tiim bu veriler probiyotiklerin 6zellikle de laktik asit bakterilerinin, reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS), gastrointestinal bozukluklarda terap6tik bir role sahip olabilecegini diisiindiirmektedir [10].

Bu ¢alisma sonucunda test edilen suslarin farkli oranlarda olmakla birlikte antioksidan yetenekte olduklari
bulunmustur. DPPH radikali siipiiriicii aktivite, Fe*? selatlama, lipit peroksidasyonunu inhibe etme,
hidroksil radikali siipiiriicii aktivite ve siiperoksit radikali siipliriicii aktivite arasinda bir iligki olup
olmadigim arastirmak i¢in SPSS Inc. Software (16.0 versiyonu, SPSS Inc., Chicago, IL) programu ile
ANOVA testi yapilmig ve analizler sonucunda ¢alisilan yontemler arasinda anlamli bir fark oldugu tespit
edilmistir (p<0,05).

Suslarin antioksidan aktivitelerindeki farkliligin nedeni heniiz tam olarak agiklanamamaistir. Bu sonuglar ve
giiniimiize kadar yapilan ¢aligmalar antioksidan aktivitenin proteolitik aktiviteyle baglantili olabildigini,
ac1ga cikan peptitlerle ilgili olabilecegi, tiire, susa ve doza bagl olarak degisebilecegi rapor edilmistir [12,
21, 22, 27, 30]. Ayrica, antioksidan aktivitenin izolasyon kaynagina bagli olarak da degisebilecegi
disiiniilmektedir. Bu ¢aligmada peynirden izole edilen suslarin, yogurttan izole edilen suslara kiyasla daha
yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Yiiksek antioksidan yetenegine sahip olan L. brevis
KIR12, L. fermentum BP5, L. rhamnosus SMC6, L. fermentum FKK3, L. brevis YG7 suslarinin gida ve
probiyotik uygulamalarda kullanilabilme potansiyelleri bulunmaktadir. Wilson ve arkadaslari [32]
antioksidan etki ile antikanserojenik etkinin baglantili oldugunu belirtmislerdir. Dolayisiyla g¢alisilan
suslarin antikanserojenik etkinlige de sahip olabilecegini diigiindiirmektedir. Bu suslarin antikanserojenik
etkilerinin belirlenmesinden sonra probiyotik olarak oksidatif hasarin yol agtig1 hastaliklarin 6nlenmesinde
dogal antioksidan kaynagi olarak kullanilabilme potansiyelleri de olabilecektir.
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