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Oz

Bu ¢aligmada farkli siirelerde (5, 15, 30 ve 60 dk.) ultrases uygulamasinin Saccharomyces cerevisiae var. boulardii’nin probiyotik ve
antioksidan oOzellikleri tizerindeki etkisi aragtirilmistir. Ultrases uygulamasi sonucunda S. boulardii’nin agregasyon yiizdesinde artig
tespit edilmistir ve 24 saatlik inkiibasyon sonunda minimum agregasyon yiizdesi %96 olarak belirlenmistir. Suslarin hidrofobisite
yiizdeleri %7,94 ile %]11,55 arasinda degismis olup 60 dk.’lik ultrases uygulamasi sonucunda S. boulardii’nin hidrofobisite
yiizdesinde diisiis goriilmiistiir. Ultrases uygulamasi sonucunda S. boulardii’nin diisitk pH ve safra tuzu direncinde 6nemli derecede
azalma tespit edilmigtir (P<0,05). 30 ve 60 dk.’lik ultrases uygulmasi S. boulardii’nin mide kosullarina direncini arttirmigtir. Ultrases
uygulanan ve uygulanmayan S. boulardii’nin genel canlilik diizeyi %85’in tizerinde tespit edilmistir. Test edilen antibiyotik ajanlara
kars1 farkli direng diizeyler belirlenmistir. Ultrases uygulamasi sonucu S. boulardii’nin antioksidan aktivitesi artmistir ve antioksidan
aktivite sonuglar1 %13,25 ile %39,37 arasinda degismistir. Sonug olarak elde edilen sonuglar ultrases uygulamasinin S. boulardii’nin
probiyotik ve antioksidan &zelliklerinin gelistirilmesi igin kullanilabilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Ultrases, S. boulardii, Probiyotik 6zellik, Antioksidan aktivite.

Effect of Ultrasound Application at Different Duration on Probiotic
and Antioxidant Properties of S. boulardii

Abstract

In this study, the effect of ultrasound application at different durations (5, 15, 30 and 60 min.) on the probiotic and antioxidant
properties of S. boulardii was investigated. As a result of the ultrasound application, auto-aggregation profile of the S. boulardii
increased and after the 24 h incubation minimum aggreation profile was determined as 96%. Hydrophobicity percentages of the S.
boulardii strains ranged from 7.94% to 11.55%, and there was a decrease in the percentage of hydrophobicity of S. boulardii as a
result of 60 min ultrasound application. Ultrasound application resulted a significant decrease in the low pH and bile salt resistance of
S. boulardii (P<0.05). 30 and 60 minutes of ultrasound application increased the resistance of S. boulardii to gastric conditions and
overall survival rate of ultrasound applied and non-applied S. boulardii strains were higher than 85%. Different resistance levels were
determined against tested antibiotic agents. Ultrasound application resulted higher antioxidant activity for S. boulardii and results
ranged between 13.25% and 39.37%. Finally, these results showed that ultrasound application could be used to improve the probiotic
and antioxidant properties of S. boulardii.

Keywords: Ultrasound, S. boulardii, Probiotic properties, Antioxidant activity.
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1. Giris

Probiyotikler konakg¢mnin gastrointestinal sistemine yerleserek konak¢r sagligi iizerinde olumlu etkiler sunan canli
mikroorganizmalardir (Goktas, Dertli, & Sagdic, 2021). Genel anlamda probiyotiklerle ilgili ilk ¢alismalarin Nobel 6diillii Rus bilimei
Elie Metchnikoff’un yogurtta bulunan laktik asit bakterileri lizerine yapmis oldugu g¢alismalarla ilgili oldugu disiiniilmektedir
(Tomiéi¢ vd., 2016). Son yillarda ticarilestirilerek probiyotik olarak tiiketilen mikroorganizma gruplarinin biiyiik ¢ogunlugunu
Laktobasiller ve Bifidobakterler olusturmaktadir (Tomi¢i¢ vd., 2016). Bununla birlikte Escherichia, Bacillus ve Enterococcus gibi
diger bakteri cinsleriyle ilgili probiyotik caligmalar yiiriitiilse de 6zellikle gida mikrobiyolojisi agisindan patojenik tiirler oldugu i¢in
probiyotik giivenilirligi ile ilgili endiseler vardir (Tomi¢i¢ vd., 2016). Bununla beraber mayalar gibi bazi bakteri olmayan
mikroorganizmalar, Saccharomyces cerevisiae var. boulardii (S. boulardii), probiyotik olarak calisilmis ve ticarilestirilmistir
(Holzapfel, Haberer, Geisen, Bjorkroth, & Schillinger, 2001).

S. boulardii I. Cihan Harbi yillarinda Fransiz bilimci Henri Boulard tarafindan bir kolera salgini esnasinda bazi tropik
meyvelerden izole edilerek kesfedilmistir (Lukaszewicz, 2012). S. boulardii diisiik mide asitliginde canli kalabilen, antibiyotik ajanlar
tarafindan inhibe edilmeyen, normal mikrobiyotay1 olumsuz yonde etkilemeyen veya degistirmeyen probiyotik bir mayadir (Tomi¢i¢
vd., 2016). S. boulardii, gida mikrobiyolojisinde firincilik ve sarap mayasi olarak da bilinen ve ayrica ¢esitli gida iiriinlerinin
fermentasyonunda rol alan S. cerevisiae'nin yakin akrabasidir (Lukaszewicz, 2012). Bu iki maya arasindaki en énemli farkliliklar; S.
boulardii'nin optimum gelisme sicakliginin insan viicut sicakligi olmasi, asidik pH degerlerinde canli kalabilmesi, galaktozu
kullanamamasi ve askospor olusturamamasidir (Lukaszewicz, 2012).

Ultrases gida isleme, sonokimya ve tibbi teshis gibi alanlarda uygulanan yesil bir teknolojidir (Speranza vd., 2020) ve insan
kulagimin yanit verebilecegi frekansin lizerindeki ses olarak tanimlanmaktadir (Ojha, Mason, O’Donnell, Kerry, & Tiwari, 2017). Gida
uygulamalarindaki ilk ¢aligmalar ultrases teknolojisinin hiicrelerin 6ldiiriilmesi tizerindeki etkisini ortaya koymak {izere olsa da (Liu,
Li, Zhou, Li, & Xu, 2017) son yillarda yapilan ¢alismalar, diisiik yogunluklu ultrases (10 W/cm?’den daha az) teknolojisinin hiicreyi
etkilemeden bazi biyoteknolojik siireclerin verimliligini arttirdigini ortaya koymustur (Chisti, 2003; Gogate & Kabadi, 2009;
Pagnossa, Rocchetti, Ribeiro, Piccoli, & Lucini, 2020). 18-30 kHz frekans araliginda uygulanan ultrases isleminin S. cerevisiae’nin
gelisme fazini olumlu etkileyerek fermentasyon siiresinde bir azalmaya sebep oldugu bildirilmistir (Lanchun vd., 2003). Diisiik
yogunluklu ultrases isleminin S. cerevisiae suslarinin probiyotik 6zelliklerinden oto-agregasyon yeteneklerini arttirdigi belirtilmistir
(Speranza vd., 2020). (Hashemi & Gholamhosseinpour, 2020) ultrases isleminin Lactobacillus suslarinin gelisimini tesvik ettigini ve
fermentasyon sirasinda biyoaktif 6zellikleri gelistirdigini bildirmistir. (Yeo & Liong, 2013) ultrases isleminin L. casei susunun
biyoakitf ve probiyotik potansiyelini arttirabilecegini ve probiyotik gidalarin iiretiminde kullanilabilecegini bildirmislerdir. Ancak,
(Ewe, Wan-Abdullah, Alias, & Liong, 2012) ultrases isleminin L. fermentum susunun diisiik pH ve safraya karsi tolerans yetenegi ve
secilen patojenlere karsi inhibitor aktive gibi gesitli probiyotik 6zelliklerini azalttigini, buna karsin biyoaktif 6zellikleri gelistirdigini
ve fonksiyonel gida gelistirmede ultrases isleminin kullanilabilecegini belirtmislerdir. (Racioppo vd., 2017) ultrases isleminin L.
reuteri’nin hidrofobisite ve Caco-2 hiicrelerine yapisma 6zellikleri {izerinde olumlu bir etksinin oldugunu ancak pH 4’te gelisme
0zelligi lizerinde ise olumsuz bir etki gosterdigini bildirmistir.

Yapilan literatiir taramasi ultrases isleminin basta bakteriler olmak {izere ¢esitli mikroorganizma gruplarinin probiyotik 6zellikler
tizerindeki etkisini inceledigini gostermistir. Literatiir, mayalar ile ilgili yapilan ¢aligmalarin daha sinirh oldugu ve 6zellikle probiyotik
Ozellikleri kanitlanmig olan S. boulardii ile ultrases teknolojisi arasindaki iliskiyi ortaya koyabilecek bir ¢aligmanin olmadigini
gostermistir. Bu ¢alisma ile ultrases isleminin S. boulardii’nin probiyotik ve antioksidan 6zellikleri tizerindeki etkisini arastirmayi ve
bu sayede literatiirdeki belirtilen eksikligin giderilmesi hedeflenmektedir. Bu amagla ultrases teknolojisinin S. boulardii’nin; diisik pH
ve safra tuzu toleransinin, antibiyotik hassasiyet direncinin, hiicre yiizey hidrofobitisesinin, auto-agregasyon kapasitesinin, in vitro
kosullara direncinin ve antioksidan 6zelliklerinin belirlenmesi amaglanmaktadr.

2. Materyal ve Metot

2.1. S. boulardii ve Ultrases Isleminin Uygulanmasi

Bu caligmada daha oOnceki ¢alismamizdan izole edilen S. boulardii susu (S2) kullamilmistir (Goktas, Dertli, vd., 2021). S.
boulardii kiiltiirlerini gelistirmek igin YPD Broth ortami (yeast extract 10 g/L, pepton 20 g/L ve dekstroz 20 g/L, Difco, ABD)
kullanilmustir. Gecelik kiiltiirler, ultrases islemi uygulamak igin % 1 oraninda taze YPD besiyeri ortamina agilanmustir. S. boulardii
inokiile edilmis YPD besiyerlerine 24 kHz'de 5, 15, 30 ve 60 dakika olmak iizere dort farkli siirede ultrases islemi uygulanmistir.
Ultrases isleminin etkisinin kiyaslanmast i¢in kontrol grubu olarak ultrases uygulanmayan S. boulardii kullanilmistir (B: Kontrol, B5:
5 dakika ultrases uygulanan S. boulardii, B15: 15 dakika ultrases uygulanan S. boulardii, B30: 30 dakika ultrases uygulanan S.
boulardii, B60: 60 dakika ultrases uygulanan S. boulardii). Ultrases uygulanan S. boulardii kiltiirleri, 30°C'de 24 saat inkiibe
edilmistir ve pelletler, 4°C'de 15 dakika 7000 rpm'de santrifiijleme yoluyla toplanmistir. Son olarak % 20 gliserol eklenerek stok
kiiltiirler olusturulmustur ve probiyotik ve antioksidan 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in -80°C'de saklanmuistir.

2.2. Probiyotik Ozelliklerin Belirlenmesi
2.2.1. Oto-Agregasyon Yiizdesinin Belirlenmesi

S. boulardii kiltiirlerinin oto agregasyon profili (Unban vd., 2021) tarafindan belirtilen metodolojide kiigiik degisiklikler
gerceklestirilerek belirlenmistir. Gecelik kiiltiirler, 4 °C'de ve 7000 rpm'de 10 dakika santrifiijlenmistir, iki kez PBS ile yikanmistir ve
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pelletlere 10 mL PBS ilave edilmistir. Elde edilen siispansiyon homojen olacak sekilde vortekslenmistir ve 1 mL siispansiyon pipet
yardimiyla alinarak 600 nm'de (Ao) absorbans degeri spektrofotometre ile Olgiilmiistiir. Daha sonra karigimlar 37 °C'de 24 saat
¢alkalanmadan inkiibe edilmistir ve 2., 4. ve 24. (Ay) zaman dilimlerinde karigimin iist fazindan 1 mL alinarak absorbans degerleri
kaydedilmistir. Asagidaki denklem kullanilarak S. boulardii kiiltiirlerinin oto-agregasyon yiizdesi belirlenmistir:

% = [(Ao-A)/Ac]*100
Ao, 0. saatteki absorbans degerini ve Ay, 2., 4. ve 24 saatteki absorbans degerlerini gostermektedir.
2.2.2. Hidrofobisite Profillerinin Belirlenmesi

S. boulardii kiiltiirlerinin hidrofobisite profili (Vinderola & Reinheimer, 2003) tarafindan sunulan bir yontemle belirlenmistir.
Gecelik kiiltiirler, yukaridaki santrifiij kosulunda santrifiijlenmistir, iki kez 50 mM K;HPOQ; ile yikanmis ve ayn1 soliisyonla siispanse
edilmistir. Hiicre slispansiyonunun absorbans degerleri 600 nm'de 1,0 olarak ayarlanmis ve daha sonra siispansiyonun absorbans
degerleri 560 nm'de (A1) kaydedilmistir. 3 mL hiicre siispansiyonu, 0,6 mL n-heksadekan ile karistirilmistir, 2 dakika vortekslenerek
20 dakika 37 °C'de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 iist sulu faz dikkatli bir sekilde ¢ikartilmis ve 560 nm'de (Az) absorbans
degerleri kaydedilmistir. S. boulardii kiiltiirlerinin hidrofobisite profilleri asagidaki matematiksel ifade ile hesaplanmigtir:

Hidrofobisite (%) = [(A1-A2)/A1]*100.
2.2.3. Diisiik pH ve Safra Tuzu Toleransinin Belirlenmesi

S. boulardii kiiltiirlerinin disiik pH'ya direncinin belirlenmesinde (Argyri vd., 2013) tarafindan belirtilen metot iizerinde bazi
degisiklikler yapilarak belirlenmistir. Kisaca, gecelik S. boulardii kiiltiirleri, yukaridaki santrifiijleme kosullarinda santrifiijlenmistir,
iki kez PBS ile yikanmistir ve elde edilen pellet PBS i¢inde yeniden stispanse edilmistir. Stispansiyonun optik yogunlugu ODgg hm'de
1.0'a ayarlanmigtir. 0,1 mL stispansiyon, 1M hidroklorik asit (HCI) kullanilarak pH 2'ye ayarlanan 10 mL PBS ortamina inokiile
edilmistir, vortekslenerek 37°C'de 3 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda seri diliisyonlar olusturularak uygun diliisyonlar YPD
agar ortamina ekilmistir ve 30°C'de 48 saat inkiibe edildikten sonra canli hiicreler sayilarak sonuglar log KOB/mL olarak ifade
edilmistir. Her bir S. boulardii kiiltiirii i¢in kontrol gruplar1 diisitk pH ortamina maruz birakilmamis optik yogunlugu ayarlanmig
kiiltiirlerden ekim yapilarak olusturulmustur.

S. boulardii kiiltiirlerinin safra tuzlarina direncinin belirlenmesi (Garcia-Hernandez vd., 2016) tarafindan belirtilen yonteme gore
gergeklestirilmistir. Yukarida belirtilen optik yogunlugu ayarlanmis S. boulardii kiiltiirlerinden 0,1 mL alinarak % 0,3 safra tuzlan
iceren 10 mL PBS'ye inokiile edilmistir, olusturulan yeni siispansiyon vortekslenerek 3 saat 37°C'de inkiibe edilmistir. Kontrol
gruplar1 yukarida belirtildigi gibi olusturulmus ve tiim kiiltiirler YPD agar iizerine ekilmistir, 30°C'de 48 saat inkiibe edilerek canli
hiicre sayist log KOB/mL olarak ifade edilmistir.

2.2.4. Antibiyotik Ajanlara Kars1 Direncin Belirlenmesi

S. boulardii kiiltiirlerinin bazi antibiyotiklere karsi antibiyotik direnci (Goktas, Dikmen, Demirbas, Sagdic, & Dertli, 2021)
tarafindan belirtilen yontemle belirlenmistir. Aktif S. boulardii kiiltiirlerinin optik yogunluk (OD) degerleri 600 nm'de 1,0'a
ayarlanmis ve her bir kiiltiirden 100 uL YPD agar iizerine yayilmistir. Agar {lizerine amfoterisin B (AMB, 20 mcg), klotrimazol (CLT,
10 mcg), flukanazol (FLU, 25 mcg), ketokonazol (KTC, 10 mcg), nistatin (NY, 100 U) (Bioanalyse, Tiirkiye) yerlestirilmistir. S.
boulardii kiiltiirlerini igeren besiyerleri 37°C'de 24 saat inkiibe edildikten sonra olusan zon alanlar1 Sl¢iilmiis ve sonuglar mm
cinsinden ifade edilmistir.

2.2.5. In vitro Kosullara Direncin Belirlenmesi

S. boulardii kiiltiirlerinin in vitro kosullara kars1 direnci (Minekus vd., 2014) tarafindan tanimlandig: sekilde belirlenmistir. Aktif
S. boulardii kiiltiirleri, yukaridaki santrifiijleme kosullarinda santrifiijlenerek iki kez PBS ile yikanmig ve 10 mL'lik nihai
siispansiyonun optik yogunlugu 600 nm'de 1,0'a ayarlanmistir. Bu siispansiyonun 0,1 mL'si kontrol grubunu temsil edecek sekilde
YPD agar iizerine yayilarak 30°C'de 48 saat inkiibe edilmis ve canli hiicre sayimi gerceklestirilmistir. Optik yogunlugu ayarlanmis
kiiltiir iceren silispansiyon metoda uygun olacak sekilde mide ve bagirsak ortamlarina tabi tutularak her bir ortamdan inkiibasyon
sonunda seri diliisyonlar hazirlanarak YPD agar ortamma ekim gergeklestirilmis ve yukaridaki inkiibasyon kosullarinda inkiibe
edildikten sonra canli S. boulardii sayist log KOB/mL olarak belirlenmistir. Ayrica, S. boulardii kiiltiirlerinin hayatta kalma oranlart
asagidaki denklemler yardimiyla hesaplanmistir:

Mide Kosullarinda Canlilik (%) = [(Kontrol log KOB/mL)-Gastrik log KOB/mL)/Kontrol log KOB/mL]*100
Bagirsak Kosullarinda Canlilik (%) = [(Gastrik log KOB/mL)-Pankreatik log KOB/mL)/Gastrik log KOB/mL]*100
Genel Sagkalim (%) = [(Kontrol log KOB/mL)-Pankreatik log KOB/mL)/Kontrol log KOB/mL]*100

2.2.6. Antioksidan Aktivitenin Belirlenmesi

S. boulardii hiicresi igermeyen siipernatantin antioksidan aktivitesi, bazt modifikasyonlarla (Unban vd., 2021) tarafindan
aciklanan yonteme goére belirlenmistir. Kisaca, aktif S. boulardii kiilttrleri, yukaridaki santrifiijleme prosediiriine gore
santrifiijlenmistir ve siipernatanlar bir siringa ile dikkatlice toplanarak 0,45 pum filtrelerden siiziilmiis ve 0,4 mL siipernatant yeni
tiiplere aktarilmigtir. 0,2 mM 0,8 mL DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) ¢ozeltisi (%80 metanol ile hazirlandi) (1,1-difenil-2-
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pikrilhidrazil) ile karigtirilarak 30 saniye vortekslenmis ve oda sicakliginda karanlikta 20 dakika inkiibe edilmistir. Karisimlarin
absorbans degerleri 517 nm'de (A;) kaydedilmistir. Kontrol (A1) olarak S. boulardii kiltirlerinin agilanmadigi YPD besiyeri
kullanmilmustir. S. boulardii kiiltiirlerinin antioksidan aktivitesi asagidaki matematiksel model ile belirlenmistir:

Antioksidan aktivite (%) = [(A1-A2)/A1]*100
2.2.7. istatistiksel Analiz

Tiim analizler iki tekrarli olarak yapilmistir ve sonuglar ortalama standart sapma olarak ifade edilmistir. Istatistiksel farkliliklar
JMP yaziliminin istatistik programi kullanilarak Student't testi ile % 95 6nem diizeyinde belirlenmistir.

3. Arastirma Bulgular1 ve Tartisma
3.1. Oto-Agregasyon Profili

Probiyotiklerin se¢im kriterleri arasindaki oto-agregasyon ilgili probiyotigin konak¢inin bagirsak epitel hiicrelerine tutunma
Ozelligini gosterdigi icin 6nem arz etmektedir (Gil-Rodriguez, Carrascosa, & Requena, 2015). Ultrases uygulanan ve uygulanmayan
(kontrol) S. boulardii suslar1 igin oto-agregasyon profilleri Sekil 1°de sunulmustur. 2 saatlik inkiibasyon sonunda oto-agregasyon
profilleri kontrol ve B30 6rnegi arasinda sirasiyla %82,56 ve %94,09 arasinda degismistir ve genel anlamda ultrases uygulanan ve
uygulanmayan S. boulardii yiiksek oranda agregasyon o6zelligi sergilemistir. Bununla birlikte ultrases isleminin S. boulardii’nin
agregasyon ozelligini arttirdig1 belirlenmistir ve en yiiksek agregasyon yiizdesi B30 drnegi igin belirlenmistir. inkiibasyon siiresinin
artmasiyla birlikte 6rneklerin agregasyon yiizdeleri artmistir ve tiim 6rnekler igin agregasyon yiizdesi % 93’lin {lizerine ¢ikmistir. 24
saatlik inkiibasyon sonunda ise ultrases uygulanan ve uygulanmayan S. boulardii’lerin agregasyon yiizdeleri % 96’nin tizerinde bir
agregasyon profili sergilemistir. (Speranza vd., 2020) ultrases isleminin S. cerevisiae’nin farkli suslarinin agregasyon 6zelligini farkli
diizeylerde etkiledigini ve bazi suslar i¢in bizim ¢alismamizda da oldugu gibi agregasyon 6zelligini arttirdigini bildirmistir. Bununla
birlikte (Giordano & Mauriello, 2023) ultrases isleminin Lacticaseibacillus casei’nin agregasyon 6zelligi iizerinde negatif bir etkisinin
oldugunu ve dolayisiyla agregasyon yiizdesini azalttigim bildirmiglerdir. Elde edilen bulgular ve literatiir verileri ultrases isleminin
mikroorganizmalarin agregasyon Ozelligini farkli diizeylerde etkileyebilecegini gostermekte ve sonuglar sus bazinda degisiklik
gosterebilmektedir.
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Sekil 1. Ultrases uygulanan ve uygulanmayan S. boulardii’nin oto-agregasyon profili. (B: Ultrases uygulanmayan S. boulardii, B5: 5
dk. ultrases uygulanan S. boulardii, B15: 15 dk. ultrases uygulanan S. boulardii, B30: 30 dk. ultrases uygulanan S. boulardii, B60: 60
dk. ultrases uygulanan S. boulardii) Figure 1. Auto-aggregation profile of ultrasound applied and non-applied S. boulardii strains (B:
ultrasound non-applied S. boulardii strain, B5: 5 min ultrasound applied S. boulardii strain, B15: 15 min ultrasound applied S.
boulardii strain, B30: 30 min ultrasound applied S. boulardii strain, B60: 60 min ultrasound applied S. boulardii strain)

3.2. Hidrofobisite Profilleri

Hidrofobisite de probiyotiklerin se¢im kriterleri arasinda yer alan ve mikroorganizmalarin bagirsak mukozasina tutunmasini
gosteren 6nemli bir dzelliktir (Gut, Vasiljevic, Yeager, & Donkor, 2019). Ultrases uygulanan ve uygulanmayan S. boulardii suslarinin
hidrofobisite profilleri %7,94 ile %11,55 arasinda degismistir (Sekil 2). Genel anlamda ultrases uygulamasmin S. boulardii’nin
hidrofobisite degerleri {izerinde olumlu veya olumsuz bir etkisi olmamis ve birbirine yakin degerler elde edilmistir (P>0,05). Ancak
ozellikle 60 dk. ultrases uygulanan S. boulardii susunun hidrofobisite degeri diismiis ve %7,94 olarak belirlenmistir. Literatiirde
ultrases uygulamasinin mikroorganizmalarin hidrofobisite degerleri tizerinde farkli etkiler ortaya ¢ikardigi belirtilmistir. (Giordano &
Mauriello, 2023) ultrases uygulamasinin L. casei’nin hidrofobisite degerini arttirdigini bildirmislerdir. Benzer sekilde ultrases
uygulamasinin Propionibacterium freudenreichii subsp. freudenreichii ve Acidipropionibacterium jensenii (Bevilacqua vd.,
2019), L. reuteri’nin (Racioppo vd., 2017) hidrofobisite degerlerini arttirdig1 bildirilmistir. Buna karsilik, ultrases uygulamasmin L.
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plantarum’un hidrofobisite degerini diisiirdiigli, ancak bazi Bifidobacterium suslarinin hidrofobisite degerleri lizerinde bir etkisinin
olmadig1 bildirilmistir (Racioppo vd., 2017). Bu ¢aligmada elde edilen veriler literatiir verileri ile uyusmaktadir, ancak ultrases
uygulamasinin susa gore degisebilecegini gostermistir. Mikroorganizmalarin hidrofobisite degerlerinin farklilik gostermesi uygulanan
fiziksel prosesler ve kullanilan kimyasal maddelerle ilgili olabilir (Racioppo vd., 2017).

20

16

124

Hidrofobisite (%0)

VP L

Sekil 2. Ultrases uygulanan ve uygulanmayan S. boulardii’nin hidrofobisite profili. (B: Ultrases uygulanmayan S. boulardii, B5: 5 dk.
ultrases uygulanan S. boulardii, B15: 15 dk. ultrases uygulanan S. boulardii, B30: 30 dk. ultrases uygulanan S. boulardii, B60: 60 dk.
ultrases uygulanan S. boulardii) (Figure 2. Auto-aggregation profile of ultrasound applied and non-applied S. boulardii strains (B:
ultrasound non-applied S. boulardii strain, B5: 5 min ultrasound applied S. boulardii strain, B15: 15 min ultrasound applied S.
boulardii strain, B30: 30 min ultrasound applied S. boulardii strain, B60: 60 min ultrasound applied S. boulardii strain))

3.3. Diisiik pH ve Safra Tuzu Toleransi

Probiyotik mikroorganizmalardan mide asitliginden etkilenmeden bagirsaga gecerek burada saglik tizerine olumlu etkiler sunmasi
beklenmektedir (Yeo & Liong, 2013). Bu baglamda probiyotik adayr mikroorganizmanin diisik pH degerlerinde canliligim
stirdiirebilmesi 6nem arz etmektedir. Bu ¢aligmada ultrases uygulanan ve uygulanmayan S. boulardii suglarinin disiik pH ve safra
tuzu toleransi belirlenmistir (Tablo 1). Diisilk pH ve safra kosullarina maruz birakilmayip kontrol grubunu olusturan ultrases
uygulanan ve uygulanmayan S. boulardii suslarinin canlihigi 6,65-7,03 log KOB/mL arasinda degismektedir. Diisiik pH ortamina
maruz birakilmasiyla birlikte ultrases uygulanan ve uygulanmayan S. boulardii suslarinin canlihigi 5,92-6,01 log KOB/mL arasindaki
degerlere diigmiistiir. Ultrases uygulanmayan kontrol grubu S. boulardii’nin (B) canlilig1 6,81 log KOB/mL’den 6,01 log KOB/mL’ye
diismiistiir. Ultarases uygulanan S. boulardii suslariin canliligindaki degisim ise su sekilde ger¢eklesmistir: B5 i¢in 6,65°ten 5,92°ye,
B15 i¢in 6,79’dan 5,97’ye, B30 i¢in 7,03’ten 5,97’ye ve B60 i¢in 7,00’dan 5,93’e (log KOB/mL) diigmiistiir. Elde edilen veriler
ultrases uygulamasimm S. boulardii’nin diigiik pH’ya direncini azalttigin1 ve belirtilen logaritmik canlilik degerlerinin kontrole gore
istatistiksel olarak anlaml diizeyde degistigini gostermistir (P<0,05). Ornegin B susu i¢in yiizdelik degisim %12 diizeyinde iken, B60
susu i¢in yiizdelik degisim %16 diizeyinde gerceklesmistir ve diger suslar i¢in yiizdelik degisimler bu araliklarda gerceklesmistir.

Ultrases uygulanan ve uygulanmayan S. boulardii suslari igin safra tuzu toleransi igin canlilik degerleri 6,30 (B) log KOB/mL ile
6,34 (B15) log KOB/mL arasinda degismistir. Ultrases uygulanan ve uygulanmayan S. boulardii suslar1 i¢in safra tuzu direngleri
yiizdelik degisimleri ise %6 ile %10 arasinda gerceklesmistir. Diisiik pH’nin aksine, 6zellikle 5 ve 15 dakikalik ultrases uygulamasi
(B5 ve B15) S. boulardii’nin safra tuzu toleransim ultrases uygulanmayan S. boulardii’ye kiyasla yiizdelik olarak hafif arttirmistir.
Buna karsilik daha uzun siire ultrases uygulamasi (30 ve 60 dakika, B30 ve B60) S. boulardii’nin safra tuzu toleransii yiizdelik
olarak diigiirmiistiir. Safra tuzu toleransi i¢in elde edilen logaritmik canlilik degerleri ultrases uygulanan ve uygulanmayan S. boulardii
suslar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0,05).

(Racioppo vd., 2017) ultrases uygulamasindan diisiikk pH ve safra tuzu kosullarinda L. reuteri’nin canliliginin etkilenmedigini, L.
plantarum'un canliliginda azalmanin oldugunu ve B. infantis'in ise sadece safra tuzu iceren ortamda canliliginin etkilendigini
bildirmislerdir. (Yeo & Liong, 2013) ise ultrases uygulanan L. casei'nin asidik ve safra tuzu toleransinin ultrases uygulanmayan
kontrole gore daha yiiksek oldugunu bildirmistir. Ultrases uygulamasi gibi fiziksel siiregler mikroorganizmalarin canliligini farkli
diizeylerde etkileyebilmektedir (Racioppo vd., 2017)

3.4. Antibiyotik Ajanlara Kars1 Direng

Probiyotiklerin antibiyotik ajanlara karsi direncli olmasi, konak¢inin mikrobiyota dengesinin korunmasi agisidan 6nem arz
etmektedir. Mayalar, bakteriyel antibiyotiklere karsi dogal diren¢ mekanizmasina sahiptir ve antibiyotiklerle iligkili hastaliklarin
tedavisinde uygulanabilme potansiyeline sahiptirler. Ultrases uygulanan ve uygulanmayan S. boulardii igin antibiyotik hassasiyet
sonuglar1 Tablo 1'de sunulmustur ve her bir antibiyotik i¢in farkli sonuglar elde edilmistir. Amfoterisin B i¢in sonuglar bir birbine ¢ok
yakindir ve ultrases uygulanan ve uygulanmayan S. boulardii suglar1 arasinda herhangi bir anlaml fark tespit edilememistir (P>0,05).
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Flukonazol i¢in sonuglar 22,00-16,00 mm arasinda degismistir ve ultrases uygulmasiyla 6lgiilen zon ¢apinin arttig1 belirlenmistir.
Ozellikle B30 ve B60 igin elde edilen zon gaplar1 kontrole kiyasla anlamli bulunmustur (P<0,05). Ultrases uygulamsina bagli olarak
zon ¢aplarinda benzer bir artis klotrimazol i¢in belirlense de, 6zellikle 60 dakika gibi daha uzun siireli bir ultrases uygulamasi sonucu
kontrole benzer sonuglar elde edilmistir. Klotrimazol igin olgiilen zon ¢aplari 15,50 mm ile 19,50 mm arasinda degismis ve
istatistiksel olarak anlamli diizeyde farkliliklar kontrole kiyasla B15 ve B30 i¢in tespit edilmistir (P<0,05). S. boulardii’ye farkli
stirelerde ultrases uygulamasi Ketokonazol ve Nistatin i¢in farkli sonuglar ortaya ¢ikartmistir. Ultrases uygulamasi sonucunda her iKi
antibiyotik i¢in 6l¢iilen zon ¢aplarinda bir diisiis tespit edilmistir. Ketokozanol i¢in dlgiilen zon caplart 24,00 mm ile 21,00 mm
arasinda degismistir ve ultrases uygulamasi sonucunda daha kiiglik zon ¢aplar1 6l¢iilmiistiir. Nistatin i¢inse en biiyiik ve en kiigiik zon
caplart 15,50 mm ve 19,50 mm olarak belirlenmistir. Ketokonazol’de oldugu gibi ultrases uygulamasi Nistatin i¢in Sl¢iilen zon
¢aplarinda bir diislisle sonuglanmistir. Yapilan bir ¢alismada ultrases uygulamasinin test edilen antibiyotiklere karsi farkli bakterilerin
farkli antibiyotik hassasiyeti sergiledigi belirtilmistir (Bevilacqua vd., 2019). Bu ¢alismada ultrases uygulamasi farkli antibiyotiklere
kars1 farkli sonuglar ortaya ¢ikartmistir ve uygulanan antibiyotige gore Olgiilen zon ¢apinda artis veya azalisin farkli olabilecegi
goriilmistiir. Elde edilen bu sonuglar, ultrases uygulamasi sonucu mayalarin stres kosullarinda farkli davranis sergilemeleri veya agar
ortamindaki gelismeleriyle iliskili olabilir.

3.5. In Vitro Kosullarda Canhhk

Ultrases uygulanan ve uygulanmayan S. boulardii suslar1 gastrik ve pankreatik kosullara maruz birakilarak bu kosullardaki
canlilik yiizdeleri belirlenmistir ve sonuglar Tablo 1°de sunulmustur. Ultrases uygulamasiyla S. boulardii’nin mide kosullarindaki
canliliginda bir miktar azalma saptanmistir. Ancak ozellikle B30 6rnegi icin mide kosullarindaki canlilik yiizdesi %99,11 olarak
belirlenmis ve bu deger mide kosullarindaki en yiiksek canlilik yiizdesidir. Bununla birlikte B60 6rnegi i¢in de mide kosullarinda
canlilik ylizdesi ultrases uygulanmayan kontrol 6rnegine gore yiiksek diizeyde olarak tespit edilmistir. Suslarin mide kosullarinda
sergilemis olduklar1 canlilik yiizdeleri bagirsak kosullarinda degiskenlik gdstermistir ve en yiiksek canlilik yiizdesi B5 6rnegi igin
%95,08 olarak tespit edilmistir. Bagirsak kosullarinda canlilik yiizdesinde sadece B30 ornegi igin kontrole kiyasla bir diisiis
belirlenmistir. Ultrases uygulanan ve uygulanmayan S. boulardii suslarinin genel canlilik yiizdeleri %85,47 ile %90,19 arasinda
degismistir ve en yiksek canlihk yiizdesi B60 6rnegdi icin tespit edilmistir. Ultrases islemi S. boulardii’nin mide ve bagirsak
ortamlarindaki canliligini farkli diizeylerde etkilemistir. Ornegin, 5 ve 15 dakikalik ultrases uygulamasi mide ortaminda daha diisiik
canlilik ile sonuglanirken bagirsak ortaminda daha yiiksek canlilik ile sonug¢lanmistir. Bununla birlikte mide ortaminda en yiiksek
canlilik yiizdesi B30 6rneginde tespit edilirken, bagirsak ortamindaki en diisiik canlilik yilizdesi de B30 6rnegi igin tespit edilmistir. Bu
farkliliklar mide ve bagirsak ortamlarinin asitlik derecelerinin farkli olmasi, bu ortamlarda var olan sindirim enzimlerinin S.
boulardii’nin canliligini farkl diizeylerde etkilemesi ile iligkili olabilir.
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Tablo 1. Ultrases uygulanan ve uygulanmayan S. boulardii’nin diisiik pH ve safra tuzu toleransi, in vitro kosullara direng

Table 1. Results of low pH and bile salt tolerance, resistance to in vitro conditions and antibiotic susceptibility of ultrasound apy

= - Diisiik pH ve Safra Tuzu Toleransi In vitro Kosullara Direnc¢ (%) Antibiyotil
= (log KOB/mL)

= Kontrol pH Safra Mide Bagirsak Genel AMB FLU

B 6,81+£0,092 6,01+0,19* 6,30+0,01° 94,45 92,39 87,27 7,50+0,71*  16,00+1,41° 15,
B5 6,65+0,13% 5,92+0,09° 6,31+0,08° 91,10 95,08 86,62 7,001,413 17,00+1,41° 15,
B15 6,79+0,212 5,97+0,01° 6,34+0,00° 92,09 92,82 85,47 7,500,718 18,00+0,00° 19,
B30 7,03£0,15 5,97+0,08° 6,33+0,01° 99,11 89,37 88,57 7,50+0,71* 22,00+0,00 19,
B60 7,00£0,24* 5,93+0,10° 6,33+0,01° 95,61 94,34 90,19 7,50+0,71* 21,00+0,00% 16,

B: Ultrases uygulanmayan S. boulardii, B5: 5 dk. ultrases uygulanan S. boulardii, B15: 15 dk. ultrases uygulanan S. boulardii, B30: 3|
ultrases uygulanan S. boulardii. (B: ultrasound non-applied S. boulardii strain, B5: 5 min ultrasound applied S. boulardii strain, B15: 15
min ultrasound applied S. boulardii strain, B60: 60 min ultrasound applied S. boulardii strain). AMB: Amphoterisin B, FLU: Flukor
Nistatin. Diisiik pH ve Safra tuzu toleransi i¢in ayni satirdaki farkli harfler istatistiksel farklilig1 gostermektedir (P<0,05). Antibiyotik duy
farklilig1 gostermektedir (P<0,05).
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3.6. Antioksidan Aktivite

Ultrases uygulanan ve uygulanmayan S. boulardii suslarinin antioksidan 6zellikleri Sekil 3’te sunulmustur. Antioksidan aktivite
sonuglart % 13,25 ile % 39,37 arasinda degismis olup bu degerler sirasiyla B ve B60 6rnekleri igin belirlenmigtir. S. boulardii’ye
ultrases uygulanmasi daha yiiksek antioksidan aktivite ile sonuglanmistir ve elde edilen degerler kontrole kiyasla istatistiksel olarak
o6nemli bulunmustur (P<0,05). Ultrases uygulama siiresinin artmasiyla antioksidan aktivite degerleri artmis olsa da anlamli diizeyde
istatistiksel farklilik sadece B60 i¢in tespit edilmistir (P<0,05). (Goktas, Dikmen, vd., 2021) S. boulardii’nin yaklasik %17 diizeyinde
antioksidan aktiviteye sahip oldugunu bildirmistir. Mayalarin antioksidan aktivitesi hiicre duvarlarinda yer alan - glukan veya bazi
enzimlerle iliskilendirilmektedir (Goktas, Dikmen, vd., 2021). Mayalarin antioksidan aktivitesindeki degisiklikler ultrases uygulama
parametleri (giig, frekans ve uygulama siiresi) veya susa bagli parametrelere (hiicre duvart bilesimi, hiicre duvart kalinligi veya
boyuttaki farkliliklar) bagli olabilmektedir. Ayrica, ultrases uygulamasinin bir sonucu olarak daha fazla biyoaktif bilesigin ortama
salinabilecegi bildirilmistir (Gholamhosseinpour & Hashemi, 2019). Bu ¢alismada elde edilen farkl diizeylerdeki antioksidan aktivite
sonuglar1 yukaridaki bahsedilen nedenlerle iliskili olabilecegi diistiniilmektedir.

Antioxidant activity (%)

RS
QT & I

Sekil 3. Ultrases uygulanan ve uygulanmayan S. boulardii’nin antioksidan aktivitesi. (B: Ultrases uygulanmayan S. boulardii, B5: 5
dk. ultrases uygulanan S. boulardii, B15: 15 dk. ultrases uygulanan S. boulardii, B30: 30 dk. ultrases uygulanan S. boulardii, B60: 60
dk. ultrases uygulanan S. boulardii) (Figure 3. Auto-aggregation profile of ultrasound applied and non-applied S. boulardii strains (B:
ultrasound non-applied S. boulardii strain, B5: 5 min ultrasound applied S. boulardii strain, B15: 15 min ultrasound applied S.
boulardii strain, B30: 30 min ultrasound applied S. boulardii strain, B60: 60 min ultrasound applied S. boulardii strain))

4. Sonug¢

Ultrases son yillarda 6zellikle gida endiistrisinde gittikge artan bir uygulama potansiyeline sahiptir. S. boulardii probiyotik 6zellikleri
kanitlanan tek maya tiirii olup ticarilestirilerek kapsiil veya sase formunda satilmaktadir. Bu ¢aligmada farkli siirelerde ultrases
uygulamasinin S. boulardii’nin probiyotik ve antioksidan 6zellikleri lizerindeki etkisi arastirilmistir. Elde edilen bulgular uygun siire
ve frekansta ultrases uygulamasimin probiyotik 6zelliklerini gelistirmek icin kullanilabilecegini, ayrica ultrases isleminin bir sonucu
olarak S. boulardii’nin antioksidan 6zelliginin arttirabilecegini gostermistir. Ileri ¢aligmalarda ultrases ve S. boulardii’nin
fermentasyon ortaminda birlikte kullanilmas1 durumunda fermentasyon ortamina etkisinin arastirilmasina 1s1k tutacaktir.

5. TesekKkiir

Bu calisma TUBITAK 2209-A tarafindan 1919B012113124 Basvuru Numarasi ile finanse edilmisti. Beyza Kaya'ya teknik
desteginden otiirii tesekkiir ederiz.
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