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OZET

Bu calismada, hurmadan izole edilen Pichia kudriavzevii JD2 susunun bazi probiyotik dzellikleri
ve sustan elde edilen ekzopolisakkaritin (EPS;p2), hiicresiz siipernatantin (postbiyotik-CFS;p2),
sinbiyotik (JD2+EPS;p2), postbiyotik+prebiyotik (CFS;p2+EPSip2) uygulamanin bazi biyolojik
aktiviteleri aragtinlmigtir. JD2 ve prebiyotik ilaveli ortamda gelistirilen JD2’nin farkh
konsantrasyonlarda safra igeren ortamlarda kolesterolii giderimi sirasiyla, %62 ve %065 ve
presipitasyonu sirastyla 38,2 ve 41,2 pg/mL olarak belirlenmistir. JD2, yapay bagirsak sivisinda 0.
dakikada ve %0,06 safra konsantrasyonunda en yiiksek canlilik (5,95 log cfu/mL) gosterirken, 1.
ve 240. dakikada canli hiicre sayisinda azalma oldugu gozlenmistir. Susun, 60 ve 180 dakika sonra
pH 3’te yapay mide sivisinda canli hiicre sayis1 sirasiyla 5,48 ve 4,98 log kob/mL olarak tespit
edilmistir. Sus, hekzon solventinde %835, toluende %79 ve asetonda %73 hidrofobisite gostermistir.
EPSip2’nin  toplam karbonhidrat miktart 246 mg/L, molekil agirligi 42,309 kDa olarak
belirlenmistir. Calismada EPSjp2’nin prebiyotik aktivite skorlari Lactiplantibacillus plantarum
subsp. plantarum DSM20246 (48 saatte 2,44 log cfu/mL) ve S. cerevisiae BU19’a (48 saatte 1,17
log kob/mL) kullanilarak tespit edilmistir. EPS;p, mide sivisinda (pH 3) %4,88 hidroliz olmustur.
CFSjp2’nin metabolik igeriklerinin farkli tiirde amino ve yag asitleri, fenoller, vitaminler ve
sekerler oldugu bulunmustur. L. plantarum subsp. plantarum DSM20246 ve S. cerevisiae BU19’un
prebiyotigi (EPS;p2) fermente etme kapasitesi sirasiyla 6,4 ve 7,6 log kob/mL olarak belirlenmistir.
Calismada, JD2, CFS)p,, farkli konsantrasyonlarda (0,5, 1, 5, 10 mg/mL) EPSyp2, JD2+EPS;p; ve
CFS;po+EPS;p2 uygulamalarinin antioksidan aktiviteleri ti¢ farkli metot (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
(DPPH), siiperoksit anyon ve hidroksil radikalini siipiiriicii aktivitesi) ile tespit edilmistir. Sonuglar
genel olarak degerlendirildiginde, en yiiksek antioksidan aktivite DPPH metodunda 10 mg/mL’lik
CFSip2+EPSip2 uygulamasinda %86,6, en diisiik aktivite ise siiperoksit anyon radikali siipiiriicii
aktivitesi metodunda 0,5 mg/mL’lik EPSyp,’de %44,2 olarak bulunmustur. Ug metotta da
arastirmada incelenen tiim uygulamalarin bitkisel kaynakli ticari prebiyotik olan iniilinin
antioksidan aktivitelerinden yiiksek oldugu belirlenmistir (p<0,05). Staphylococcus aureus ATCC
25923, Pseudomonas aeroginosa 29212 ve Escherichia coli ATCC 11229 suslarina karsi
antibiyofilm aktivite JD2’de CFSip2’ye daha fazla bulunurken prebiyotik konsantrasyonu arttikca
prebiyotik, sinbiyotik ve postbiyotik+prebiyotik uygulamanin anti-biyofilm aktivitesi artmustir.
Elde edilen sonuglar dogrultusunda JD2 susundan elde edilen ekzopolisakkaritin prebiyotik olarak
kullanilma potansiyeline sahip oldugu diisiiniilmektedir.
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ABSTRACT

In this study, some probiotic properties of Pichia kudriavzevii JD2 strain isolated from date and
some biological activities of exopolysaccharide (EPS;p2) obtained from the strain, cell-free
supernatant (postbiotic-CFS;p2), synbiotic (JD2+EPS;p;), postbiotic+prebiotic (CFS;p2+EPS;p2)
application were investigated. The cholesterol removal of JD2 and JD2 developed in media
supplemented with prebiotics in media containing bile at different concentrations was 62% and
65%, respectively, and its precipitation was determined as 38.2 and 41.2 pg/mL, respectively.
While JD2 showed the highest viability (5.95 log cfu/mL) 0.06% bile concentration in artificial
intestinal fluid at 0 min, a decrease in viable cell count was observed at 1 and 240 min. The viable
cell count of the strain was determined as 5.48 and 4.98 log cfu/mL in the artificial gastric fluid at
pH 3 after 60 and 180 minutes, respectively. The strain showed 85% hydrophobicity in hexon
solvent, 79% in toluene, and 73% in acetone. The total carbohydrate amount of EPS;p, was
determined as 246 mg/L, and its molecular weight was 42,309 kDa. In the study, the prebiotic
activity scores of EPS;p, were determined using Lactiplantibacillus plantarum subsp. plantarum
DSM20246 (2.44 log cfu/mL at 48 hours) and S. cerevisiae BU19 (1.17 log cfu/mL at 48 hours).
EPS;p02 was 4.88% hydrolyzed in gastric juice (pH 3). The metabolic contents of CFS;p, were found
to be several types of amino and fatty acids, phenols, vitamins, and sugars. The fermentation
capacity on the prebiotic (EPSJD2) of L. plantarum subsp. plantarum DSM20246 and S. cerevisiae
BU19 was 6.4 and 7.6 log cfu/mL, respectively. In the study, the antioxidant activities of JD2,
CFSim>, and at different concentrations (0.5, 1, 5, 10 mg/mL) EPSjp2, JD2+EPS;p;, and
CFS;p2+EPS;p2 applications were determined by three different methods (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazil, superoxide anion, and hydroxyl radical scavenging activity). When the results were
evaluated in general, the highest antioxidant activity in the DPPH method was 86.6% in the 10
mg/mL CFS;p,+EPS;p, application, while the lowest activity in the superoxide anion radical
scavenging activity was 44.2% in 0.5 mg/mL EPS;p,. In all three methods, it was determined that
all applications examined in the study were higher than the antioxidant activities of inulin, a
commercial prebiotic of herbal origin (p<0.05). Antibiofilm activity against Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa 29212, and Escherichia coli ATCC 11229 strains was
found more in JD2 than in CFS;p,, while the anti-biofilm activity of prebiotic, symbiotic, and
postbiotic+prebiotic application increased as the prebiotic concentration increased. It is thought
that the exopolysaccharide obtained from the JD2 strain has the potential to be used as a prebiotic.

Science Code : 20309

Key Words . Pichia kudriavzevii, probiotic, prebiotic, exopolysaccaride
Page Number : 182

Supervisor : Prof. Dr. Zehranur YUKSEKDAG



Vi

TESEKKUR

Yiiksek doctora O6grenimim siiresince ve tez calismamin her asamasinda bilgi ve
deneyimleriyle bana yol gdsteren, her tiirlii arastirma olanagini ve destegini saglayan, bana
gosterdigi sabir ve anlayisla giizel bir ¢calisma ortami saglayan degerli danisman hocam
Sayn Prof. Dr. Zehranur YUKSEKDAG a, en icten saygi ve tesekkiirlerimi sunarim. Ogr.
Gor. Dr. BERAT CINAR-ACAR'a tesekkiir ederim. Her zaman yanimda olan annem Prof.
Dr, Rajaa Mehdi Ajam'a tesekkiirlerimi ve siikranlarimi sunmak isterim. Ayrica hayatimda
her zaman en biiyiik yardimcim ve destegim olan aileme tesekkiir ederim ve tez ¢alismam

boyunca bana destek olan biyoteknoloji laboratuvarindaki ¢aligma arkadaslarima tesekkiir

ederim.

Jaafar Nozad Aakef AAKEF
13.04.2023



ICINDEKILER

ABSTRACT ...ttt ettt s ettt a sttt en st a s n st nsan s
TESEKKUR......ocviiiiiieetee ettt eeete et es sttt eae et s s sttt as s nenae s s e
ICINDEKILER ......ooovuiiiiisicieseeeieses ettt enas st snes st s enae s tanan s s,
CIZELGELERIN LISTESI.....citiiiiiiiiiteiessceeeee ettt
SEKILLERIN LISTEST ...ttt
RESIMLERIN LISTEST ....coiviiiiiicieees ettt

SIMGELER VE KISALTMALAR..........ccoiiiiiiiesiee e

2. KAYNAK ARASTIRMASI ..o
2.1 MAYAIAT ... s
2.2, BIYOUK ATIESE ..ottt sre e

2.2. 1. ProDIYOTIKIEE ..o
2.2.2. PrebiYOtIKIEr ... ...
2.2.3. POStDIYOUKIE ..o

2.2.4. SINDIYOUIK....coviiiiiii e

3. MATERYAL VE METOT ..o

3.1. Kullanilan Maya SUSU........cccoriiiiiiiicceee e
3.2. Besiyerleri, Tampon ve COZEIHIET ..........covvieiiiiiiiiiic e
3.3, Kultlirtin SaKlanmast.........cocveiviiiiiiiieecieeee e
3.4. P. kudriavzevii JD2 Maya Susunun Bazi Probiyotik Ozellikleti........................
3.4.1. Antikolesterol aktivite............coviiiiiiiiiiiiic
3.4.2. Yapay mide ve bagirsak sivilarinda canliliK...........cccoeiiiiiiiiiiicnn,
3.4.3. HIdrofobiSite ..o

3.5. Ekzopolisakkarit (EPS) Uretimi..........ccoeeveveecuerererieeccesieeseeeseeseeseseseesse s

vii

Sayfa

Vi

vii

Xii

Xiv

XV



Sayfa

3.6. Orneklerin Hazirlanmasl ...........c.cvevieeiisereiiiesissie e ssssesenenns 53
3.6.1. ProbiyotiK (JD2) ....cccveiieiieieiiiesieeie ettt 53
3.6.2. Prebiyotik (EPSID2) ...ccvevveiviriiiiiieieieie s 53
3.6.3. POSDIYOLIK (CFSID2) +nverveveiiniiiiieiieieieie sttt 55
3.6.4. SinbiyotiK (JD2+EPSID2) ...vveviiiiiiiiiiieiscne 55
3.6.5. Postbiyotik+Prebiyotik (CFSyp2+EPS p2) uygulama...........cccevvvevninnnne. 55

3.7. EPSyp2’nin KarakterizasyonU........cccooviiiiiiiiiiieiiiesie e 55
3.8. EPSyp2 ve Inulinin Prebiyotik Aktivite Skorlarinin Belirlenmesi....................... 57
3.9. EPSyp2’nin Mide Sivisinda Hidrolizi ... 58
3.10. Postbiyotik (CFS;p2) igeriginin Belirlenmesi ..........ccovvvevevevcrereeesrereeeseeenenens 60
I 2 BT PRSP 60
3.10.2. AMINO @SILIET ..o 60
3.10.3. YAZ ST cuveeiiieiieiiie ettt 61
3.10.4. Fenolik DIleSIKICT .....cueeiueieiieiiieie e 63
3.10.5. VITAMIN ..o 64

3.11. Laktobasil ve Maya Suslarinin EPS;yp2’yi Fermente Etmesi...........c.cccooverennn 65

3.12. Prebiyotik (EPS;p2), Postbiyotik (CFSyp2) ve Ticari Iniilinin Bakteri (LGD)
ve Maya (MGD) Gelisimini Diizenleyici EtKisi ..., 66

3.13. Probiyotik (JD2), Prebiyotik (EPSip2), Postbiyotik (CFSip2), Sinbiyotik
(JD2+EPS;p2) ve Postbiyotik+Prebiyotik (CFS;p2+EPSyp2) Uygulamanin

Baz1 Biyolojik Aktivitelerinin Belirlenmesi .........c.cccevviveiievicce e 67
3.13.1. Antioksidan aktiVite...........ccocooiviiiiiiiiiic 67
3.13.2. Antibiyofilm aktiVite.........cccovviiiiiii e 69

3.14. Istatiksel ANALZIET ........ccvovivivereriiciccieie et 70
.DENEYSEL BULGULAR ..o 71
4.1. P. kudriavzevii JD2 Maya Susunun Baz1 Probiyotik Ozellikleri........................ 71
4.1.1. Antikolesterol aktivite............coeviiiiiiiiiiiiic 71
4.1.2. Yapay mide ve bagirsak sivilarinda canlilik.........ccocoooviiiiiiiiiiiniin, 72

4.1.3. HIArOfODOSITE ...t e e e e e e e e eaans 76



Sayfa
4.2. Ekzopolisakkarit (EPS) UIetiMi.........ccovovivevrvieirirnensesesinesesisesesesesssesssesesesesessnens 76
4.3. EPS;p2’nin KarakteriZasyOnU.........c.cieiiiiiieieieniesiesiesie s 77
4.4. EPSjp2 ve Inulinin Prebiyotik Aktivite Skorlarinin Belirlenmesi....................... 81
4.5. EPSyp2’nin Mide Stvisinda Hidrolizi .........ccovveviiiiniiiieiiesiesc e 81
D VT 030 211 1= o < 82
4.7. Laktobasil ve Maya Suslarmin EPS;p; ve inulin’i Fermente Etmesi.................. 83

4.8. Prebiyotik (EPSp2), Postbiyotik (CFS;p2) ve Ticari Iniilinin Bakteri (LGD)
ve Maya (MGD) Gelisimini Diizenleyici EtKisi ........cccoovviiiieiiiiiniciiniciece 85

4.9. Probiyotik (JD2), Prebiyotik (EPSip2), Postbiyotik (CFSip2), Sinbiyotik
(JD2+EPS;p2) ve Postbiyotik+Prebiyotik (CFS;p2+EPSjp2) Uygulamanin

Bazi1 Biyolojik Aktivitelerinin Belirlenmesi ..........cccocovviiiiiiiiieniici e, 89
4.9.1. Antioksidan akKtiVITe ..........cccciviiiiiiiii 89
4.9.2. Antibiyofilm aKtiVIte.........coveiieiiee e 97
O. TARTISMA ..ot 103
6. SONUC VE ONERILER ......ccooooviiieieooeeecoeeeeeeeeee oo 131
KAYNAKLAR ..ttt bbbttt bbb ene i 135
EILER . . 173
EK-1. EPSyp2’lerin HPLC analiz SONUGIATT.......cveiveiviieiieiecie e 174
EK-2. EPSyp2’lerin GC analiz SONUGIATT ........ceeiiieiiiiiiiiiic e 176
EK-3. EPSjp2’lerin - LC-MS  MS, Tandem Kiitle Spektrometrisi ile Sivi
KromMatografiSi ......c.eccviiiciece e 177
EK-4. EPSjp2’lerin SEC analiz SONUGIATT .....cvvevveiiieiieiie e 180

(0Z€) 21011 1 15T 181



Cizelge

Cizelge 2.1.
Cizelge 3.1.
Cizelge 3.2.
Cizelge 3.3.
Cizelge 3.4.
Cizelge 3.5.
Cizelge 3.6.

Cizelge 4.1.

Cizelge 4.2.

Cizelge 4.3.

Cizelge 4.4.

Cizelge 4.5.
Cizelge 4.6.

Cizelge 4.7.

Cizelge 4.8.

Cizelge 4.9.

Cizelge 4.10.

Cizelge 4.11.

Cizelge 4.12.

CIZELGELERIN LiSTESI

Sayfa
Prebiyotik igeren en iyi 10 g1da ........ccocvviiiiiiiiiiiie e 20
Caligsmalarda kullanilan bakteriler ve sus kodlart............cccocvvveeiiiinnenns 47
Calismada kullanilan besiyerleri, tampon ve ¢dzeltilerin igerikleri ......... 48
Amino asitler ve konsantrasyonlart ..........ccoccveviiiniiiesiiiesnie e 61
YA ASTEICTT v 63
Fenolik bilesikler ve konsantrasyonlart ...........ccccceovviieciiiiiieniesiee s 64
Yagda ve suda ¢oziiniir vitaminler ve konsantrasyonlart .............ccceeene. 65

P. kudriavzevii JD2 susunun 100 pg/mL kolesterol varliginda safrasiz,
%0,2, %0,4 ve %0,6 safra tuzlar1 iceren YPD besiyerinde kolesterol
presipitasyonu Ve QideriMi.......cccccveieeieeieeie e 71

P. kudriavzevii JD2 susunun 10 mg/mL EPSj;p2 ve 100 pg/mL
kolesterol varliginda safrasiz, %0,2, %0,4 ve %0,6 safra tuzlari igeren
YPD besiyerinde kolesterol presipitasyonu ve giderimi .............ccocceeveees 72

Farkli konsantrasyonlarda safra ve pH 3 iceren bagirsak sivisinda P.
kudriavzeii JD2 mayasinin canli hiicre sayist ve % canlili@i.................... 73

Farkli konsantrasyonlarda safra ve pH 3 iceren bagirsak sivisinda P.

kudriavzeii JD2 mayasinin canli hiicre sayist ve % canlili@i.................... 75
EPS;p2’nin boyut dislama kromatografi sonuglart...........ccoceiiiiiiinnnnn. 80
EPS;p ve inulinin prebiyotik aktivite skoru (log kob/mL).............c.......... 81
EPSip2 ve iniilinin farkli pH’daki mide sivisinda farkli inkiibasyon

stirelerindeki % hidroliZi...........cccooviiiiini i 82
CFSjp2’nin metabolit 1¢eriKIETT.....ccivvieiiiieiiie i 86

L. plantarum subsp. plantarum DSM20246 susunun farkli
besiyerlerindeki canlilik sayilar (log kob/mL) ........cccooiiiiiiiiiiiiiinnns 85

S. cerevisiae BU19 farkli besiyerlerindeki canlilik sayilari (log
KOD/ML) oo 85

Postbiyotik (CFSyp2), Prebiyotik (EPSip2) ve ticari iniilinin laktobasil
gelisimini dlizenleyici €tKiST ......occvviveiiiiiiicii e 89

CFSip2, EPS;p2 ve ticari iniilinin maya gelisimini diizenleyici etkisi ...... 90


file:///C:/Users/TEZ%20DÜZENİ/Desktop/Pergel%20Kırtasiye/Jaafar%20Nozad%20GAZİ%20FEN%20DR/Jaafar%20Nozad%20DR240423.docx%23_Toc133332218
file:///C:/Users/TEZ%20DÜZENİ/Desktop/Pergel%20Kırtasiye/Jaafar%20Nozad%20GAZİ%20FEN%20DR/Jaafar%20Nozad%20DR240423.docx%23_Toc133332221
file:///C:/Users/TEZ%20DÜZENİ/Desktop/Pergel%20Kırtasiye/Jaafar%20Nozad%20GAZİ%20FEN%20DR/Jaafar%20Nozad%20DR240423.docx%23_Toc133332221
file:///C:/Users/TEZ%20DÜZENİ/Desktop/Pergel%20Kırtasiye/Jaafar%20Nozad%20GAZİ%20FEN%20DR/Jaafar%20Nozad%20DR240423.docx%23_Toc133332222

Xi

Cizelge Sayfa

Cizelge 4.13. Probiyotik (JD2), postbiyotik (CFS;p2) ve farkli konsantrasyonlarda
(0,5, 1, 5, 10 mg/mL) prebiyotik (EPSip2), sinbiyotik (JD2+EPS;p2),
postbiyotik+prebiyotik (CFS;p2+EPS;p2) uygulamanin antioksidan
AKEIVITEIEIT (20) vttt

Cizelge 4.14. Farkli konsantrasyonlarda iniilin ve askorbik asidin antioksidan
AKEIVITEST (20) ..ottt

Cizelge 4.15. Probiyotik (JD2), postbiyotik (CFS;p2) ve farkli konsantrasyonlarda
(0,5, 1, 5, 10 mg/mL) prebiyotik (EPSip2), sinbiyotik (JD2+EPS;p2),
postbiyotik+prebiyotik  (CFSip2+EPS;p2)  uygulamanmn  biyofilm
INNIDISYONU (0) ..

Cizelge 4.16. Farkli konsantrasyonlarda iniilinin % biyofilm inhibisyonu.....................

93

94


file:///C:/Users/TEZ%20DÜZENİ/Desktop/Pergel%20Kırtasiye/Jaafar%20Nozad%20GAZİ%20FEN%20DR/Jaafar%20Nozad%20DR240423.docx%23_Toc133332223
file:///C:/Users/TEZ%20DÜZENİ/Desktop/Pergel%20Kırtasiye/Jaafar%20Nozad%20GAZİ%20FEN%20DR/Jaafar%20Nozad%20DR240423.docx%23_Toc133332223
file:///C:/Users/TEZ%20DÜZENİ/Desktop/Pergel%20Kırtasiye/Jaafar%20Nozad%20GAZİ%20FEN%20DR/Jaafar%20Nozad%20DR240423.docx%23_Toc133332223
file:///C:/Users/TEZ%20DÜZENİ/Desktop/Pergel%20Kırtasiye/Jaafar%20Nozad%20GAZİ%20FEN%20DR/Jaafar%20Nozad%20DR240423.docx%23_Toc133332223
file:///C:/Users/TEZ%20DÜZENİ/Desktop/Pergel%20Kırtasiye/Jaafar%20Nozad%20GAZİ%20FEN%20DR/Jaafar%20Nozad%20DR240423.docx%23_Toc133332224
file:///C:/Users/TEZ%20DÜZENİ/Desktop/Pergel%20Kırtasiye/Jaafar%20Nozad%20GAZİ%20FEN%20DR/Jaafar%20Nozad%20DR240423.docx%23_Toc133332224
file:///C:/Users/TEZ%20DÜZENİ/Desktop/Pergel%20Kırtasiye/Jaafar%20Nozad%20GAZİ%20FEN%20DR/Jaafar%20Nozad%20DR240423.docx%23_Toc133332225
file:///C:/Users/TEZ%20DÜZENİ/Desktop/Pergel%20Kırtasiye/Jaafar%20Nozad%20GAZİ%20FEN%20DR/Jaafar%20Nozad%20DR240423.docx%23_Toc133332225
file:///C:/Users/TEZ%20DÜZENİ/Desktop/Pergel%20Kırtasiye/Jaafar%20Nozad%20GAZİ%20FEN%20DR/Jaafar%20Nozad%20DR240423.docx%23_Toc133332225
file:///C:/Users/TEZ%20DÜZENİ/Desktop/Pergel%20Kırtasiye/Jaafar%20Nozad%20GAZİ%20FEN%20DR/Jaafar%20Nozad%20DR240423.docx%23_Toc133332225

Sekil
Sekil 2.1.
Sekil 2.2.

Sekil 2.3.

Sekil 2.4.
Sekil 2.5.
Sekil 2.6.

Sekil 2.7.

Sekil 2.8.
Sekil 2.9.
Sekil 2.10.
Sekil 2.11.
Sekil 2.12.
Sekil 2.13.
Sekil 2.14.
Sekil 3.1.
Sekil 3.2.
Sekil 3.3.
Sekil 3.4.

Sekil 4.1.

Sekil 4.2.

Sekil 4.3.

SEKILLERIN LISTESI

Probiyotiklerin, prebiyotiklerin, sinbiyotiklerin ve postbiyotiklerin tanim1
Takviye edici gidalarda kullanilan yaygin probiyotik mikroorganizmalar ..
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1. GIRIS

Fermantasyon, gida isleme ve muhafaza i¢in kullanilan en eski teknolojilerden biridir.
Gida lezzetini arttirdigl, faydali enzimler, vitaminler, amino asitler ve anti-mikrobiyal
driinler trettigi bulunmustur (Vlasova vd, 2016; Voidarou vd, 2021). Fermantasyon
siirecinin ayrilmaz pargalari, yaygin olarak probiyotikler olarak adlandirilan patojenik
olmayan, faydali mikroorganizmalardir (Kalui ve digerleri, 2008). Geleneksel fermente
gida ve iceceklerle iliskili iki ana mikroorganizma tiirii mayalar ve bakterilerdir. Mayalar,
gida giivenligi ve organoleptik 6zellikler iizerinde dnemli bir etikiye sahip olup, farkli gida
siniflarinda bulunur (FAO ve WHO, 2001; Chelliah ve digerleri, 2016). Saccharomyces
cerevisiae var boulardii, Kluyveromyces, Debaryomyces, Candida, Pichia, Hanseniaspora
ve Metschnikowia cinslerine ait mayalarin probiyotik ozelliklere sahip oldugu

gosterilmistir (Smith vd, 2015; Tamang ve Lama, 2022).

2001 yilinda FAO/WHO tarafindan yapilan probiyotik tanimi Hill ve digerleri (2014)
tarafindan “yeterli miktarlarda uygulandiginda konakc¢iya saglik yarari saglayan canli
mikroorganizmalar” olarak yenilenmistir. Mayalarin probiyotik ve besin takviyesi olarak
kullanimi biiyilk 6nem kazanmistir (Bekatorou vd., 2006). Maya probiyotiklerinin,
bagisiklik diizenleyici 6zellikleriyle birlikte bagirsak bozukluklarini dnleme ve tedavi etme
yetenekleri gibi birincil yararl etkileri bulunmaktadir (Moslehi ve digerleri, 2010). In vitro
Ve in vivo ¢alismalar, maya probiyotiklerin antioksidan {iretimi ve kan kolesterol seviyesini
diistirme gibi viicut iizerinde faydali fizyolojik etkileri olabilecegini gostermistir (Kumar
vd., 2012; Plessas vd., 2012). S. boulardii probiyotigi en ¢ok kolonda aktiftir ve kolona
gelene kadar gastrointestinal sistemde canli kaldig: bildirilmistir (Kelesidis ve Pothoulakis,
2012). Bu nedenle, bu maya probiyotigi, inflamatuar bagirsak bozukluklarinin ve her tiirli
gastroenteritin tedavisi i¢in insan tiikketimine uygun oldugu gosterilmistir (Palma ve
digerleri, 2015; Oliveira ve digerleri, 2017). Saccharomyces suslar igin optimal biiyiime
sicakligr 22°C ila 30°C arasindadir. Ancak insan viicudunda S. boulardii 37°C'ye kadar
canli kalabilmektedir. Mide asidine ve bagirsak safrasina karsi direnci nedeniyle, S.
boulardii'nin bagirsak yolunda antibiyotiklerin ve proteolizin etkilerinden kurtulmasi ve
sonucta bagirsak iltihaplarini iyilestirmesi olduk¢a olasidir. Pichia kudriavzevii bitkisel
iirinlerde bulunmasina ragmen bir gida bozulma tiirii olarak kabul edilmemistir (Kurtzman
ve digerleri, 2011b). P. kudriavzevii, bir¢ok patojenik mikroorganizmay1 oldiirebilen ve
bdylece gidalarin korunmasina katkida bulunabilen toksin iiretme yetenegine sahiptir

(Bajaj vd., 2013). Bu organizma ayrica kolesterolii asimile etme kabiliyeti nedeniyle



potansiyel bir probiyotik olarak kabul edilmistir (Psomas ve digerleri, 2003). Mayalar
tarafindan fermentasyon sirasinda tiretilen bir¢ok metabolit, antioksidan aktiviteye sahiptir
(Abbas, 2006). Gelismis saglik ve zindelik i¢in endojen antioksidan kompleksi
tamamlayan giivenli ve dogal kaynaklardir. Kandaki yiiksek kolesterol seviyesi olan
hiperkolesterolemi, kalp krizi insidansina %45'e kadar katkida bulunan kardiyovaskiiler

hastaliklar i¢in 6nemli bir risk faktoriidiir (Kumar ve ark. 2012; Bianconia vd, 2021).

Probiyotik mikroorganizmalar i¢eren fonksiyonel gidalarin iiretimine yonelik ¢aligmalar
yogun bir sekilde devam etmektedir. Probiyotiklerin konakgidaki saglik yararlarindan
sorumlu oldugu bildirilmistir. Bu yaralarin enterik patojenlere karsi dirence katkisi, kolon
kanserinin 6nemli etkileri (antimutajenik etki, bagisiklik sisteminin uyarilmasi), ince
bagirsakta asir1 bakteri liremesinin 6nlenmesi, ishal ve kabizligin 6nlenmesi ve tedavisi,
bagisiklik sisteminin modiilasyonu, antihipertansiyon oldugu bildirilmistir. Probiyotik
mikroorganizmalarin {irogenital enfeksiyonlarin 6nlenmesinde, Helicobacter pylori
enfeksiyonunun Onlenmesine ve tedavisinde, alerjinin Onlenmesinde, hepatik
ensefalopatinin dnlenmesinde, meme kanserinin Onlenmesinde, bagirsak histolojisinin
gelismesinde ve azaltilmasinda katki saglamaktadir (Sharifi-Rad, vd., 2020; Das, vd.,
2022; Rueda-Robles, vd., 2022). Maya probiyotiklerinin 6nemli bir avantaji,
gastrointestinal enzimlere, safra tuzlarma, pH degisimlerine, organik asitlere ve sicaklik
degisimlerine karsi oldukca direngli olmalaridir. Probiyotik mayalar, bagirsak yolu ile
mukozaya tutunarak istenmeyen patojenlerin ve diger bakterilerin mukozaya yapigsmasini
engellerler. Ayrica, ¢ogalma yetenekeleri ile fonksiyonel gidalarda lezzet gelisimine

olumlu etki yapmaktadirlar (Carlos vd., 2010).

Probiyotik organizmalarin fonksiyonel rollerini karakterize etmek, mukozal ve epitel
hiicrelerinin yapigmasi ve kolonizasyonu (Gorbach, 2002), asit ve safra tuzu toleransi
(Mainville vd., 2005; Ragavan ve Das, 2019), proteoliz (Kosin ve Rakshit, 2006) ve
probiyotik stabilite ve canlilik hayati olarak kabul edilmektedir. Ayrica, adezyon
gastrointestinal kolonizasyon i¢in 6nemli bir 6n kosul oldugundan ve probiyotik
organizmalarin fonksiyonel rollerini kolaylastirdigindan, organizmalar bagirsaga yapisma,
cogalma ve kolonize etme yetenegine sahipse probiyotiklerin arzu edilen etkilerinin

artacagini belirtmek 6nemlidir (Romero, 2018).

Prebiyotikler, bagirsak mikrobiyotasi tarafindan parcalanan bir besin grubudur. Insan genel

saghg ile iligkileri son yillarda artan bir ilgi alan1 olmustur. Bagirsak mikrobiyotasini



besleyebilirler (Davani-Davari vd., 2019). Frukto-oligosakkaritler ve galakto-
oligosakkaritler, insan saglig1 tizerinde faydali etkileri olan iki 6nemli prebiyotik grubudur.
Diisiik miktarlarda frukto-oligosakkaritler ve galakto-oligosakkaritler gidalarda dogal
olarak bulundugundan, bilim insanlar1 endiistriyel Ol¢ekte prebiyotikler iiretmeye
caligmaktadirlar. Prebiyotiklerin saglik yararlar1 ve giivenliklerinin yan1 sira probiyotiklere
kiyasla tliretim ve depolama avantajlar1 géz Oniine alindiginda, probiyotiklerin yerine veya
probiyotiklerle birlikte insan saghgi durumunu gelistirmek i¢in Onemli adaylar gibi
gorinmektedirler (Stinson ve digerleri, 2017). Prebiyotikler, iyi bagirsak bakterilerini
beslemeye ek olarak, kalsiyumu emmeye yardimci olabilir, gidalarin kan sekerinde ani
yiikselmelere neden olma oranimi degistirebilir, gidalarin daha hizli fermente edilmesini
saglayabilir (den Besten ve digerleri, 2013). Yeni arastirmalar, prebiyotiklerin irritabl
bagirsak sendromu gibi bagirsak hastaliklarini1 yonetmeye yardimci olup olamayacagini ve
obezitenin kontrolinde nasil bir rol oynayabileceklerini arastirlmaktadir (Aoun ve
digerleri, 2020). Ekzopolisakkaritlerin (EPS'ler), bakterilerin epitel yiizeylere
yapismasinda, otoagregasyonunda ve pihtilasmasinda etkili oldugu belirtilmektedir. EPS
iireten mikroorganizmalarin mide-bagirsak yolunda maruz kaldiklar1 asit ve safraya karsi
yiiksek diren¢ gosterdigi ve bu direnci tetikleyen faktoriin 6zel bir protein olabilecegi
bildirilmistir. Mikroorganizmalarin c¢evrelerine salgiladiklar1 EPS, hiicreleri kuruma,
fagositoz ve faj etkisinden korur, yliksek oksijen gerilimi saglar, hiicreleri antibiyotiklere
ve toksik maddelere (toksik metal iyonlari, kiikiirt dioksit, etanol gibi) ve yiizeye karsi
korur (Gientka vd., 2015).

Postbiyotikler hem prebiyotiklerden hem de probiyotiklerden ¢ok daha az bilinmektedir,
ancak son arastirmalar, sagligin korunmasinda ve iyilestirilmesinde daha 6nemli olmasa da
esit derecede Onemli bir role sahip olduklarimi gdstermektedir. Aslinda, prebiyotiklere
atfedilen saglik yararlarinin ¢ogu, gergcekten de postbiyotiklerden kaynaklaniyor olabilir
(Smith, 2021). Postbiyotikler, bagirsakta probiyotikler tarafindan gergeklestirilen
fermantasyon siirecinin yan triinleridir. Yani probiyotikler prebiyotiklerle beslendikge
postbiyotikler tretilmektedirir. Bunlar temel olarak probiyotiklerin “atiklar’” olarak
adlandirilmaktadirlar (Salminen ve digerleri, 2021). Sinbiyotikler ise probiyotikleri ve
prebiyotikleri bir sinerjizm bigiminde birlestiren gida bilesenleri veya diyet takviyeleri
anlamina gelmektedir (Pandey vd., 2015). Sinbiyotik ilk olarak "bir veya simirli sayida
canlimin metabolizmasim1 aktive ederek ve/veya biiylimeyi segici olarak uyararak

gastrointestinal kanalda canli mikrobiyal diyet takviyelerinin hayatta kalmasim ve



implantasyonunu gelistirerek konakg¢iyr faydali bir sekilde etkileyen probiyotik ve
prebiyotik karigimlar1” olarak tanitilmistir (Dos Passos vd, 2021).

Bu tez calismasinda, Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Biyoteknoloji
Laboratuvari kiiltiir kolleksiyonunda bulunan, hurmadan izole edilen ve daha &nce
Aakef’in (2018) Yiiksek Lisans tezinde yaptigi ¢alismalarda probiyotik oOzellikleriyle
(Ekzopolisakkarit iiretimi, asit ve safra direnclilikleri, otoagregasyon, koagregasyon,
hidrofobosite ve antimikrobiyal aktivite) 6ne ¢ikmis Pichia kudriavzevii JD2 maya susu

kullanilacaktir. Tez kapsaminda;

1. P. kudriavzeii JD2 maya susunun anti-kolesterol aktiviteleri, hidrofobisitesi, yapay
mide ve bagirsak sivisinda canliliklar1 gibi bazi probiyotik 6zelliklerinin tespit edilmesi,

2. P. kudriavzeii JD2 maya susundan elde edilen EPS’nin (EPSyp2) izole edilerek HPLC,
NMR ve SEC ile karakterize edilmesi,

3. P. kudriavzeii JD2 maya susundan elde edilen EPS’nin (EPS;p2) ve inulinin prebiyotik
aktivite skorlarmin tespit edilmesi,

4. P. kudriavzeii JD2 maya susundan elde edilen EPS’nin (EPSjp2) ve inulinin farkli
pH’daki mide s1visinda yiizde hidrolizinin belirlenmesi,

5. P. kudriavzeii JD2 maya susundan postbiyotigin (CFS;p2) elde edilmesi ve HPLC ve
GC-MS ve LC-MS MS ile igeriginin belirlenmesi,

6. Lactiplantibacillus plantarum subsp. plantarum DSM20246 bakterisinin  ve
Saccharomyces cerevisiae BU19 mayasmin EPSjp2 ve inulini fermente edilebilme
kapasitesi,

7. Prebiyotik (EPSip2) ve postbiyotigin (CFSyp2) L. plantarum subsp. plantarum
DSM20246 susunun (LGD) ve S. cerevisiae BU19 maya susunun gelisimini diizenleyici
(MGD) etkilerinin belirlenmesi ve ticari olarak kullanilan iniilin prebiyotigi ile
karsilagtirilmasi,

8. Probiyotik (JD2), prebiyotik (EPSip2), postbiyotik (CFSip2), sinbiyotik (JD2+EPS;p2)
ve postbiyotik+prebiyotik (CFSip2+EPS)p2) uygulamanin bazi biyolojik (antioksidan ve
antibiyofilm) aktivitelerinin belirlenmesi ve bu sonuglarin ticari olarak kullanilan iniilin

prebiyotigi ile mukayese edilmesi hedeflenmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Mayalar

Mayalar, insanlarin normal mikrobiyal florasi dahil olmak {izere dogal ortamlarda,
bitkilerde, havadaki partikiillerde, suda, gida iiriinlerinde ve diger bircok ekolojik habitata
yaygin olan okaryotik mikroorganizmalardir. Mayalar, besin acisindan bir¢ok karmasik
ekosistemde Onemlidir. Simbiyoz, parazitlik ve rekabet dahil olmak iizere diger
mikroorganizmalarla birgok etkilesimde bulunurlar. Ayrica hem aseksiiel hem de cinsel
durumlar sergilerler (Kurtzman ve digerleri, 2011a, b). Heterojen bir mikroorganizma
grubunu olusturmaktadirlar. Mayalarin sayisiz ve cesitli biyolojik aktiviteleri ile gida
endistilirisinde genis bir uygulama alanlari vardir. Fermente gidalarda tad gelisimine
onemli katkilarina ek olarak, istenmeyen bakterilere ve funguslara karsi antagonistik
aktiviteleri de bilinmektedir. Bu aktiviteler, besin maddelerine rekabet, biiylime
ortamlarinin asitlenmesi, yliksek etanol konsantrasyonlarina toleranslari ve antifungal
oldiiriicii  toksinler ve/veya antibakteriyel bilesikler gibi antimikrobiyal bilesiklerin

salinmasi ile iliskilidir (Banik ve digerleri, 2019).

Probiyotik igeren gidalarin tasarimi Oncelikle Lactobacillus ve Bifidobacterium'a
odaklanmig olsa da Saccharomyces cerevisiae var boulardii mayasinin gastroenterit
tedavisinde etkili oldugu uzun yilaradan beri bilinmektedir (Hatoum ve digerleri, 2012).
Mayalar, fermente gida ve icecek liretimindeki rollerine ek olarak, hayvan besleme ve
veterinerlik uygulamalarinin yani sira, tip ve biyomedikal ve ilag endiistrilerinde cesitli

rollere sahiptirler (Hibbett ve digerleri, 2007).

Mayanin inhibitor aktivitesi ilk olarak Hayduck (1909) tarafindan kesfedilmistir. Diger
arastirmacilar, mayalarin diger mayalara kars1 oldiiriicii toksinler olarak bilinen ikincil
metabolitlerin iiretimini iceren antagonistik etkisini bildirmislerdir (Suzuki ve digerleri,
2001; Marquina ve digerleri, 2002). Viljoen (2006), mayalarin fermente gida ve
iceceklerdeki antimikrobiyal, antibiyofilm, antioksidan ve antikanser etkilerinin organik
asitler, ucgucu asitler, hidrojen peroksit ve g¢esitli diger substratlarin etkilerinden

kaynaklandigini bildirmistir.



2.2. Biyotik Ailesi

Biyotikler, "tiiketildiginde konakgiya bir saglik yarar1 saglayabilen, besleyici olarak aktif
bilesenlerdir." Bu nedenle “Biyotik aile” saglik, beslenme ve gida teknolojisi alanlarinda
son zamanlarda ortaya ¢ikan bir dizi terimi ifade etmektedir (Mohr vd., 2020; Vinderola ve
Burns, 2021). Kiiresel olarak, metabolik hastaliklar 6nemli bir halk saglig: tehdididir. Bu
hastaliklarin etiyopatogenezi ile risk faktorleri arasindaki nedensel iliskiyi dogrulayan
birgok caligma vardir. Buna ragmen, beden egitimi ve diyet gibi geleneksel terapotik
yonetim yontemlerinin yetersiz oldugu kanitlanmistir. Son zamanlarda arastirmacilar,
bagirsak mikrobiyotasinin dahil olmasi1 gibi metabolik hastaliklarin patofizyolojik
degiskenligini agiklamaya yonelik diger potansiyel yolaklara odaklanmislardir (Gurung
vd., 2020; Palade ve digerleri, 2022). Bagirsak mikrobiyotas1 ile metabolik hastaliklarin
patogenezi arasindaki iliski gbéz Oniine alindiginda, prebiyotikler (laktoz, soya
oligosakkaritleri,  galaktooligosakkaritler, iniilin),  probiyotikler  (Lactobacillus,
Bifidobacterium, Lactococcus, Streptococcus cinsleri), hem ayri1 ayri hem de birlikte
sinbiyotik olarak veya postbiyotikler (hiicresiz siipernatanlar, hiicre duvari parcalari, kisa
zincirli yag asitleri) gibi "biyotik aile" kullanilarak bagirsak mikroflorasinin bilesimini
degistirmek i¢in gesitli terapotik stratejiler gelistirilmistir (Liu, ve digerleri, 2021) (Sekil
2.1). Biyotik ailesinin bagirsak mikrobiyotasinin bilesimi {izerindeki dogrudan etkisi
nedeniyle, metabolik hastaliklarin evriminde olumlu sonuglar gostermistir (Palade ve ark.,

2022).

Probiyotikler Prebiyotikler Sinbivotikler _ Postbiyotikler
eotimiors Kok nlkrgnizs ooy bn S e
u_\'gulandlglm}a tarafindan segici olarak de prebiyotiklerin mikrobi;agll e e
konlk‘)l,‘"ﬂ Stk caflamian e saghc kombinasyonlar1 veterli n'lik(:rda. uvgulandigind; '
yarar saglayan canli acisindan fayda saglayan yeu 'a uygwiandiginda
mikroorganizmalar substratlar. saghk ve esenligi destekleyen, canh

olmayan hiicreler dahil, bilesikler

Sekil 2.1. Probiyotiklerin, prebiyotiklerin, sinbiyotiklerin ve postbiyotiklerin tanimi
(Salminen ve digerleri, 2020)



2.2.1. Probiyotikler

Avrupa Gida Gilivenligi Otoritesi (EFSA) 100'den fazla mikroorganizmay1 giivenli olarak
(probiyotik) degerlendirmis ve bunlarin yem ve gida katki maddesi olarak kullanilmasina
izin vermistir (Kum ve Sekkin, 2012). Bugiin en giincel ve kapsamli probiyotik listesi
Avrupa Birligi Komisyonu tarafindan 2017 yilinda yayimlanmistir. Probiyotik olarak

kullanilan bazi mikroorganizmalar Sekil 2.2'te verilmistir.

[ Gida ve gida takvivesi endiistrisinde yaygin olan probiyotikler J

[ | | ]
[ Lactobacillus tiirleri ] [ Bifidobacterimm tiirleri 1 [ Streptokok tiirleri W [ Mayalar ve Kiifler ]

s Saccharemyces
B. bifiduin T S termaofilus boulardii
B. breve
L. reuteri g ?;ﬁ:z ler
L. plantarum ’
L. asidefilus
L. vaka
L. fermentum
L. laktis

L. paracasic

Sekil 2.2. Takviye edici gidalarda kullanilan yaygin probiyotik mikroorganizmalar
(Peivasteh-Roudsari vd. 2019)

Probiyotiklerin fonksiyonel ve teknolojik 0Ozellikler olmak {izere iki gruba ayrilan

ozellikleri sayesinde giivenli olarak kabul edilmislerdir (Jach, 2013; McFarland, 2015).

Fonksiyonel Ozellikler: Hedef organa ulasma sirasinda canli kalabilme yetenegi, konakg1
organizmanin organlari ile etkilesimi, antipatojenik dzellikler ve giivenlik degerlendirmesi
gibi dort ana Ozellikleri kapsamaktadir. Cogu probiyotik, hedef organ olarak bagirsak
yoluna ulagmak i¢in agizdan alinir. Bu nedenle, agizdan bagirsak yoluna gegiste hayatta
kalmalidirlar. Bu, potansiyel probiyotik suslarin bagirsak yolu i¢indeki ¢evresel kosullara
(sindirim enzimleri, mide ve safra tuzlari, konak¢inin pH ve viicut sicakligi), mukozal
yiizeyleri kolonize etme yetenegi ve bagirsak mikrobiyotasina dayanma kabiliyeti
acisindan taranmasi anlamina gelmektedir. Yiizey hidrofobikligi ve antibiyotik direncide
onem tasimaktadir (McFarland, 2015). Probiyotik toksin iiretmemeli, patojen olmamali

veya tehlikeli metabolik aktivitelere sahip olmamalidir. Ayrica, iretim siirecinde canligini
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koruyabilmelidir (Zuntar vd, 2020). Sekil 2.3’te yiyecek ve igeceklerde uygulama igin

probiyotiklerin giivenlik degerlendirmesi i¢in genel prosediir verilmistir.

Teknolojik Ozellikler: Yiiksek miktarlarda biyokiitleyi kolayca iiretme yetenedi, son
iirinde yiiksek raf omrii ve liyofilizasyon gibi muhafaza prosediirlerine karst direnc,
genetik stabilite ve son {irlinlerin organoleptik 6zelliklerinde bozulma olmamasi gibi dort

grup altinda toplanmistir (Libudzisz, 2002; Jach, 2013).

us, tiir ve cins giivenlik ozellikleri

1 s o ” i lik szellikleri
(Koken/ozellikler)

\ 2 Uretim ve depolama sirasinda canlilik ve
aktivite

3 Probiyotik potansiyel karakterizasyonu
"_(4 Yararh bakterilerin secici uyarilmasi ve zararh
h _bakterilerin baskilanmasi
5 Bagursak epiteline baghhk ve bagisikhik
tepkisinin modiilasyonu
6

Goniilliilerde/hastalarda gidaya dahil etme ve
Klinik yan etKkileri test etme

Sekil 2.3. Yiyecek ve igeceklerde uygulama igin probiyotiklerin giivenlik degerlendirmesi
icin genel prosediir (Koirala ve Anal, 2021)

Probiyotikler, besin substratlarinin liretimi veya rekabeti ile bagirsak mikrobiyotasinin
kompozisyonunu ve islevini degistirebilir. Bakteriyosin {iretiminin, iligkili antimikrobiyal
aktivitelerinin bir sonucu olarak karmasik mikrobiyal ortamlarda rekabet avantaj1 sagladigi

bildirilmistir (O'Shea ve digerleri, 2012).

Saccharomyces cinsi en ¢ok caligilan cinstir ve bu cinsin yaklagik yirmi tiiriiniin ¢ogu,
kimyasallarin stirdiiriilebilir {iretimi, farmasoétikler, vitamin iiretimi, rekombinant
proteinlerin sentezi, nutrasétikler gibi 6nemli biyoteknolojik ilgiye sahiptir (Wagner ve
Alper, 2016). Meyve ve sebzeler, fermente edilmis yiyecek ve igecekler, endiistriyel siit
atiklar1 ve insan digkist gibi ¢esitli {irlin ve ortamlardan izole edilen Saccharomyces
olmayan mayalarin probiyotik adaylar1 olduguna dair ¢aligmalar yapilmaktadir (Ceugniez
vd, 2017; Shruthi vd, 2022). Saccharomyces cinsi olmayan probiyotik maya cinslerinin

esas olarak; Debaryomyces, Torulaspora, Kluyveromyces, Pichia, Meyerozyma,



Cryptococcus ve Candida oldugu rapor edilmistir (Kandasamy ve digerleri, 2018).
Kluyveromyces ve Pichia tiirlerinin “gida katki maddesi” olarak kullanilabilecek genel
olarak giivenli (GRAS) olarak bildirilmislerdir (Greppi ve digerleri, 2017).

Probiyotik mayalar antifungal, antibakteriyel ve antiinflamatuar ozelliklere sahiptir
(Sanlhidere vd., 2016). Caligmalara gore Kluyveromyces marxianus ve Pichia
kudriavzevii’nin kolesterol seviyesini diisiirebildigi (Xie vd., 2015), bunun sonucunda
lokal ve sistemik inflamasyonu azaltan proinflamatuar sitokinlerin {iretimini sagladiklar
(Pacini ve Ruggiero, 2017), ayrica, antioksidan aktiviteye de sahip olduklar1 agiklanmigtir
(Ogunremi ve Agrawal, 2015). Oliveira ve arkadaslari tarafindan 2017 yilinda elde edilen
sonuglar, fermente sofralik zeytinlerden izole edilen Pichia guilliermondii 25A ve Candida
norvegica 7A gibi bazi mayalarin, simiile edilmis sindirim sistemi kosullarina S. cerevisiae
var boulardi'mkine benzer diizeyde direng géstermeleri nedeniyle probiyotik potansiyele
sahip oldugunu gostermislerdir. Rodriguez ve digerleri, (2018) farkli kaynaklardan izole
edilen 108 maya susundan Hanseniaspora osmophila ve P. kudriavzevii tiirlerine ait iki
mayanin probiyotik olarak umut verici suslar oldugunu bildirmislerdir. Maya hiicre duvari
seker bilesiminin, Ozellikle B-glukan (maya hiicre duvarmin ara tabakasindan tiiretilen
polisakkarit) bileseninin, anti-enfektif ve antitlimor tedavisinde uygulanmalarina izin veren
immiinomodiilatér 6zellikleri rapor edilmistir. Ayrica, polisakkaritlerin antioksidanlar,
antimutajenler ve antigenotoksik ajanlar olarak koruyucu islevleri ortaya koyulmustur
(Saber, 2017).

Gastrointestinal hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisinde canli probiyotiklerin 6nemli
etkinligini gdsteren ¢ok sayida kanit olmasina ragmen, bagisikligi baskilanmis veya ¢ok
gen¢ hastalarda canli suslarin tiiketilmesi ve ayrica bagirsak bakteri topluluklarinda
istenmeyen direng 6zelliklerinin yayilmasi konusunda hala endiseler vardir (Saadat vd.,
2019). EPS'lerin, Bullera, Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Lipomyces, Pichia,
Pseudozyma, Rhodotorula ve Sporobolomyces cinsleri gibi birgok maya tiirii tarafindan
tiretildigi ve antitimor, immiinomodiilatér ve antioksidan aktivite gibi birgok oOzellige

sahip olduklar1 gosterilmistir (Madhuri ve Prabhakar, 2014; Gientka ve ark., 2015).

Pichia kudriavzevii: Candida krusei'nin teleomorfu olan Pichia kudriavzevii, haploid
hiicrelerin kaynasmasi1 yoluyla cinsel olarak ¢ogalmaktadir. Maya, ilk olarak V.I
tarafindan Issatchenkia orientalis olarak adlandirilmis, 1960 yilinda Kudryavtsev ve 1965

yilinda Pichia kudriavzevii olarak degistirilmistir (Hello, 2014). Bu tiir, klinik ve tarimsal
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mantar Oldiiriiciilerin yani1 sira diisilk pH dahil olmak {izere ¢oklu stresleri tolere etme
yetenegi ile taninmaktadir. Hiicrelerin sekli uzamak icin oval veya elips seklinde olabilir
(Sekil 2.4). Cevrede ozellikle toprakta, meyvelerin kabuklarinda ve hatta fermente
6iceceklerde yaygin olarak bulunur. Pichia kudriavzeii, 45°C kadar yiiksek sicakliklarda
ve 2, 3 ve 4 kadar diisiik pH'larda metabolik olarak aktif kalabilir (Sohn vd., 2018). P.
kudriavzevii hiicresi de sitoplazma, g¢ekirdek, hiicre zari, hiicre duvari, mitokondri ve
kofuldan olusur. Glikoz en belgelenmis kaynak olmasina ragmen, gida kaynaklar1 olarak
glikoz, sakkaroz, galaktoz, fruktoz ve mannoz kullanabilir. P. kudriavzeii, fitazdan fitik
asidi hidrolize etme yetenegindedir. Fitik asit cogu memeli tarafindan sindirilemez, bu
nedenle bu oOzellik, ozellikle insan gidalarinda faydalidir (Oberoi vd., 2012). P.
kudriavzevii ile bitkiler arasinda sintrofik bir iliski vardir. Ornegin, mayada bulunan
fitazlar, toprakta bulunan fitati parcalayarak bitkilerden alinan fosfat miktarini
iyilestirmektedir. Bunun sonucunda ihtiya¢ duyulan fosforlu giibre miktarinda azalma

olmaktadir (Greppi ve digerleri, 2015).

P. kudriavzevii izolatlar1 dogada yaygin olarak bulunur. Spontan fermantasyon
stireclerinde siklikla karsilasilir ve bir¢ok geleneksel fermente gida iiretmek igin
kullanilmaktadir (Smukowski vd., 2018). Yiizyillardir fermente kakao, fermente siit, misir
icecekleri gibi gida iiriinlerinin imalatinda kullanildig1 igin ABD Gida ve Ilag Idaresi
tarafindan "genel olarak giivenli” statiisii verilmistir (Bourdichon vd., 2012). Baslangicta
eksi mayali ekmek icin ve bugdaydan Cin sirkesi liretmek i¢in kullanilmistir (De Vuyst,
2016). P. kudriavzevii, strese son derece toleranshidir ve Candida gliserinogenes adi
altinda enddistriyel gliserol tiretimi igin kullanilmistir (Wang, 2001). Ayrica, kanalizasyon
iceren bazik azo-boyalarin toksisitesini azaltmak i¢in uygulanabilen ¢evre dostu
biyoremediasyon tekniklerinde de kullanilabilmektedir (Rosu vd., 2019). Ayrica
probiyotik olarak da potansiyele sahiptir (Chelliah, 2016).
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Sekil 2.4. Pichia kudriavzeii (URL 1)

P. kudriavzevii, endiistriyel Ol¢ekte yenilenebilir yakitlar ve kimyasallar tiretmek igin
faydali bir maya tiiriidiir. Biyoteknolojik uygulamalara ek olarak, siiksinat ve laktat dahil
organik asitlerin iiretimini yapabilen P. kudriavzevii suslari, kakao fermantasyonlar1 gibi
cesitli gidalarin tiretilmesinde de kullanilmaktadir (Sohn vd., 2018). Biyoyakit endiistrisi
icin ¢ok faydali olan yiiksek verimde etanol iiretmektedir (Oberoi vd., 2012). Cogu maya
gibi, P. kudriavzeii de sarap ve biranin fermantasyonunda yer almakla birlikte, biiyiik bir
lezzet ve aroma yarattigi i¢in kakao cekirdegi fermantasyonunda da ¢ok degerlidir. P.
kudriazveii baz1 durumlarda patojen olabilir, ancak belgelenmis sadece immiin yetmezlikli

bireylerde birkag¢ patojenik vaka tespit edilmistir (Hurst, 2016).

Bircok maya tiirii etanol {iretme yetenegine sahip olsa da pek cogu etanolii ksilozdan
iretemez. Ksiloz, ahsapta bulunan bir sekerdir, yani 6zellikle biyoyakit endiistrisinde
faydal1 olan etanol iiretimine alternatif olarak kullanilabilir. Ksiloz, pentoz fosfat yoluna
girer ve fruktoza doniistiiriilir. Bu metabolik yol Pichia kudriavzeii’ye 6zgiidiir. Fruktoz,
glikoliz yolundan gegirilerek enerji ve piriivik asit salinimi ile sonuglanmaktadir (Sekil

2.5). Dogru kosullar altinda piruvik asit etanole doniistiiriilebilir (Hello, 2014).


https://microbewiki.kenyon.edu/index.php/File:%20Metschnikowia_2.png
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Sekil 2.5. Ksilozun fermantasyonu (URL 2)

Maya probiyotiklerinin secim Kriterleri

Antikolesterol aktivite:_Asir1 kolesterol, ¢esitli metabolik hastaliklarin ana nedenlerinden
biridir. Terapotik onlemler, yasam tarzi ve diyet miidahalelerinin yani sira farmasotik
ajanlar, kolesterol seviyelerinin diizenlenmesi i¢in yetersizdir (Shehata ve digerleri, 2016).
Yiiksek kolesterol, kardiyovaskiiler hastalik gelistirme riskinin artmasiyla iligkilidir. Bu,
kalp hastaligi, fel¢ ve periferik arter hastaligini igerebilir. Diyabet ve yiiksek tansiyon da
yiksek kolesterol ile iligkilendirilmistir (Shehata ve digerleri, 2016). Kolesterol diisiirme
kabiliyetine sahip probiyotikler, gida yoluyla takviye edildiginde kan kolesterol
diizeylerinde azalma ile birgok diyette fayda saglayabilir (Xie vd., 2015).

Probiyotik mikroorganizmalar, farkli mekanizmalar yoluyla kolesterol seviyelerini
diistirme potansiyeli gostermistir, ancak probiyotikler tarafindan kolesterol diistiriicii
aktiviteden sorumlu olan kesin mekanizmalar belirsizligini korumaktadir (Ma vd., 2019).
Probiyotik hiicreler tarafindan bagirsak kolesteroliiniin uzaklastirilmasi, bagirsak protein
seviyelerinin asag1 regiilasyonu ile ince bagirsak kolesterol absorpsiyonunun inhibe
edilmesi ve safra tuzu tarafindan katalize edilen safra tuzu dekonjugasyonu ile fekal safra
asidi atilim seviyelerinin arttirilmasini igeren {i¢ ana olasi mekanizma 6nerilmistir (Shehata
vd., 2019). Bakterilerin kolesterolii giderme yeteneginde suglar arasinda farklilik olup, bu
hipokolesterolemik etki, biiyiime sirasinda kolesteroliin asimilasyonu, kolesteroliin hiicre
zarma katilmasi1 ve kolesteroliin hiicre yiizeyine yapismast gibi farkli mekanizmalara

baglanmistir (Aloglu, 2005). Ornegin, funguslarin kolestrolii giderme yeteneginin,


https://microbewiki.kenyon.edu/index.php/File:%20Xylose_2.png
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biiyimeleri sirasinda kolesterolii miselleri ile ortamindan gidermeleri oldugu rapor

edilmistir (Psomas vd., 2003).

Fermente siit Triinleri tiiketildiginde fermentasyonda laktik asit bakterileri ve
bifidobakterilerin varliginin serum kolesterol seviyesini diigiirdiigii gosterilmistir (Pan vd.,
2011). Fermente siit iiriinlerinin mikrobiyal icerigi incelendiginde ise hem bakteri hem de
mayalarin ayni ortamda oldugu gozlenmistir. Ornegin kefir, kolesterol diisiiriicii etki gibi
probiyotik 6zelliklere sahip bir igecektir. Kefir tanelerinin bakteri ve mayalardan olusmasi,
mayalarin probiyotik ve kolesterol diisiiriicii ajan olarak arastirilmasi gerektigini ortaya
koymustur (Moslehi-Jenabian ve ark., 2010). Tomaro ve digerleri, (2014) Lactobacillus
reuteri, L. fermentum, L. rhamnosus, L. acidophilus gibi farkli probiyotik suslarin
kolesterol diisiiriicli potansiyellerini de bildirmislerdir. S. cerevisiae var boulardii ve S.
cerevisiae mayalarinin doymamis yag asitlerinin asimilasyon aktiviteleri arastirilmig, S.
cerevisiae var boulardii’in S. cerevisiae ya gore hiicrede daha fazla yag ve yag asidi
biriktirdigi ve her iki kiiltiiriin de kolesterolii uzaklastirdigi agiklanmistir. Kiiltlirlerin
kolesterol asimilasyon mekanizmalarinin kolesterol esteraz enzimi ile gerceklestigi rapor
edilmistir (Krasowska ve ark., 2007). Chen vd., (2010) ¢ig siitten 19 maya susu izole etmis
ve P. kudriavzevii BY15 ve P. guillier-mondii BY31 suslarmin yiiksek kolesterol
asimilasyon kabiliyeti sergiledigini bildirmislerdir. Kathade ve digerleri (2020), tatli su
salyangozu Pila globosa’dan izole edilen P. kudriavzevii'nin kolesterolii asimile
yetenegine sahip oldugunu ve bu nedenle insanda kan kolesteroliinii diisiirmek i¢in ideal
bir probiyotik olabilecegini rapor etmislerdir. Yiiksek kolesterollii diyetle beslenen
hamsterlerde 2 ila 3 hafta boyunca giinliik S. boulardii uygulamasinin kontrol hayvanlarina
kiyasla toplam plazma kolesteroliinii 6nemli 6l¢iide azalttifini ve ayrica kemirgenin
bagirsak mikrobiyota bilesimini degistirdigini gozlemlemislerdir. Mikrobiyotadaki bu
degisiklikler, lipidemik degerlerin varyasyonlar1 ile iliskilendirilmistir. Bu nedenle,
mayada safra tuzu hidrolaz aktivitesinin varhiginin, plazma kolesterol diizeylerinin

diismesini agiklamak i¢in dnemli olabilecegi seklinde yorumlanmistir (Briand ve digerleri
2019).

Gastrointestinal Sistemde (GIS) Canlilik: Bagirsak mikrobiyotasi, bakteri, mantar ve
protozoa dahil olmak iizere ¢esitli ve karmagsik mikrobiyal topluluklardan olugsmaktadir. Bu
mikrobiyota, metabolik aktiviteleri ve besin emiliminin tesvik edilmesi, biyoaktif
bilesiklerin sentezi, bagirsak bariyer fonksiyonunun iyilestirilmesi, motilite, patojenlere

kars1 direng veya bagisiklik sisteminin modiilasyonu gibi fizyolojik diizenlemeleri yoluyla
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konagin genel sagliginda 6nemli bir rol oynamaktadir (Yin ve digerleri, 2019). Yas, ilaclar,
antibiyotikler, diyet veya stres nedeniyle ortaya ¢ikan ve disbiyosis olarak bilinen bagirsak
mikrobiyal popiilasyonlarinin veya metabolizmalarinin bozulmasi, kronik hastalik
gelisimine, metabolik bozukluklara veya atopik hastaliklara katkida bulunmaktadir.
Probiyotikler, dengeli bir bagirsak mikrobiyotasini destekleyerek ve toplu olarak hastalik
direnci saglayan faydali metabolit iretimini uyararak disbiyozu tersine c¢evirebilirler

(Westfall ve Pasinetti, 2019).

Bir mikroorganizmanin probiyotik olarak kabul edilebilmesi icin, (i) gastrointestinal
kosullarda hayatta kalma, (ii) patojen inhibisyonu, (iii) bagirsak epitel hiicrelerine yapigsma
gibi belirli se¢im kriterlerini karsilamasi gerekmektedir (Kalliomaki vd., 2008). Sindirim
sistemi boyunca mide ve bagirsak sivilarina maruz kalmak, alinan probiyotiklerin
canliligin1 azaltabilen ana strestir. Yasayan mikroorganizmalarin bagirsaga optimum
sekilde taginmasi, bagirsak probiyotiklerinin etkileri i¢in kritik dneme sahiptir (Liong ve
digerleri, 2005). insan gastrointestinal sisteminde canli kalma, probiyotik suslar igin
onemli bir Ozelliktir. Oral yoldan verilen probiyotiklerin gastrointestinal gegiste canli
kalmas1 ve dolayisiyla bagirsaklari gecici olarak kolonize etmesi gerekmektedir. Hayatta
kalma oranlari, probiyotiklerin nasil uygulandigina (yani gida matrisi, galenik form ve

dozaj rejimi gibi faktorlere) bagl olabilmektedir (Possemiers vd., 2010).

Mayalarin umut verici aktiviteleri ve insan gastrointestinal sisteminden gecis sirasinda
hayatta kalma, diisiik pH'a ve safra tuzlarina maruz kalmayi tolere etme yetenekleri,

probiyotik olarak olasi kullanimlarina dikkat ¢ekmistir (Pennacchia ve digerleri, 2008).

Canli S. cerevisiae hiicreleri, bagirsak mikrobiotasinin yeniden dengelenmesi igin
biyoterapdtik veya probiyotik ajanlar olarak kullanilmaktadir (Posteraro vd., 2005).
Mayalar, diisiik pH ortamlarinda hayatta kalma ve gelisme konusunda degisen yeteneklere
sahiptirler. Kakao fermantasyonundan izole edilen maya tiirleri pH 3'te (Wulan ve
digerleri, 2021), Nijerya fermente yemegi olan "ogi"den izole edilen P. kudriavzevii
suslarmin pH 2 mide suyunda (Alakeji ve Oloke, 2020) ve S. boulardii'nin ¢ok farkli pH
seviyelerinde canli kalabilecegini rapor edilmistir (Romero-Luna vd., 2018). S.
boulardii’nin bakteriyel toksinleri etkisiz hale getirerek, toksinin bagirsak hiicre
reseptorlerine baglanmasini engelleyerek ve toksin kaynakli iltihabi azaltarak Gl yoluna

fayda sagladig: bildirilmistir (Anoop vd., 2015).
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Hidrofobisite: Hiicre yiizeyi hidrofobikligi (CSH), hem hiicre-hiicre hem de hiicre-yiizey
etkilesimlerini etkileyen ©nemli bir hiicresel biyofiziksel parametredir. Dimorfik
mantarlarda, kiif ve maya formlar1 arasinda sicakliga bagli ge¢is dahil olmak {izere bir¢ok
faktor, CSH {izerinde giiglii etkilere sahiptir ve daha yiiksek hidrofobiklik, filamentli hiicre
biiytimesine elverigli diisiik sicakliklarda daha yaygindir. Ayn1 izolata ait bireysel maya
kolonileri arasinda, farkli morfolojiler CSH'deki farkliliklara karsilik gelebilir. CSH'deki
bu farkliliklar siklikla tibbi a¢idan 6nemli mantarlarda degisen viriilans ile iligkilidir ve
antifungal tedavilerin etkinligini etkileyebilir (Danchik ve Casadevall, 2021). CSH
seviyesi, su ile etkilesimlerini belirleyen mikroplarin yiizeyindeki molekiillerin
ozelliklerini yansitmalidir. Hidrofobik Candida albicans hiicrelerinin proteazlarla
islenmesi, CSH'yi disiirerek, bu 0Ozelligin yilizey proteinleri tarafindan verildigini
diisindiirmektedir. Bununla birlikte, bu proteinler her zaman agiga ¢ikmaz. Biiylime
durumuna bagl olarak hidrofilik fibriller ve glikosilasyon seviyesi tarafindan
maskelenebilirler (Dabiri ve ark., 2018). Benzer sekilde, proteinler Aspergillus
fumigatus’ta CSH’den sorumlu goriinmektedir. Aspergillus spp.’de bu proteinler,
hidrofobik yiizeylerle etkilesime izin veren hidrofobik alanlara sahip kiiciik proteinler olan

hidrofobinleri igerir (Ohtaki ve digerleri, 2006).

Mikrobiyal CSH, degisen hiicre duvari bilesimi, genetik modifikasyon, sicakliktaki
degisiklikler ve degisen besin mevcudiyeti dahil olmak iizere bir¢cok degiskenden
etkilenebilir. Trichosporon asahii kolonileri arasinda, farkli maya hiicresi morfolojileri,
hidrofobiklikteki farkliliklarin gdstergesidir. Morfolojinin bu patojen ig¢in viriilansi
etkiledigine inanilmaktadir (Ichikawa ve ark., 2017). Mannoproteinler, glukanlar, lipitler
ve kitin dahil olmak tizere hiicre duvarinin diger bilesenleri de CSH’ye katkida bulunabilir
(Angiolella ve digerleri, 2020). Sterol profili ve lipid igerigi de CSH’yi etkiler
(Suchodolski ve digerleri, 2020). Besin mevcudiyeti, mantar biiylime asamas1 ve sicaklik
da CSH’yi etkilmektedir. C. albicans’in taze ortama seyreltilmis 37°C’deki sabit faz
kiiltiirleri, yeni erisilebilir besinlere yanit olarak CSH’lerini hizla azaltabilir (Llopis-
Torregrosa ve digerleri, 2019). Dimorfik mantarlarda, hifal ve maya formlar1 arasindaki
gecis kismen sicaklik tarafindan kontrol edilmektedir ve dramatik morfolojik, gen
regiilasyonu ve hiicre yiizeyi kompozisyonu degisiklikleri ile iliskilidir. Dimorfik
mantarlardaki ¢ogu CSH ¢aligmasi, 37°C’de biiyliyen organizmalara odaklanmistir (Ramos
ve digerleri, 2020). Cogunlukla Candida tiirleri olmak tizere dimorfik mantarlarda CSH ile

ilgili mevcut calismalar, bu biyofiziksel parametrenin viriilans, biyofilm olusumu ve
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tedaviye yanit siireglerinde dnemli ve karmasik roller oynadigini gostermektedir. Yiiksek

CSH siklikla daha giiglii viriilansa karsilik gelmektedir (Danchik ve Casadevall, 2021).

2.2.2. Prebiyotikler

Diyet prebiyotikleri tipik olarak gastrointestinal sistemin iist kismindan gegen ve substrat
olarak hareket ederek kalin bagirsagi kolonize eden bakteriler (Bifidobacterium ve
Lactobacillus cinsleri) gibi faydali mikroorganizmalarin biiylimesini veya aktivitesini
uyaran sindirilemeyen lif bilesikleridir (Hutkins vd., 2016). ilk olarak 1995 yilinda Marcel
Roberfroid tarafindan fonksiyonel bir gida bileseni olarak tanimlanmis ve adlandirilmistir
(Gibson ve Roberfroid, 1995; Hutkins ve digerleri, 2016). Prebiyotiklerin tanimi1 ve bu
siiflandirmaya girebilecek gida bilesenleri, ilk tanimindan bu yana degisiklik gostermistir.
2016 yilinda, Uluslararasi Bilimsel Probiyotikler ve Prebiyotikler Birligi (ISAPP)
“Konak¢t bir mikroorganizma tarafindan saglik yarari olusturmak icin segici olarak
kullanilan bir substrat” olarak yeniden tanimlamiglardir (Gibson ve digerleri, 2017).

Prebiyotik olarak kabul edilebilmesi i¢in gidanin veya bilesenlerinin:

e Konak sindirim, absorpsiyon ve adsorpsiyon siire¢lerine direngli olmasi,

e Gastrointestinal sisteminde (GI) kolonize olan mikrobiyota tarafindan fermente
edilebilir olmasi,

e Bagirsak mikrobiyotasint daha saglikli bir kompozisyon Ilehine degistirerek,
gastrointestinal sistem igindeki bir veya smirli sayida bakterinin biiylimesini ve/veya

aktivitesini segici olarak uyarmasi gerekmektedir (Slavin, 2013; Gibson vd., 2017).

Oligosakkaritler olarak adlandirilan bitki kaynakli karbonhidrat bilesikleri, tanimlanmis
olan ana prebiyotik kaynagidir (Pokusaeva ve digerleri, 2011; CK Rajendran ve digerleri,
2017). Spesifik olarak, fruktanlar ve galaktanlar, bagirsaktaki faydali bakteri kolonilerinin
aktivitesini ve biiylimesini uyaran iki oligosakarit kaynagidir (Pokusaeva ve digerleri,
2011; Lamsal, 2012). Fruktanlar, fruktooligosakkaritler (FOS) ve iniilinlerden olusan bir
karbonhidrat kategorisidir, galaktanlar ise galaktooligosakkaritlerden (GOS) olusmaktadir
(Gibson ve digerleri, 2017). Diger diyet lifleri de direngli nisasta (Zaman ve Sarbini,
2015), pektin (Goémez ve digerleri, 2014), beta-glukanlar (Arena ve digerleri, 2014) ve
ksilooligosakkaritlerdir (Linares ve digerleri, 2017).
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Yaygin olarak kullanilan prebiyotikler arasinda iniilin, frukto-oligosakkaritler (FOS'lar),
galakto-oligosakkaritler (GOS'lar), laktuloz, polidekstroz, izomalto-oligosakkaritler
(IMOS'lar), ksil-oligosakkaritler (XOS'ler) ve laktitol bulunmaktadir (Guarino ve digerleri,
2020). Cogu arastirma, prebiyotiklerin Bifidobacteria ve Lactobacillus iizerinde sagladigi
etkilere odaklanmistir (Pandey vd. 2015). Hem Bifidobacteria hem de Lactobacillus'un
farkli prebiyotik 0Ozgiilliige sahip oldugu ve bakteri popiilasyonunun karakteristik
enzimlerine dayali olarak prebiyotik lifi secici olarak fermente ettigi gosterilmistir. Bu
nedenle, laktobasiller iniilin ve fruktooligosakkaritleri tercih ederken, bifidobakteriler
iniilin, fruktooligosakkaritler, ksilooligosakkaritler ve galaktooligosakkaritler i¢in 6zgiillilk
gosterir (Wilson ve Whelan, 2017). Bifidobakterileri uyaran bir iiriin, prebiyotik olmakla
Ortiisen ancak ayni olmayan bir kavram olan bifidojenik faktor olarak tanimlanmaktadir
(Wilson ve Whelan, 2017). Saglikli insanlarda biyosentetik olarak aktif GOS'larin
karigimi, probiyotik bakterilerin hayatta kalmasini ve kolonizasyonunu arttirmak igin
Bifidobacterium bifidum'un enzimatik aktivitesi ile tiretilmistir (Depeint vd., 2008). Kisa
zincirli yag asitleri (SCFA), bifidobakteriler ve laktobasiller gibi mikroflora iiyeleri
tarafindan metabolik yakit olarak kullanilmaktadir. Iniilin ve direncli nisasta tiikketimi ile
kolondaki bifidobakteri ve laktobasil popiilasyonunun biiyiimesi artmaktadir (Topping,
2001). Ayrica, prebiyotik fermantasyonda iiretilen kisa zincirli yag asitleri (SCFA’lar),
bagirsak bariyerinin biitiinliigiini ve immiinomodiilatér o6zellikler1 gelistirmektedir
(Oniszczuk ve digerleri, 2021). Saglikli insanlarda biyosentetik olarak aktif GOS’larin
karisimi, probiyotik bakterilerin hayatta kalmasini ve kolonizasyonunu arttirmak igin
Bifidobacterium bifidum'un enzimatik aktivitesi ile tretilmistir (Depeint vd., 2008). Kisa
zincirli yag asitleri (SCFA), bifidobakteriler ve laktobasiller gibi mikroflora iiyeleri
tarafindan metabolik yakit olarak kullanilmaktadir. Iniilin ve direncli nisasta tiikketimi ile
kolondaki bifidobakteri ve laktobasil popiilasyonunun biiyiimesi artmaktadir (Topping,
2001). Ayrica, prebiyotik fermantasyonda {iretilen kisa zincirli yag asitleri (SCFA'lar),
bagirsak bariyerinin biitiinliigiini ve immiinomodiilatér o6zellikleri gelistirmektedir
(Oniszczuk ve digerleri, 2021). Caligmalar ayrica prebiyotiklerin yararli bagirsak
bakterilerinin bilylimesini uyarmasiin yani sira, bagirsakta Clostridia gibi zararli ve
potansiyel olarak patojenik mikroplarin biiyiimesini de engelleyebilecegini gostermistir
(Rajendran ve digerleri, 2017). Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans ve
Ganoderma lucidum dahil olmak iizere ¢esitli mantar tiirleri polisakkaritler tiretmektedirler
(Wang ve digerleri, 2021). Maya EPS’si, immiinomodiilasyonda umut verici uygulamalara
ek olarak antiviral, antitrombotik ve antioksidan gibi cesitli potansiyel aktivitelere sahip bir

tiir mikrobiyal polisakarittir (Li vd., 2020).
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Aragtirmalar, fermantasyonda kullanilan bitki materyallerinde bulunan iniilinin,
Bifidobacterium adolesanis ve Faecalibacterium prausnitzii'nin uyarilmasi yoluyla insan
bagirsagi mikrobiyotas1 iizerinde nutrasotik bir etki gosterdigini kanitlamistir (Ramirez-
Farias ve digerleri, 2008). Bitki kaynaklarindan OS'ler-prebiyotik alternatifleri, mantar tiirii
Aspergillus ibericus kullanilarak fermantasyon siirecinde iiretimleri igin incelenmistir.
Sentezlenen mikrobiyal iirlin, bagirsak mikrobiyotasint temsil eden bir bakteri
toplulugunda prebiyotik potansiyeli gostermistir (Roupar ve digerleri, 2022).
Prebiyotiklerin dogasi ve uygulamalari géz Oniine alindiginda, Aspergillus ibericus ve
Saccharomyces cerevisiae tarafindan fretilen FOS’larin, saglikli insan bagirsak
mikrobiyotasint temsil eden bakteri konsorsiyumu tarafindan fermente edildigi
bildirilmistir. Mikrobiyal kaynakli FOS'larin biyoaktivitesi, iniilin tipi maddeler olan
raftiloz ve frutaloz dahil olmak tizere ticari FOS'larla karsilastirilmistir. Sonuglar,
mikroorganizma konsorsiyumunun substrat olarak FOS’u tiikettigini ve ayrica FOS’un
bifidobakter ve laktobasillerin biiyiimesini ve SCFA verimini tesvik ettigini gostermistir.
Aspergillus ibericus tarafindan iretilen FOS’un gii¢lii prebiyotik 6zelliklere sahip ve
prebiyotik potansiyeli yliksek bir gida bileseni olarak kullanilabilirli§inin umut verici
oldugu seklinde yorumlanmistir (Roupar vd., 2022; Nobre vd., 2018). Baska bir ¢alismada,
biyomalzeme olarak kullanim i¢in XOS’lar, endiistriyel bir yan iiriin olan kiispeden

ekstrakte edilen ksilandan sentezlenmistir (Gupta ve digerleri, 2022).

Prebiyotiklerin etki mekanizmasi: Fermantasyon, kolondaki faydali bakteriler tarafindan
prebiyotiklerin kullanildigi ana etki mekanizmasidir. Hem Bifidobacteria hem de
Lactobacillus, substratlar1 pargalamak igin sakarolitik metabolizmay1 kullanan bakteri
popiilasyonlaridir (Lamsal, 2012; Slavin, 2013). Bifidobakteriyel genom, karbonhidrat
modifiye edici enzimleri kodlayan bir¢ok genin yam sira karbonhidrat alim proteinlerini
kodlayan genleri igerir. Bu genlerin varligi, bifidobakterilerin, bitki kaynakl
oligosakkaritlerin (pektin, seliiloz, hemiseliilloz ve direngli nisastalar) veya prebiyotiklerin
fermantasyonu ve metabolizmasi i¢in Ozellesmis spesifik metabolik yollar igerdigini
gosterir. Bifidobakterilerdeki bu yollar ile Sekil 2.6’deki gibi viicut fonksiyonlarinda ¢esitli
fizyolojik rollere sahip kisa zincirli yag asitleri tiretirler (Abdulhussein ve digerleri, 2018).
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Sekil 2.6. Prebiyotiklerin etki mekanizmasi (Abdulhussein ve digerleri, 2018)

Prebiyotik kaynaklari: Kaynaklarin prebiyotik olarak simiflandirilabilmesi i¢in konaga
fayda sagladig1 kanitlanmalidir. Fruktanlardan ve ksilanlardan tiiretilen fermente edilebilir

karbonhidratlar, prebiyotiklerin en iyi belgelenmis 6rnegidir (Gibson ve digerleri, 2017).

Endojen Prebiyotik: Anne siitii, galaktooligosakkaritler adi verilen oligosakkaritler igeren
endojen prebiyotik kaynagidir (Wilson ve Whelan, 2017; Enam ve Mansell, 2019). Anne
stitli  oligosakkaritlerinin anne siitilyle beslenen bebeklerde Bifidobacteria bakteri
popiilasyonunu arttirdigi ve bebegin bagisiklik sistemini giiclendirdigi bulunmustur.
Ayrica, insan siitii oligosakkaritleri, yenidoganlarda saglikli bir bagirsak mikrobiyota
kompozisyonu olusturmaya yardimci olmaktadir (Gibson ve digerleri, 2017; Enam ve

Mansell, 2019).

Eksojen Prebiyotik: Prebiyotikler olarak siniflandirilan sindirilemeyen karbonhidrat

bilesikleri, fermente olabilen bir lif tiriidir ve bu nedenle diyet lifi olarak
siiflandirilabilir. Bununla birlikte, diyet liflerinin tiimii prebiyotik kaynak olarak
smiflandirilamaz (Slavin, 2013). Asagida vurgulanan gida kaynaklarina ek olarak (Cizelge
2.1) ¢ig yulaf, rafine edilmemis arpa, yacon ve tam tahilli kahvaltilik tahillar da prebiyotik

lif kaynaklar1 olarak siniflandirilmaktadir (Gibson ve digerleri, 2017). Prebiyotik lifin
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baskin tiirii yiyecege gore degisebilir. Ornegin, yulaf ve arpa yiiksek miktarda beta-glukan,
meyve ve sebzeler pektin, tohumlar sakiz, sogan ve Kudiis enginarlari iniilin ve
oligofruktoz agisindan zengindir ve muz ve baklagiller direngli nisasta icerir (Moshfegh,

1999).

Cizelge 2.1. Prebiyotik iceren en iyi 10 gida (Moshfegh, 1999)

Gida Agirliga g:ifg?iijz)iyotik Lif

Ham, Kuru Hindiba Kokii 64,6
Ham, Kuru Kudiis Enginar 315
Ham, Kuru Karahindiba Yesilleri 24,3
Cig, Kuru Sarimsak 17,5
Cig, Kuru Pirasa 11,7
Cig, Kuru Sogan 8,6
Cig kuskonmaz 5

Ham Bugday kepegi 5

Tam Bugday unu, Pigmis 4.8
Cig muz 1

Prebiyotik tirleri: Cogu karbonhidrat gruplarimin bir alt kiimesi olan birgok prebiyotik tiirii
vardir (Sekil 2.7) ve cogunlukla oligosakkarit karbonhidratlardir (OSC'ler). Ancak
prebiyotiklerin sadece karbonhidrat olmadigini gosteren bazi kanitlar da var (Louis ve

digerleri, 2016).

Fruktanlar: Bu kategori, iniilin ve frukto-oligosakkarit (FOS) veya oligofruktozdan
olugmaktadir. Yapilar1 B (2—1) baglantili lineer bir fruktoz zinciridir. Genellikle  (2—1)
baglantili terminal glikoz birimlerine sahiptirler. Inulin, 60'a kadar polimerizasyon
derecesine (DP) sahiptir, FOS'un DP'si ise 10'dan azdir (Louis vd. 2016). Bazi ¢alismalar,
fruktanlarin segici olarak laktik asit bakterilerini uyarabilecegini rapor etmistir. Ancak
fruktanlarin  zincir uzunlugunun, hangi bakterilerin onlar1 fermente edebilecegini
belirlemek i¢in onemli bir kriter oldugunu gdsteren arastirmalar mevcuttur (Astdo vd.
2019). Bu nedenle, diger bakteri tiirleri de fruktanlar tarafindan dogrudan veya dolayl
olarak tesvik edilebilir. 2018'de Amerika Birlesik Devletleri'nde, Gida ve Ila¢ Idaresi,
ABD'de iiretilen gida iirlinlerinin besin degerini iyilestirmek i¢in kullanilan bir diyet lifi

bileseni olarak iniilini onaylamistir. Bobrek fonksiyonunu o6l¢mek i¢in iniilinin
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kullanilmasi, glomeriiler filtrasyon hizini tahmin etmenin diger araglariyla karsilastirma

icin "altin standart" olarak kabul edilmektedir (Hsu ve Bansal, 2011).
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Sekil 2.7. Farkli prebiyotik ailelerinin kimyasal yapilart. (FOS: frukto-oligosakkaritler,
GIOS: gluko-oligosakkaritler, GOS: galakto-oligosakkaritler, HMO: insan siitii
oligosakkaritler, IMO: izomalto-oligosakkaritler)

Galakto-Oligosakkaritler: Laktoz uzantisinin iiriinii olan galakto-oligosakkaritler (GOS),
iki alt grupta smiflandirilir: (i) C3, C4 veya C6'da asir1 galaktoz iceren GOS ve (ii)
enzimatik trans-glikosilasyon yoluyla laktozdan iiretilen GOS. Bu reaksiyonun son {iriinii
esas olarak B (1—6), B (1—3) ve P(1—4) baglantilarinda tri- ila pentasakkaritlerin
galaktoz ile bir karisimidir. Bu tip GOS ayrica trans-galakto-oligosakkaritler (TOS) olarak
da adlandirilir (Gibson ve digerleri, 2010). Galakto-oligosakkaritler, bifidobakter ve
laktobasilleri biiyiik ol¢iide uyarabilir. Bebeklerdeki bifidobakteriler, GOS ile yiiksek
oranda birlesme goOstermistir.  Enterobakteriler, Bacteroidetes ve Firmicutes,
Bifidobacteria’dan daha az 6l¢iide GOS tarafindan uyarilmaktadir (Louis vd. 2016).
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Nisasta ve Glikozdan Tiiretilen Oligosakkaritler: Direngli nisasta (RS) olarak bilinen {ist
bagirsak sindirimine direngli bir tiir nisasta mevcuttur. Direncgli nisasta, yiiksek diizeyde
biitirat {ireterek saghgi gelistirebilir; bu nedenle prebiyotik olarak siniflandirilmasi
onerilmistir (Fuentes-Zaragoza vd. 2011). In vitro bir ¢alisma, direngli nisastanin
Ruminococcus bromii ve Bifidobacterium adolesan tarafindan ve ayrica daha az 6lgiide
Eubacterium rectale ve Bacteroides thetaiotaomicron tarafindan da pargalanabilecegini
gOstermistir. Bununla birlikte, karisik bakteri ve diski inkiibasyonlarinda, R. bromii'nin
yoklugunda direngli nisasta bozunmasinin imkansiz oldugu bildirilmistir (Ze vd., 2012).
Polidekstroz, glikoz tiirevli bir oligosakkarittir. Cok sayida dali ve glikozidik baglantilar
olan glukandan olusmaktadir. Bifidobakterileri uyarabilecegine dair bazi kanitlar mevcut

olmasina ragmen heniiz dogrulanmamistir (Costabile vd., 2012).

Pektik-Oligosakkaritler: Pektik-oligosakkaritler ~ (POS'ler), galakturonik  asit
(homogalakturonan) veya ramnozun (rhamnogalakturonan I) uzantisina dayanmaktadir.
Karboksil gruplari, metil esterlestirme ile ikame edilebilir ve yapi, C2 veya C3'te
asetillenebilir. Cesitli seker tiirleri (arabinoz, galaktoz ve ksiloz gibi) veya ferulik asit, yan
zincirlere baghidir (Yoo vd. 2012). Yapilari, pektik-oligosakkaritler kaynaklarina baglh
olarak 6nemli dl¢iide farklilik gostermektedir (Gullon vd. 2013).

Karbonhidrat Olmayan Oligosakkaritler: Kakao tiirevi flavanoller gibi karbonhidrat olarak
siiflandirilmayan ancak prebiyotik olarak siniflandirilmasi 6nerilen bazi bilesikler vardir.
In vivo ve in vitro deneyler, flavanollerin laktik asit bakterilerini uyarabildigini

gostermektedir (Tzounis vd. 2011).

Saghk Yararlari: On arastirmalar prebiyotiklerin olas1 saglik yararmin, kalsiyum ve diger
mineral emilimini arttirdig1 (Scholz-Ahrens ve Schrezenmeir, 2007), bagisiklik sisteminin
etkinligi arttirdigimi (Lomax ve Calder, 2009; Lohne ve digerleri, 2014), bagirsak
asiditesini azalttigini, kolorektal kanser riski (Geier ve digerleri, 2006), inflamatuar
bagirsak hastaligi (Crohn hastaligi veya iilseratif kolit) (Hedin ve digerleri, 2007),
hipertansiyon (Yeo ve digerleri, 2009) ve diskilama sikligini (Roberfroid, 2010) azalttig
rapor edilmektedir (Sekil 2.8). Prebiyotikler, 0-24 aylik ¢ocuklarda antibiyotik gerektiren
enfeksiydz atak sayisini ve toplam enfeksiyon sayisini azaltmada etkili olabilecegi ifade
edilmektedir (Lohne vd. 2014). Higbir iyi kanit, prebiyotiklerin alerjileri 6nlemede veya
tedavi etmede etkili oldugunu gostermemistir (Cuello-Garcia vd. 2017). Arastirmalar,

prebiyotiklerin kisa zincirli yag asitlerinin (SCFA) artan iiretimine yol actigini gosterse de
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(Macfarlane ve digerleri, 2006), dogrudan bir nedensel baglanti kurmak i¢in daha fazla
aragtirmaya ihtiya¢ oldugu belirtilmektedir. Prebiyotikler, kolonik duvarlar i¢in besin
olarak kisa zincirli yag asitlerinin iiretimi ve Ulseratif kolit semptomlarinin hafifletilmesi
yoluyla inflamatuar bagirsak hastaliina veya Crohn hastaligina faydali olabilecegi

bildirilmistir (Guarner, 2005).

Kolon kanseri

Bagisikhik Fonksiyonlan

Mikroflora modit‘ikasyoml

ishal

Kan glikoz

miishil Lipid metabolizmasi

Mineral emilimi

Sekil 2.8. Prebiyotiklerin olasi saglik yarart (Cummings ve Macfarlane 2002)

Diyete onemli miktarlarda ani prebiyotiklerin eklenmesi, fermentasyonda artisa neden
olarak gaz iiretiminde artisa, siskinlige veya bagirsak hareketine neden olabilir (Marteau ve
Seksik, 2004). Kisa zincirli yag asitlerinin {iretimi ve fermantasyon kalitesi, diisiik lif
aliminin uzun siireli diyetleri sirasinda azalmaktadir (Thambiraj vd., 2018). Bagirsak
bakterilerini rehabilite etmek veya eski haline getirmek i¢in bakteri mikrobiotas1 kademeli
olarak olusturulana kadar, besin emilimi bozulabilir ve daha yiiksek prebiyotik aliminin
hizl1 bir sekilde eklenmesiyle kolonik gecis siiresi gegici olarak uzayabilmektedir (Marteau

ve Seksik, 2004).

Gida Uygulamalari: Prebiyotik igerikli fonksiyonel gidalarin iiretimi, son yillarda gida
endiistrisinde baskin bir konuma sahip olan bir alandir ve sadece ekonomik nedenlerle
degil, faydalarina dair bilimsel kanitlarla da olduk¢a umut verici bir pazardir (Burgain vd.,
2011). Baz1 prebiyotikler, dzellikle iniilin ve fruktooligosakkarit, siit tirtinleri, ekmekler,
tahillar, diyet takviyeleri ve digerleri gibi dogal bir diyetin parcas1 olan ¢ok c¢esitli yiyecek
ve iceceklere dahil edilmistir. Bu biiyiime sayesinde tiiketiciler lezzetli yemeklerin tadim

cikarirken kendi sagliklari igin faydal etkileri tesvik edebilmektedirler (Kumar vd., 2012).
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Bebek formiiliine prebiyotiklerin eklenmesi digkiyr yumusatmaktadir. Pazarlama sonrasi
yaymlanan arastirmalar, formiilde uzun zincirli bir inulin/galaktooligosakkarit karigimi
(0«8 g/dl) ile beslenen bebeklerin normal sekilde biiyiidiiglinii ve hicbir yan etkisinin

olmadigin1 géstermistir (Veereman-Wauters, 2005).

Spesifik prebiyotiklerin hem in vitro hem de in vivo spesifik kolon mikrobiyal
popiilasyonlarin1 tesvik ettigi bulunmustur (Gibson ve Roberfroid, 1995). Ornegin,
amilomaize nisastanin, bakterioidler ve koliformlar pahasina bifidobakterilerin biiylimesini
secici olarak uyardig1 bulunmustur (Wang ve digerleri, 2002). Benzer sekilde, laktulozun
bifidobakterilerin biiylimesini destekledigi ve siirekli bir kiiltiir modelinde (Gibson ve
Fuller, 2000) ve ayrica insan kolonunda (Bouhnik ve digerleri, 2004) bakterioidlerin
sayisin1  azalttigi rapor edilmistir. Ek olarak, B. lactis’in fekal seviyelerinin,
galaktooligosakkaritlerin oral yoldan verilmesiyle arttigi bulunmustur (Malinen vd. 2002).
Aksine, [-glukanlar laktobasillerin biliylimesini bifidobakterilerden daha fazla
desteklemektedir (Kadlec ve Jakubec, 2014).

Prebiyotikler, gelismis bir organoleptik kalite ve daha dengeli bir besin bilesimi gibi ¢ifte
fayda saglamak igin kullanilabilir (Younis, et al., 2015). Lif bilesenleri olarak iniilin ve
sindirilemeyen oligosakkaritlerin kullanimi basittir ve ¢ogu zaman tat ve dokuyu
gelistirmeye yol agmaktadir. Bifidobakteriler ve laktobasil tiirleri gibi spesifik kolonik
bakteriler, bu 6zel diyet lifi formlarini kolayca fermente eder ve kisa zincirli yag asitlerinin
paralel tiretimiyle hiicre popiilasyonlarimi yikseltir (Donovan, 2006). Bu asitler, baglica
biitirat, asetat ve propiyonat, konak i¢in metabolik enerjinin yani sira bagirsagin

asitlenmesini saglamaktadir (Schaafsma, 2008).

Ekzopolisakkaritler ve Prebiyotik Olarak Degerlendirilmesi: Polisakkaritler (glikanlar)
uzun monosakkarit zincirleridir. Her monosakkarit, polisakkarit olarak bilinen polimerik
yapiy1 olusturmak i¢in glikozidik baglarla birbirine baglanir. Polisakkaritler biyokiitlenin
en biiylik bilesenidir. Dogadaki karbonhidrat kiitlesinin  %90’indan fazlasinin
polisakkaritler seklinde oldugu tahmin edilmektedir (Schmid ve Sieber, 2015).
Polisakkaritler enerji depolamada hayati bir rol oynar ve glikojen ve nigasta gibi hiicresel
yakit kaynag1 gorevi goriirler. Seliiloz gibi organizmalarin yapisal biitlinliigiinii korumaya,
bitkilerde yapinin korunmasina yardimci olurlar. Ayrica, sekli korumaya yardimci olan
hiicreleri, dokular1 ve organlar1 destekleyen hayvan dokusu gibi hiicre dis1 boslukta da

bulunurlar. Polisakaritler, hiicreden hiicreye iletisimin ve hiicresel tanimanin ayrilmaz bir
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pargasidir. Iki tip polisakkarit vardir: Homopolisakkaritler ve heteropolisakkaritler (Kumar

ve Mody, 2009).

Homopolisakkaritler (HOPS): Tek tip seker monomerinden olusan nétr polisakkaritlerdir.
Ormegin seliiloz, beta-glikosidik baglantilar yoluyla baglanan glikoz monomerlerinden
olusan dalsiz bir homopolisakkarittir; dektran, seliiloz, glikojen, glikoz monomerlerinin
alfa-glikosidik baglarla birlestigi dalli bir formdur. Yapisindaki molekiillere bagh olarak
adlandirilirlar; Glukan (glikoz polisakariti), fruktan (fruktoz polisakariti), galaktan
(galaktoz polisakariti), araban (arabinoz polisakariti) ve ksilan (ksiloz polisakariti) (Kumar
ve Mody, 2009).

Heteropolisakkaritler (HePS): iki veya daha fazla monosakkarit tiiriinden olusan
polisakkaritlerdir. Ornegin, peptidoglikan, agaroz ve glikozaminoglikanlar veya
glukuronik asit (GIcA), heteropolisakkaritlerin tekrar eden birimleridir ve bazen fosfat,
asetil ve gliserol gibi karbonhidrat olmayan ikame edicilerde igerirler (Kumar and Mody,
2009).

Her iki polisakarit tiirlinde de monosakarit dogrusal bir sekilde baglanabilir veya karmasik

Olusumlara ayrilabilir (Sekil 2.9).

Dalsiz

Dalsiz
Dallanmus Dallanms
Homopolisakkaritler Heteropolisakkaritler

Sekil 2.9. Ekzopolisakkarit tiirleri (Xie vd. 2016)

Homopolisakaritler ve heteropolisakaritler, sentetik enzimler ve sentez bolgeleri agisindan
da farklidir. Homopolisakkaritlerin biyosentezi sakkaroz gibi spesifik substratlar

gerektirirken, heteropolisakkarit kalintilar1 hiicre i¢inde iiretilir ve Onciiler hiicre disi
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polimerizasyon i¢in izoprenoid glikosil tasiyici lipidler tarafindan zar boyunca yer alir
(Nwodo ve digerleri, 2012). Heteropolisakkaritler, birden fazla monosakkarit birimi igeren
polisakkaritlerdir. Dogal olarak olusan bir¢ok heteropolisakkarit, peptitlere, proteinlere ve
bunlara bagh lipidlere sahiptir (Kumar ve Mody, 2009). Baz1 heteropolisakkarit 6rnekleri

sunlardir:

(1) Peptidoglikanlar (murein), hemen hemen tiim bakterilerin sitoplazmik zarinin disinda
bulunan bakteri hiicre duvarinin bir pargasidir. Birincil rolii, turgora direnerek hiicre
biitiinliigiinii korumaktir. Peptidoglikan, kisa peptitler ile birbirine baglanan dogrusal
polisakkarit  zincirlerinden  olusmaktadir.  Polisakkarit  zincirleri, degisen  N-
asetilglukosamin (GIcNAc) ve N-asetilmuramik asit (MurNAc) kalintilarini birbirine
baglayan 1,4 glikozidik baglardan olusmaktadir (Kumar ve Mody, 2009). GlcNAc ve
MurNAc, kesin yapist bakteri tiiriine bagl olarak degisen kisa peptitler tarafindan hiicre
duvarinda ¢apraz baglanan lineer polimerlerdir. Lizozim enzimi, GlcNAc ve MurNAc
arasindaki -1,4 baglar1 hidrolize ederek bakterileri yok etmektedir. Gozyaslari, bakteri
savunma mekanizmasi olarak islev goéren lizozimler igermektedir. Penisilin ve ilgili
antibiyotikler, ¢apraz baglarin olusumunu bloke ederek bakterileri yok etmekte ve hiicre
duvarmin ozmotik pargalanmaya dayanamayacak kadar kirilgan hale gelmesine neden

olmaktadir (Schmid ve Sieber, 2015).

(i1) Agaroz, kirmiz1 deniz yosunundan elde edilen dogal bir heteropolisakkarittir ve hiicre
duvarlarinin yapisal bir parcasidir. Agaroz, agarbiyozun tekrarlayan birimlerden olusan
dogrusal bir polimerdir. D-galaktoz (-D-glalaktopiranoz) ve L-galaktoz tiirevi (3,6-
anhidro—L-galaktopiranoz), agarbiyoz olusturmak tiizere -1,4 glikozidik baglarla birbirine
baglanir. Agarbiyoz birimleri, 600-700 tortulu bir polimer olusturmak i¢in -1,3 glikozidik
bag ile birbirine baglanir. Bir eter kopriisii, 3,6-anhidro—L-galaktopiranoz kalintisindaki
C3 ve C6’y1 birbirine baglar. C2 konumundaki bir siilfat esteri, 3,6-anhidro-L-

galaktopiranoz kalintilarinin kiigiik bir yiizdesinde bulunabilir (Tang ve digerleri, 2012).

(111) Glikozaminoglikanlar, bitkilerde bulunmayan, yalnizca hayvanlarda ve bakterilerde
bulunan heteropolisakkaritlerdir. Glikozaminoglikanlar, dokulardaki hiicreleri birbirine
baglayan ve c¢ok hiicreli hayvanlarda besin ve oksijenin tek tek hiicrelere ulasmasi icin
gozenekli bir yol saglayan hiicre disi matriste (ECM) bulunur. Glikozaminoglikanlar,
tekrarlayan disakkarit birimlerinden olusan bir lineer polimer tiiriidiir. Bunlar, amino

sekerlerin yan1 sira Uronik asitleri iceren bir tiir karmasik karbonhidrattir. N-
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asetilglukosamin veya N-asetilgalaktozamin, iki monosakkaritten biridir, digeri ise
normalde D-glukuronik veya liduronik asit gibi bir iironik asittir. Hyaluronik asit,
kondroitin siilfat, heparin ve keratin siilfat, glikozaminoglikanlarin 6érnekleridir (Nwodo ve

digerleri, 2012).

Biyopolimerler, tiim organizmalarin dogal kosullar altinda biiylime dongiileri sirasinda
iiretilen polimerlerdir. Sonu¢ olarak, karbonhidratlar gibi dogal polimerler olarak da
bilinirler (Bakshi ve digerleri, 2020). Biyopolimerler, mikroorganizmanin hiicrelerinde
karmasik metabolik siireclerle iretilir (Moradali ve Rehm, 2020). Sekil 2.10, mikrobiyal
EPS'nin sentez yolunu temsil etmektedir. Biyosentetik yollar, (a) substrat sindirimini
(Salazar ve digerleri, 2016), (b) ana metabolit yolunu (Tang ve digerleri, 2020) ve (c)
polisakaritler sentezini (Sun ve Zhang, 2021) icerir. Substratin formuna bagl olarak, pasif
veya aktif tasima sistemi, hiicre tarafindan emilebilir ve hiicre i¢i fosforilasyon yoluyla
katabolize edilebilir veya belki de dogrudan bir oksidatif periplazma gecip onu
oksitleyebilir (Jiang ve digerleri, 2021). Glikoliz, sitoplazmadaki maddeyi katabolize
etmek i¢in kullanilir. Polisakkaritlerin iiretimi, agirlikli olarak niikleosit difosfat sekerler
(NDP-sekerler) olmak iizere fosforile sekerlerden iiretilebilen enerji agisindan zengin
monosakkaritler olan etkili onciillerin biyosentezini gerektirir (Mandakovic ve digerleri,
2020).
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Sekil 2.10. EPS iiretmek i¢in sentez yolu (Schmid ve digerleri, 2015)

Ekzopolisakkaritler (EPS), bakteriler, mayalar, algler, mantarlar tarafindan iretilen
¢oOziiniir veya ¢oziinmez hiicre dis1 polimerik malzemelerdir. Kurutma, fagositoz, hiicre
tanima, faj saldirisi, antibiyotikler veya toksik bilesikler ve ozmotik strese karsi en belirgin
rolii oynarlar (Majee ve digerleri, 2017). Ekzopolisakkaritler, gida, kimya ve ilag
alanlarinda ve gida endistrisinde 6zel ilgi kazanmistir. EPS, fonksiyonel gidalarin ve
nutrasotiklerin iglenmesi ve gelistirilmesinde ticari olanlara dogal gida katki maddesi
olarak kullanilabilir (Afreen ve digerleri, 2023). Maya ekzopolisakkaritleri, bakterilerin
aksine 1y1 bilinen bir metabolit grubu degildir. Endiistriyel dl¢ekte iiretimleri, temel olarak
diistik biyosentez tiretkenligi nedeniyle sinirlidir. Bununla birlikte, fonksiyonel polisakkarit
arayisindaki cabalar, diisiik iiretkenliine ragmen, mayalarin giivenli mikroorganizmalar
olmalar1 ve tiiketiciler i¢in nadiren firsat¢1 enfeksiyonlara neden olmalarindan dolay1 ¢ekici
bir kaynak haline getirmistir (Rusinova-Videva vd., 2011). EPS {iretimi, mayanin ikincil
metabolizmasi ile ilgilidir ve yapist ve fiziksel 6zellikleri, kiiltlir ortaminin bilesimi, pH,
sicaklik ve oksijen konsantrasyonu gibi fermantasyon kosullarimi iceren birgok faktore
baglidir (Sanalibaba ve Cakmak, 2016). Hiicresel lokasyonlari, kimyasal ve fiziksel yap1
ozellikleri ile fonksiyonlar1 esas alinarak mikrobiyal ekozopolisakkaritleri li¢ ana grup
altinda toplamak miimkiindiir. Bunlar; hiicre yiizeyine kovalent baglarla bagli olan

kapstiler polisakkaritler, hiicre duvarinin bir bileseni olan polisakkaritler ve dis gevreye
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salman ya da hiicre yiizeyi ile kovalent olmayan, gevsek baglarla iligkilenmis
polisakkaritlerdir (LAM). LAM’ nin gida endiistrisinde genis bir kullanim alani
bulunmaktadir. Uretilen EPS’ nin yiizlerce polimerizasyondan sonra molekiiler agirligmin

1-2x10° oldugu bildirilmistir (Hussain vd. 2017).

Ekzopolisakaritler, dallanmis, tekrarlayan sekerler veya seker tlirevleri iceren uzun zincirli
polisakkaritlerdir. Ekzopolisakkaritlerdeki baslica seker birimleri, farkli oranlarda glukoz,
mannoz, galaktoz ve ramnozdur. Cesitli endiistriyel uygulamalar ig¢in dogal polimerlere
olan talep, ekzopolisakkaritlere olan ilginin artmasina neden olmustur (Kharat ve digerleri,
2018). EPS’nin fizyolojik islevi, adezyon ve biyofilm olusumunda rol oynayan antibiyotik,
fagositoz, faj saldiris1 ve fiziksel streslere karsi en 6nemli ve ilk biyolojik savunma

sistemlerinden biridir (Rusinova-Videva vd., 2011; 2019).

Maya ekzopolimerlerinin  yapist  karmagiktir. Bunlar lineer mannanlari, dalli
heteropolisakkaritleri, pullulani, galakto ve glukooligosakkaritleri igermektedir. Sekerlerin
bag yapilari a-1,2; a-1,3; a-1,6; B-1,3; B-1,4 glikozidik baglar olabilir. Maya EPS’sinde
mannoz ve glikoz monosakkaritleri en fazla bulunan monosakkaritler arasinda yer
almaktadirlar. Kimyasal bilesim, kiiltiir kosullarindan, 0&zellikle karbon ve azot
kaynaklarindan  ve ayrica  stres faktorlerinden  etkilenmektedir. Maya
ekzopolisakkaritlerinin biyosentezi i¢in optimum kosullar, iiretici suslarin fizyolojisi
nedeniyle giiclii oksijenlenme ve kiiltiiriin diisiik sicakligin1 gerektirmektedir (Gientka vd.
2017). Maya ekzopolisakkaritleri, farkli sekillerde kullanilabilecek antitiimor,
immiinostimiilator ve antioksidan aktivite gibi bircok 0Ozellige sahiptir. Bazilar1 agir
metalleri iyi emer ve bazilar1 da biyoaktif gida bilesenleri olarak patentlidir (Rusinova-
Videva vd. 2009). Ayrica, maya EPS’lerinin koyulastirici veya stabilizator olarak
potansiyeli gézlemlenmistir (Chen ve digerleri, 2016). Mikrobiyal polisakaritler ilging ve
cekici ozelliklere sahiptir ve gida, kozmetik ve ilag¢ endiistrilerinde biyo-flokiilantlar, biyo-
absorbanlar ve ilag tasiyict maddeler olarak kullanilmaktadirlar (Silva vd., 2019).
Ekzopolisakaritler, Pichia, Bullera, Candida, Saccharomyces, Cryptococcus,
Debaryomyces, Lipomyces, Pseudozyma Rhodotorula ve Sporobolomyces cinsleri gibi
bircok maya tiirii tarafindan tretilmektedir (Rusinova-Videva ve digerleri, 2010). Biiyiik
miktarlarda EPS {iretimi yapabilen izole psikrofilik suslar, Sporobolomyces, Cryptococcus,
Debaryomyces, Rhodotorula ve Pseudozyma cinslerine aittir. Hiicre disi biyopolimer
dretimi potansiyeli ile karakterize edilen mayalarin kaynaginin toprak oldugu

bildirilmektedir (Ghada vd., 2012). Mayalardan elde edilen EPS, fermente tiriinlerin
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reolojisini, dokusunu ve agiz hissini iyilestirmede potansiyel uygulamaya sahiptir.
Faydalari, tiiketicilere saglik yararlari saglayan susun probiyotik 6zellikleri pekistirilir

(Yildiran ve digerleri, 2019).

Dogal polimerler, terapotik potansiyelleri nedeniyle bilimsel topluluklar arasinda biiyiik
ilgi gérmektedir. Ozellikle gesitli karbonhidrat bilesimlerine sahip probiyotik mayalardan
elde edilen EPS, bircok faydali 6zellige sahiptir (Daliri ve Lee, 2015). Farkli probiyotik
mikroorganizmalar, polisakkaritler formunda saghg: gelistirici onemli 6zellikler gésterme
yeteneklerini ifade etmede benzersiz davraniglara sahiptir. Alternatif ilaglarin bu yeni
caginda, bu polisakkaritler sentetik ilaglarin ikamesi olarak kabul edilmektedir. EPS,
tekstil, kozmetik, biyoremediasyon, gida ve tedavi gibi cesitli alanlarda uygulamalari

bulunmaktadir (Angelin ve Kavitha, 2020).

Ekzopolisakkaritlerin Biyolojik Aktiviteleri: EPS'nin biyolojik potansiyeli, probiyotik
mikroorganizmalarin yetistirilmesinde kullanilan fermantasyon kosullarindan etkilenen
kimyasal yapisina baglidir (Zannini vd., 2016). Farkli kaynaklardan elde edilen EPS,
spesifik konformasyon, genisletilmis zincir, molekiiler agirlik, monosakarit bilesimi,
glikosidik baglanti, kimyasal modifikasyonlar vb.'den etkilenmektedir (Wang ve digerleri,
2019). Bu bilesenlerin olusumu, EPS'in saghigi gelistirme faaliyetlerine katkida
bulunmaktadir.  Probiyotik maya tarafindan  {retilen = EPS, antimikrobiyal,
immiinomodiilator, anti-inflamatuar, antioksidan, anti-tiimér, anti-viral, anti-diyabetik,
anti-iilser ve kolesterol disiiriicii aktiviteler gibi terapotik uygulamalarda ¢ok 6nem

kazanmustir (Sekil 2.11) (Gientka ve digerleri 2015; Shamekhi ve digerleri, 2019).
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Sekil 2.11. EPS'nin biyolojik aktiviteleri (Angelin ve Kavitha, 2020)

Antioksidan Aktivite: Maya, gida isleme igin giivenli bir icerik ve katki maddesi
kaynagidir. Maya, hiicre duvarindaki glutatyon, protein ve enzimler gibi antioksidan
gorevi gorebilecek biyoaktif bilesikleri sentezler. Maya 0ziitii, maya hiicrelerinin ¢6zliniir
bilesenlerinin konsantreleridir ve genellikle otoliz ve plazmoliz ile {iretilir. Serbest
radikaller insan sagligini biiyiik olciide etkileyebilir ve viicutta yaglanma ve iltihaplanma
gibi cesitli hastaliklara neden olabilir; bu nedenle arastirmacilar her zaman antioksidan
olan ve insan viicudunda serbest radikallerin neden oldugu zarar1 azaltabilecek
biyopolimerler aramaktadirlar (Vargas-Ochoa vd., 2016). DPPH, siiperoksit ve hidroksil
radikali gibi reaktif oksijen tiirleri (ROS), kanser, ateroskleroz, romatoid artrit ve
norodejeneratif hastaliklar dahil olmak iizere insanlarda ciddi koti etkilerden sorumlu
normal hiicresel metabolizmadan iiretilir (Li ve digerleri, 2014). Bu ROS tarafindan
olusturulan oksidatif stres, proteinlerin hasar gérmesine, DNA'da mutasyonlara, membran
fosfolipidlerinin oksidasyonuna ve diisiik yogunluklu lipoproteinlerde doku hasarina ve
oliime yol acan modifikasyona neden olmaktadir (Yin ve digerleri, 2010). Oksidatif stres,
fizyolojik sistemin diizglin calismasi i¢in insan sistemindeki oksidan ve antioksidan
arasindaki dengeyi yeniden kurarak en aza indirebilir. Sentetik antioksidan maddelerin
uygulanmasi bir ¢are olabilir ama ayni1 zamanda kalint1 etkisinden dolay1 insan organlarini
etkileyebilecek zararli yan etkilere de yol agmaktadir (Bisht vd., 2019). Sentetik kimyasal
maddeler kadar etkili olan dogal iiriinler alternatif olarak degerlendirilebilir (Huang vd.,

2005).
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Bira endiistrisinde kullanilan yaygin olarak bulunan bira mayasinin (Saccharomyces
cerevisiae), sentetik kimyasal maddelerin yerine dogal maddelerden biri oldugu
kanitlanmistir (Mojab ve digerleri, 2003). Bira mayasinin bu hiicre i¢i aktivitesi, oksidatif
stresle ilgili bozukluklarin profilaksisi i¢in kullanilabilecek potansiyel bir kaynaktir (Kaur
ve digerleri, 2007). Maya tarafindan iiretilen metabolitler, analjezik, antipiretik, anti-
proliferatif ve sitotoksik antimikrobiyal 6zellikler gibi hayati farmasotik dnemli maddeler
sergilerler (Gous vd., 2017). Lavova ve Urminska, (2013) tarafindan sunulan ¢alisma ayni
zamanda S. cerevisiae suslarinin yiiksek antioksidan aktivite gostermesi, beslenme veya
saghig1 gelistirici Ozellikleri nedeniyle bir diyet takviyesi olarak uygunlugunu
dogrulamistir. S. cerevisiae mayasimin vinil fenolik bilesikleri ile antioksidan 6zellikleri,
bu maya ekstraktinin sadece bir antibiyotik olarak degil, aym1 zamanda oksidanlar
arasindaki dengeyi saglamaya da yardimci olabilecek bir¢ok hastaligin tedavisi igin
potansiyel bir anti-sentetik madde olarak kullanilabilecegini gostermistir (Lavova ve
Urminska, 2013). Maya biyoteknolojisi uygulamalarinin ¢ogu S. cerevisiae suslari ile
yapilmaktadir. Bununla birlikte, S. cerevisiae'nin smirlt stres direnci, Saccharomyces spp.
olmayan Pichia spp., Debaryomyces spp. ve Kluyveromyces spp. gibi mayalar {izerine
daha fazla odaklanmaya yol agmistir (Abdel-Banat vd., 2010). Bir ¢alismada, 13 dogal
maya izole edilmis ve izolatlarin 2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) serbest radikal
temizleme aktivitesi ile antioksidan aktiviteleri arastirilmisve izolatlar arasinda antioksidan
aktivitede onemli bir degisiklik olmadig1 kaydedilmistir (Ooi vd., 2019). Kakaodan izole
edilen 23 maya izolatinin probiyotik olarak potansiyelleri acisindan degerlendirildigi bir
calismada, on izolat Pichia kudriavzevii olarak tanimlanmis suslarin DPPH yontemi ile
antioksidan aktiviteleri ¢alisilmis ve P. kudriavzevii 2P10 susunun fonksiyonel gida
gelistirme ve saglik amagclart igin umut verici bir probiyotik olabilecegi agiklanmigtir
(Wulan vd., 2021). Ogunremi ve digerleri, (2015), tahil bazli gidalarin genel antioksidan
kapasitesinin P. kudriavzevii OG32 tarafindan fermantasyondan sonra arttigini bulmustur.
Bunun nedeninin, mayalarin hiicre bilesenleri veya antioksidan aktiviteye sahip

metabolitleri olabilecegi rapor edilmistir.

Potansiyel antioksidan aktiviteye sahip probiyotik mayalardan EPS hakkinda birgok rapor
vardir. Genel olarak, bilesimlerinde %350°den fazla mannoz iceren maya EPS’lerinin
biyolojik aktivitelerinin oldugu rapor edilmistir (Van Bogaert ve digerleri, 2009). Bununla
birlikte, Rhodotorula glutinis tarafindan {iretilen, mannoz, glikoz ve arabinozdan
(3.2:1.0:0.8 molar oranda) olusan bir polimer, antioksidan, antiviral ve antitimor aktivite

gostermistir (Ghada ve digerleri, 2012). Probiyotik maya susu Lipomyces starkeyi VIT-
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MNO3 EPS’nin antioksidan ozelligi, serbest radikal siipiiriicli aktivitesine dayali olarak
Ragavan ve Das (2019) tarafindan degerlendirilmistir. L. starkeyi VIT-MNO3 den elde
edilen EPS’nin radikalleri uzaklastirabilen yaygin bir antioksidan olan askorbik asitten
onemli Ol¢iide daha yiiksek toplam antioksidan aktivite (%84), DPPH siipiirme aktivitesi
(%71) ve hidroksil radikal siiplirme aktivitesi (%58) gosterdigi rapor edilmistir.

Anti-biyofilm Aktivitesi: Cevre kosullarinin mikroorganizmalara uyguladigi ekzojen stresin
bir sonucu olarak, mikroorganizma grubu biyofilm olusturur ve onlar1 konak¢1 antagonistik
aktivitesinden korumak i¢in baglanir. Bu biyofilmler gida giivenligi i¢in biiyiik bir tehdittir
ve geleneksel tedaviye direnglidirler (Madigan vd., 2019). Ekzopolisakkaritler, mikrobiyal
biyofilmlerin gelistirilmesi ve siirdiiriilmesinde 6nemli bir yapisal ve islevsel rol oynar.
Bugiine kadar yapilan arastirmalarin ¢ogu biyofilm olusturan bakterilerin ekzopolisakkarit
sistemlerine odaklanmis olsa da son ¢alismalar Candida albicans ve Aspergillus fumigatus
gibi tibbi olarak mikroorganizmalarin enfeksiyon sirasinda da biyofilm olusturdugunu
gostermistir (Sheppard ve Howell, 2016). Mantar biyofilmleri, konak¢t dokulara ve
biyomedikal cihazlara yapismaya aracilik eder ve konak¢i immiin savunmalarindan ve
antifungal tedaviden koruma saglar (Mitchell vd., 2015). Bir biyofilm, hiicrelerin birbirine
ve siklikla bir yiizeye yapistig1 herhangi bir sentrofik mikroorganizma konsorsiyumundan
olusur. Bu yapisik hiicreler, hiicre dis1 polimerik maddelerden olusan siimiiksii bir hiicre
dis1 matris i¢ine gomiiliir. Biyofilm i¢indeki hiicreler, tipik olarak hiicre dis1
polisakkaritler, proteinler, lipidler ve DNA'nin polimerik bir y1gin1 olan EPS bilesenlerini

{iretir (Sekil 2.12).
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Sekil 2.12. Biyofilmin olusumu (Lindemann, 2018)
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Mikroorganizmanin konak hiicre gibi biyotik ylizeylere veya tibbi cihazlar gibi abiyotik
ylizeylere yapigsmasina neden olan mikrobiyal biyofilmler antimikrobiyal dirence neden
olur. Biyofilm tiretimi ve gelisiminde yiizey proteinleri ve polisakkarit hiicreler arasi
adezyonlar rol oynar (Kirmusaoglu, 2019). Salgilanmais bir hiicre dis1 matrisin varligina ek
olarak, biyofilme gomiilii hiicreler tarafindan gdsterilen artan ilag direnci ayn1 zamanda (i)
hiicre yogunlugundaki yerel artis, (ii) akis pompalarinin yukari regiilasyonu, (iii) degisimi
ile zarlarindaki steroller ve (iv) stres tepki mekanizmalarinin aktivasyonu de ilgilidir. Bu,
biyofilmler i¢inde metabolik olarak uykuda olan maya hiicrelerinin bir alt kiimesi olan
kalict hiicrelerin baslamasina yol agar (Nett ve digerleri, 2010). Vazquez-Rodriguez ve
digerleri, 2018, E. coli ile kiltirlendiginde Meksika Kuzeydogusu Rhodotorula
mucilaginosa UANL-001L'den izole edilen dogal bir mayada ekzopolisakkarit tiretiminin
arttigin1 bildirmektedir. EPS'nin antibiyofilm aktivitesi, ekzopolisakkaritin antimikrobiyal
spektrumunu belirlemek igin bir Gram pozitif (S. aureus ATCC 6538) ve iki Gram negatif
(E. coli ATCC 11229 ve P. aeruginosa ATCC 27853) susuna karsi analiz edildiginde R.
mucilaginosa'dan elde edilen EPS, Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilere karsi
antibiyofilm aktivitesi gostermistir. Bu EPS antibiyofilm 6zellikleri, bakteri hiicrelerinin
dokular1 ve tibbi cihazlar1 kolonize etmek veya endiistriyel siireci etkileyen yiizeylere
tutunmak icin biyofilmler olusturdugu saglik ve endiistriyel yerlesimlerdeki potansiyel
uygulamalarin engelini kaldirmaktadir. R. mucilaginosa UANL-001L tarafindan {iretilen
EPS, bakteriyel biyofilm olusumunu 6nlemek i¢in yapisma onleyici veya biyolojik kirlilik

onleyici madde olarak uygulamalara sahip oldugu rapor edilmistir (Rendueles vd., 2013).

Insanlarin en yaygin mantar patojeni olan C. albicans, enfeksiyon sirasinda tibbi
cihazlarda ve mukozal yiizeylerde genis biyofilmler olusturur. Biyofilm matrisi
calismalari, biyofilm yapisinin gelistirilmesi ve siirdiiriilmesinde bir mannan-glukan
kompleksi ile B-1,3-glukanlarin is birligine dayali bir roliinii ortaya ¢gikarmistir (Zarnowski
vd., 2014). Mannan-glukan kompleksinin bilesenleri, hiicre dis1 matrikse 6zgii yapisal
ozellikler sergiler ve hiicre duvari benzerlerinde bulunmaz. Antifungal ajanlari izole
etmede ve mantar hiicrelerinin nétrofiller tarafindan taninmasini engellemede nemli bir

rol oynarlar (Xie vd., 2012).

Laktobasil ve Maya Geligimini Diizenleyici Etki: Laktik asit bakterileri, hayvan bagirsak
yolunun dogal mikrobiyotasinin 6nemli bir bakteri grubunu olusturmaktadir. Laktik asit

bakterileri bakteriyosin sentezi, antibiyotik direnci, ekzopolisakkarit liretimi, bakteriyofaj
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direnci ve gidalarin sindirilebilirligini artirma gibi probiyotik 6zellikleri acisindan yararl

etkileri ile 6ne ¢ikmaktadir (Saglam ve Karahan, 2017).

EPS, cesitli yiyecek ve igecek iirlinlerinin duyusal ve dokusal 6zelliklerini gelistirebilen
fizikokimyasal oOzelliklere sahiptir. Geleneksel olarak laktik asit bakterileri
ekzopolisakkaritleri fermente siit iriinlerinde énemli bir role sahiptir ve ozellikle unlu
mamullerin veya gliitensiz {irlinlerin iyilestirilmesi i¢in uygulanmaktadir. EPS
kullannminin hamurun daha fazla su emmesine, daha iyi hamur reolojisi ve
islenebilirligine, ekmek hacminin artmasina ve ekmek bayatlama hizinin azalmasina yol
actigint bildiren bir¢ok calisma vardir (Lynch ve digerleri, 2018; Saadat ve digerleri,
2019).

Laktik asit bakterilerinin {rettigi EPS'nin, T-lenfosit proliferasyonunu artirarak,
makrofajlar1 aktive ederek ve sitokin lireterek bagisiklik sistemini giiclendirdigi, boylece
bagirsakta patojen kolonizasyonunu engelledigi ve bagirsaklart degistirdigi bulunmustur
(Ruas-Madiedo ve Zoon, 2002). EPS’nin LGD etkisinin arastirildigi bir g¢alismada
Lactobacillus cinsine ait bakterilerin gelisiminde kullanilan uygun besiyerinin glukoz
kaynag1 c¢ikarilip yerine aymi oranda L. buchneri GM3701 ve L. plantarum RB-3
suslarindan elde edilen EPS’ler eklenmistir. 24 saat inkiibasyon sonunda laktobasillerin
gelisimi Ol¢iilmiis ve EPS’nin laktik asit bakterileri tarafindan fermente edilebildigi bunun
yaninda EPS’nin laktik asit bakterilerinin gelisimini arttirdigi rapor edilmistir (Tsuda vd.,
2018). Mayalar, metabolik yollarla EPS iiretmektedir (Li ve digerleri, 2020). Maya
probiyotikleri gida endiistrileri i¢in kritik dneme sahiptir. Probiyotik tiirevli EPS’ler, gida
katk1 maddeleri olarak uygulanabilir veya baslatici mikroorganizmalar tarafindan dogrudan
yerinde sentezlenebilir (Fernandez-Pacheco vd., 2019). Bagirsak mikrobiyotasinin kiigiik
bir oran1 (<%0,1) maya suslarindan olussa da gastrointestinal saglik {izerinde olumlu
etkileri vardir. Yiiksek sayida maya cinsi, insanlar i¢in patojenik degildir ve insan
viicudunun ¢esitli fizyolojik kosullarinda canli kalabilirler. Bu fenomen, EPS’nin gida
endiistrilerinde potansiyel uygulamasina sahip prebiyotikler olarak degerlendirilmesiyle

sonuglanmistir (Gomaa vd., 2020).

Mikrobiyal EPS acisindan zengin biyolojik icerik elde etmek hala bir zorluktur. EPS
tiretimini daha biiylik Olcekte iyilestirmeye yonelik alternatifler, EPS diizenlemesi ve
biyosentezi, fermantasyon kosullarinin optimize edilmesi ve tarim-gida endiistrisinin

cevresel yan Uriinlerini temsil edebilen artik yan iirlinlerini degerlendirmek ic¢in peynir alt1
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suyu (permeati) gibi bakteri kiiltir ortaminin formiile edilmesi hakkinda daha
derinlemesine bilgi gerektirmektedir (Sanalibaba ve Cakmak, 2016). Biyoteknolojide,
ortak kiiltiiriin ¢evresel dalgalanmalara karst daha saglam oldugu ve farkli suslarin
metabolik  kapasitelerinin ~ kombinasyonu  yoluyla daha karmasik faaliyetler
gerceklestirebildigi gosterilmistir (Smid ve Lacroix, 2013). Mikroorganizma fizyolojisini
daha iyi anlamak, tiirler arasi veya interkingdom (6karyotlar-prokaryotlar) iletisimi
saglamak ve yeni maddeleri kesfetmek i¢in de 6nemli bir aragtir (Goers vd., 2014). Karisik
maya popiilasyonlar1 S. cerevisiae ve LAB, ¢ok sayida fermente tiriinde (kefir, kimchi, eksi
hamur, sarap ve kakao) birlikte bulunur, ancak bunlarin aralarindaki etkilesim tam olarak

anlagilamamistir (Di Cagno ve digerleri, 2014).

Prebiyotik Aktivite: Kisa zincirli yag asitleri (SCFA), karbonhidratlarin mikrobiyal
fermantasyonundan kaynaklanan ana iriinlerdir ve kolon epiteline enerji saglayarak, bazi
metabolik siirecleri modiile ederek, bagirsaktaki patojenik bakterileri baskilayarak ve
bagisiklik uyarimi uygulayarak saglik yararlari saglarlar (Topping ve Clifton, 2001).
Spesifik karbonhidratlar, faydali bakterileri uyardiklar1 kavramina dayali olarak prebiyotik
substratlar olarak yaygin olarak kullanilmaktadir (Flint ve digerleri, 2008). Iniilin ve
fruktooligosakkaritler (FOS), baslangicta, yararli oldugu diisiinlilen ve yaygin olarak
probiyotikler olarak kullanilan bagirsak mikroorganizmalar1 olan Bifidobakterileri segici
olarak uyaran prebiyotikler olarak oOnerilmistir (Masco ve digerleri, 2005). Bagka bir
arastirma, iniilinin hayvanlarda ve insanlarda bagirsak mikrobiyotasint modiile edebilecegi
ve faydali laktik asit tireten Bifidobacteria ve Lactobacillus tiirlerinin ¢ogalmasini tesvik
edebilecegini ifade etmektedir (Delzenne vd., 2011). Ayrica bagirsak mikrobiyotasi ile
diyabet ve obezite gibi metabolik hastaliklar arasindaki iligki aragtirmacilar tarafindan

dogrulanmistir (Canfora vd., 2019).

Deneysel kanitlar, iniilin ve FOS'un bifidojenik etkisini dogrulamistir (Belenguer ve
digerleri, 2006). Bununla birlikte, molekiiler teknikleri kullanan ek c¢aligmalar ile,
Clostridium ile ilgili tiirler de dahil olmak iizere ¢esitli diger bakteri gruplarinin da iniilin
veya FOS'a yamt verdigini ortaya koyulmustur (Kleessen ve digerleri, 2001).
Prebiyotiklere yanit olarak ¢esitlilik icin olasi aciklamalar arasinda, karmasik bagirsak
mikrobiyal topluluklarmin kapsamli metabolik etkilesimleri icermesidir. Bir bakteri tiirii
tarafindan diyet prebiyotiklerinden iiretilen metabolik {irlinler, diger popiilasyonlarin
biliylimesini desteklemek icin substratlar saglayabilir (Falony ve digerleri, 2006). Bazi

laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen EPS'nin insan saglig1 iizerinde sagladig1 faydali
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etkileri Korakli ve g¢alisma arkadaslar1 tarafindan Lactobacillus sanfranciscensis susu
tarafindan dretilen fruktan tipi EPS i¢in basariyla gosterilmistir (Korakli ve digerleri,
2002). Bir c¢alismada, diski bulama¢ kesikli kiiltiirlerinde farkli insan bagirsak
Bifidobacterium suslarindan izole edilen ekzopolisakkaritler (EPS), bagirsak bakterileri
icin fermente edilebilir substratlar olarak hareket etme yetenekleri agisindan glikoz ve
prebiyotik iniilin ile karsilagtirilmistir. Inkiibasyon sirasinda, kisa zincirli yag asitleri
(SCFA) seviyelerindeki artiglarin EPS, glikoz ve iniilin igeren kiiltiirlerde karbonhidrat
eklenmemis kontrollere gore daha belirgin oldugu bulunmus, bu da test edilen substratlarin
bagirsak bakterileri tarafindan fermente edildigini gostermistir (Salazar ve digerleri, 2008).
EPS ve iniilin ile inkiibasyon sirasinda SCFA’nin molar oranlarindaki kaymalarin asetik
asit-propiyonik asit oraninda bir azalmaya neden oldugu durumlarda, prebiyotiklerin

hipolipidemik etkisinin olas1 bir gostergesi oldugu ifade edilmistir (Salazar ve digerleri,

2008).

Gida kaynakli patojenlerin neden oldugu gastrointestinal enfeksiyonlar 6nemli bir klinik
problemdir. Gida kaynakli patojenlerin bagirsak yolunda hayatta kalmasi, diyet
prebiyotikleri tarafindan potansiyel olarak modiile edilebilir. Frukto-oligosakkaritler (FOS)
ve iniilini iceren prebiyotikler, kolondaki bir veya sinirli sayida bakterinin biiylimesini
ve/veya aktivitesini segici olarak uyararak bagirsak enfeksiyonlarna karsi direnci
artirabilir (Gibson ve Roberfroid, 1995). Diyet prebiyotikleri tarafindan endojen
mikrofloranin uyarilmasi (Kleessen ve digerleri, 2001), organik asitlerin iiretilmesi ve
besinler ve mukozal yapisma bdlgeleri igin rekabet ederek bagirsak patojenlerinin
kolonizasyonunu engelleyebilir (Orrhage ve Nord, 2000). Bununla birlikte, FOS un istilaci
gida kaynakli patojen Salmonella enterica serovar Enteritidis'e kars1 direnci azalttigi da
gosterilmistir (Ten Bruggencate vd., 2003). FOS'un bagirsak mikroflorasi tarafindan hizl
fermantasyonu, yiiksek liimen organik asit konsantrasyonlarina yol agmaktadir. Bu organik
asitler, mukozal bariyere zarar verebilir ve dolayisiyla bagirsak patojenlerine karst direnci
azaltabilir (Bovee-Oudenhoven vd., 2003). Ayrica, dnceki ¢alismalar, iniilin ve FOS'un
sicanlarda ve insanlarda bagirsak bifidobakterilerini ve laktobasilleri uyardigini

gostermistir (Kleessen ve digerleri, 2001).

Bir ¢alismada, iniilin ve FOS, bagirsak mikroflorasinin uyarilmasina ragmen, ¢ekumda
Salmonella kolonizasyonunu arttirmistir (Ten Bruggencate ve digerleri, 2004). Hem
iniilinin hem de FOS'un fermantasyonu, yiiksek fekal laktat konsantrasyonu ve diisiik ¢ekal

pH ile gosterilen, distal bagirsakta 33 organik asitlerin iiretimi ile sonu¢lanmistir. Organik
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asitlerin ve diger fermentasyon metabolitlerinin birikmesi, mukozal bariyerin tahrig
olmasina ve bozulmasina neden olabilmektedir (Letellier ve digerleri, 2000). Bagirsak
mukozasi, mukus atilimini artirarak bu tahris edici bilesenlere yanit vermektedir (Barcelo
ve digerleri, 2000). Birka¢ c¢alisma, laktobasil ve bifidobakterilerin prebiyotik
karbonhidratlar1 fermente etme yeteneginin hem susa hem de substrata 6zel oldugunu
gostermistir (Schrezenmeir ve de Vrese, 2001; Watson vd., 2013; Renye vd, 2021). Ek
olarak, belirli suslarin segici biiylimesi i¢in hangi prebiyotik karbonhidratlarin en uygun
substratlar oldugu acik degildir. /n vitro fermantasyon kosullar1 sirasinda prebiyotiklerin
fonksiyonel aktivitesini belirlemek igin birka¢ kantitatif yaklagim gelistirilmistir. Genel
olarak, bu yontemler, belirli bir prebiyotigin belirli etkiler iiretme nispi kabiliyetini
yansitan ve mikrobiyal popiilasyonlarin, biiylime oranlarinin, substrat asimilasyonunun
ve/veya kisa zincirli yag asidi iiretiminin O6l¢limiine dayanan indeksler saglamaktadir
(Vulevig vd., 2004; Sanz ve digerleri, 2005). indeksler daha sonra cesitli karbonhidratlar:
karigik mikrofloranin belirli iiyelerinin biiyiimesini tesvik etme potansiyellerine gore
siralamak i¢in kullanilmistir. Bununla birlikte, prebiyotiklerin fermantasyonu prebiyotigin
tiirii yerine bakteri tiiriine bagl oldugundan, 6zellikle kullanim amaci icin belirli bakteri
tiirleri tarafindan prebiyotik metabolizmasinin ne 6lgiide gergeklestigini anlamak 6nemlidir

(Dahiya ve Nigam, 2022).

2.2.3. Postbiyotikler

Postbiyotik terimi, uluslararasi bilimsel probiyotikler ve prebiyotikler dernegi (ISAPP)
tarafindan "canli organizmalarla ilgili veya bunlardan kaynaklanan" olarak tanimlanan
"biyotik" ile "sonra" anlamina gelen bir 6nek olan "post" un bir bilesimi olarak se¢ilmistir.
Bu terimler bir arada 'yasamdan sonra' anlamina gelir; yani cansiz organizmalardir
(Salminen ve digerleri, 2021). Bu malzemeleri tanimlamak igin g¢esitli tanimlar da
kullanilmustir, postbiyotikler probiyotiklerin/hiicresiz siipernatanlarin (CFS) metabolitleri
veya fermantasyon gibi bagirsaktaki probiyotik aktiviteden kaynaklanan bilesenlerdir
(Gibson ve digerleri, 2017). Postbiyotiklere ilgiyi artiran 6nemli bir faktdr hem endiistriyel
islemler hem de depolama sirasinda dogal stabiliteleridir. Bir¢ok probiyotik organizma
oksijene ve 1stya duyarli oldugundan, canli mikroorganizmalarin stabilitesini korumak
teknolojik bir zorluktur, ancak cansiz mikroorganizmalar i¢in uzun raf Omriine sahip
tirtinler kolayca elde edilebilir. Giivenilir soguk zincirleri olmayan veya ortam sicakliginin
canli mikroorganizmalarin depolanmasi i¢in sorunlara neden oldugu cografi bélgeler icin

postbiyotikler ayrica probiyotiklerden daha uygun olabilir. Farkli postbiyotik tiirleri vardir
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(Sekil 2.13). Bunlar arasinda; kisa zincirli yag asitleri (SCFA'lar), safra tuzu hidrolaz
(BSH), lipopolisakkaritler (LPS), hiicre dis1 polisakkaritler, hiicre duvar1 parcalari (CWF),
bakteriyel lizatlar (BL), hiicresiz siipernatanlar (CFS) ve gibi ¢esitli diger metabolitler
(vitaminler, amino asitler, mikropla iliskili molekiiler model (MAMP), model tanima
reseptorii (PRR), T hiicresi reseptorii, TH hiicresi, T yardimci hiicresi, Treg hiicresi ve
diizenleyici T hiicresi yer almaktadir (O’Grady ve digerleri, 2019; Salminen,ve digerleri,
2021). Hiicresiz siipernatanlar (CFS), mikrobiyal biiylimeden geride kalan metabolitleri ve
bliyiime ortamindan emilmemis herhangi bir besin maddesini igeren sivilardir.
Mikroorganizmalar fermente edildiginde olusan CFS, antiinflamatuar, antioksidan ve
antitimor ozelliklere sahiptir ve ayrica ishali tedavi etmek icin kullanilmaktadir (Lee ve

ark., 2022).

PrTra ]
"A"‘“jﬁt':'? o v NS »l,‘ IR

0 d"a;ﬁiﬁ &.‘r'-;rh}‘;’ 6£p(i'tf£é>
iicre duvar parc¢alan
@ @ Hiicre d lan (CWF)
o 9
Ekzopolisakkaritler (EPS) \
o

/ Msiz siipernatanlar
¢ (CFS)

b / < [\
€ o A
Enzimler 9 O o)
Bakteriyel lizatlar (BL)
Q Kisa zincirli yag asitleri SCFA'lar), Fenoller, Vitaminler
Q

Sekil 2.13. Postbiyotikler smiflandirmanin sematik gdsterimi (Zo6tkiewicz ve digerleri,
2020)

Mikroorganizmalar arasinda hassas ve karmasik ekolojik iligkiler vardir. Ayni ortamda
yasarken, mikroorganizmalar arasinda besinler icin karsilikli talep veya rekabet ve
metabolitlerin  karsilikli  kullanimi  s6z konusu olabilir. Bunlarin metabolitlerinin
etkilesimleri, ortak kiiltiir sistemlerinde verimi etkiler. Laktik asit bakterileri (LAB) ve
mayalar uzun siiredir giinliik tiretiminde kullanilmaktadir. Fermente iiriinler essiz lezzet

maddeleri igerir ve dokulart iyilestirilir. Bu nedenle fermente gida iiretmek i¢in siklikla
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birlikte kullanilirlar (Kadian ve digerleri, 2021). Fermantasyonunda LAB ve maya
kullanimi, tek basina LAB ile karsilastirildiginda antioksidan aktiviteyi énemli ol¢iide
iyilestirmistir (Freire ve digerleri, 2017). Bunun nedeni, mayanin antioksidan aktivitesinin
LAB'inkinden daha fazla olmasi olabilir (Gil-Rodriguez ve digerleri, 2015). Eksi mayanin
maya ile fermantasyonu ekmegin lezzetini, dokusunu ve raf émriinii iyilestirmistir (Plessas
ve digerleri, 2008). Ayrica ortak kiiltiir, gidalardaki mikotoksin diizeylerini de azaltmigtir
(de Melo Pereira ve digerleri, 2016). Maya ve bakteri tarafindan iiretilen amino asitler,
vitaminler ve piruvatlar, gidalarin ve giinliik driinlerinin kalitesini iyilestirmek ig¢in

kullanilabilir (Viljoen ve Greyling, 1995).

LAB tarafindan iiretilen CFS, organik asitler, proteinli molekiiller ve yag asitleri nedeniyle
antibakteriyel etkiye sahip olabilir. Diger bilesiklerle birlikte laktik ve asetik asit, LAB
kaynakli CFS'nin antibakteriyel aktivitesinden birincil derecede sorumludur (Mani-Lopez,
ve digerleri, 2022). Farkli mikroorganizma kiiltiirleri veya suslari, degisen aktivitelerle
CFS iretilir. Lactobacillus acidophillus ve Lactobacillus casei’den iiretilen CFS’nin
antioksidan ve antiinflamatuar etkilere sahip oldugu bulunmustur (De Marco ve ark.,
2018). Lactobacillus ve Bifidobacterium’un E. coli suslarini inhibe ederek antibakteriyel
aktiviteye sahip oldugu gozlemlenmistir (Khodaii vd., 2017). Saccharomyces bouldarii
gibi maya kiiltiirleri de antioksidan ve antiinflamatuar aktivite gosterirken (De Marco ve
digerleri, 2018), Lactobacillus rhamnosus GG ve Lactobacillus casei kolonda antikanser
ozellikler gostermistir (Escamilla ve digerleri, 2012). CFS, giivenli bakteri ve mayadan
iiretildiklerinden, yaygin antimikrobiyallere bir alternatif olarak kullanilma potansiyeline

sahiptir ve insan sagligi i¢in giivenli kabul edilebilir (Mani-Lopez ve ark., 2022).

Postbiyotikler, aktif mikroorganizmalarin etkinligini arttirmanin veya onlar1 fonksiyonel
bilesenlere doniistiirmenin yolunu acabilmektedir. Buna ek olarak, yiiksek dozlarda iirtinde
canli ve kararli mikroorganizmalarin etkin bir sekilde kolonizasyonu ve korunmasina
yonelik teknik zorluklarin iistesinden gelebilmektedir (Olle, 2013). Postbiyotikler, bagirsak
mikroorganizmalarinin varligindan ve hayatta kalmasindan dogal olarak ortaya ¢ikar ve
terapotik prosediirlerle dogrudan eklenir (Fiore ve digerleri, 2005). Arastirmalar,
probiyotiklere atfedilen olumlu etkilerin ¢ogunun aslinda postbiyotiklerden
kaynaklandigina dair kanitlar sunmaktadir (Gibson vd., 2017; Sadeghi vd., 2022). Ayrica,
saglikli bir prebiyotik popiilasyonunu baska bir sekilde tesvik ederek, prebiyotiklerin
uygun sekilde islenmesi i¢in temeller saglayabilirler (Swanson ve digerleri, 2020).

Postbiyotikler probiyotik fermantasyonun bir yan {iiriinii oldugundan, postbiyotiklerin
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dogrudan kaynagi probiyotiklerdir (Dunand ve digerleri, 2019). Postbiyotik {ireten suslar,
bakteri ve mantar tiirleri olan Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus, Akkermansia
muciniphila, Saccharomyces boulardii, Eubacterium hallii, Faecalibacterium dur
(Thorakkattu ve digerleri, 2022). Bagirsaktaki postbiyotik konsantrasyonunu artirmaya
yardimci olabilecek yiyecekler arasinda ise yogurt, 1dhana tursusu, miso ¢orbasi, yumugak
peynirler, kefir, eksi mayali ekmek, yagh siit, tursu gelmektedir. Ayrica postbiyotikler
laboratuvarlarda tiretilip, tedavi amagli kullanilmak {izere ekstrakte edilebilmekte, hap ve

direkt uygulama yoluyla iletilebilmektedir (Dunand ve digerleri, 2019).

Postbiyotikler bagirsakta saglig1 gelistiren birka¢ dnemli fonksiyondan sorumludur. Kan
sekerini diisiirmeye ve obeziteyi Onlemeye yardimci olabilir (Holmes ve digerleri, 2012).
Birkag arastirma calismasi, postbiyotiklerin immiinomodiilatér (Zotkiewicz, et al., 2020)
ve klinik olarak onemli etkilere sahip olabilecegini gostermistir ve saglikli bireylerde
kullanimlarinin genel sagligi iyilestirdigi ve bebeklerde ve ¢ocuklarda reflii gibi bir dizi
hastalikta semptomlar1 hafiflettigi bildirilmistir (Wegh ve ark., 2019). Yakin tarihli bir
calisma (Morales-Ferre ve digerleri, 2022), anne siitiinde bulunana benzer bir postbiyotik
ve prebiyotik kombinasyona dayali bir formiilasyonla giinliik takviyenin sonuglarini, bir
rotaviriis (RV) enfeksiyonu modelinde arastirmiglardir. Arastirmacilar, Lactofidus™, kisa
zincirli galaktooligosakaritler (scGOS)/uzun zincirli fruktooligosakharit (IcFOS) ve
bunlarin kombinasyonunun emziren farelerde RV'nin neden oldugu ishali onledigi ve

azalttig1 sonucuna varmislardir.

Postbiyotik takviye, irritabl bagirsak sendromu ve inflamatuar bagirsak hastaligi
semptomlarmin yani sira solunum yolu enfeksiyonlarini onlemeye yardimci olabilir
(Thorakkattu ve digerleri, 2022). Postbiyotikler ayrica antiinflamatuar, antioksidan,
antibiofilm ve antikanser 6zelliklere de sahiptir (Zotkiewicz ve digerleri, 2020). Chang ve
digerleri (2020), Lactiplantibacillus plantarum suslarinin organik asit dretimi ile
postbiyotik metabolitler arasindaki pirol tlirevleri gibi hiicre i¢i bilesenleri ve basarili
oksidatif inhibitor aktivitesi arasinda pozitif bir baglanti bulundugunu rapor etmislerdir.
Ayrica, Lactobacillus casei ve Bacillus coagulans suslarindan elde ettikleri
postbiyotiklerin  ¢ok islevli o6zelliklerinin in vitro degerlendirmelerini yaparak,
postbiyotiklerin antioksidan aktivitelerini ortaya koymuslardir (Aguilar-Toala ve digerleri,
2020). Diger bir calismada, Lactobacillus spp.'nin ii¢ farkli susundan elde edilen
postbiyotigin patojenik organizmalarin kolonizasyonunu 6nleme potansiyeli oldugunu

bildirmislerdir (Moradi ve ark. 2019; 2021). LAB tiirlerinin {i¢ susunun hepsinde
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%50’sinin  iizerinde Listeria monocytogenes’in - biyofilm olusumu engelledigini
gozlemislerdir. Arastirmacilar, kontrollii patojenik mikrobiyal biiyiimeyi engelleden
LAB’nin postbiyotiklerin (bakteriyosinler, hidrojen peroksit, organik asitler vb.)

salgilanmastyla iligskilendirmislerdir.

Etki Mekanizmalari: Heterojen bir bilesen karisimi olabilen bir postbiyotigin, hedef
konakta bir saglik etkisine aracilik etme yetenegi, bir¢ok farkli mekanizma tarafindan
yonlendirilebilir. Bu tiir mekanizmalar bagimsiz olarak veya kombinasyon halinde hareket
edebilir. Postbiyotikler cansiz oldugundan, bu biyoaktif molekiiller, inaktivasyondan once
progenitér mikroorganizmalar tarafindan ve yararli bir etkiyi indiiklemek igin yeterli
miktarlarda sentezlenmelidir. Efektor molekiillerin aktivitesi ve postbiyotiklerin hiicresel
yapisi, bagisiklik reseptorleri ile etkilesimlerde artan aktivite veya konakcida aktif
molekiillerin  kalig siiresini  artirarak  korunur (Salminen ve digerleri, 2021).
Biyomalzemelerin gida ve ilag endistrilerinde yayginlasmasi, uygun endiistriyel
kosullarda ve kalite kontrol standartlarina siki sikiya bagl kalinarak {iretilmesi ihtiyacini
artiracaktir. Bu caligmalar giivenli, dogal, temiz, bozulmamis {iriinlerin iiretilmesine ve
boylece insan sagliginin korunmasina yardimci olacaktir. Bu nedenle, postbiyotikler
strekli gelismektedir ve gelecekteki arastirma yonleri, postbiyotiklerin saglik etkileri ile
bunlarin spesifik mekanizmalar1 arasindaki iliskiyi kurmaya vurgu yapmalidir

(Thorakkattu ve digerleri, 2022).

Postbiyotiklerin bes etki mekanizmasi oldugu varsayilmaktadir; (1) yerlesik mikrobiyotanin
modiilasyonu, (ii) epitel bariyer fonksiyonlarinin gelistirilmesi, (ii1) bagisiklik tepkilerinin
modiilasyonu, (iv) sistemik metabolik yanitlarin modiilasyonu ve (V) sinir sistemi yoluyla
sinyal verme (Feng ve digerleri, 2018; Iwasaki ve digerleri, 2019; Gao ve digerleri, 2019).
Postbiyotiklerin, konaktaki etki mekanizmalarini daha iyi anlamak i¢in ek arastirma

yapilmalidir.

2.2.4. Sinbiyotik

Sinbiyotik, tek bir lirlinde hem prebiyotiklerin hem de probiyotiklerin bir kombinasyonuna
verilen bir terimdir. Bilim insanlar1 yakin zamanda bunlar1 "canli mikroorganizmalar ve
konak¢r mikroorganizmalar tarafindan segici olarak kullanilan substrat(lar)dan olusan ve
viicuda saglik yarar1 saglayan bir karisim" olarak tanimlamislardir (Salminen ve digerleri,

2021). 'Sinbiyotik' terimi nispeten yenidir, ancak probiyotikler ve prebiyotiklerin bir



43

karisimini igeren takviyeler aslinda uzun yillardir mevcuttur. Sinbiyotikler, "sinerjistik"
etkileri nedeniyle probiyotik ve prebiyotik bilesenler, bagirsakta yasayan
mikroorganizmalarin popiilasyonlarini olumlu yonde etkilemek igin birlikte ¢alisirlar
(Guiné ve Silva, 2016). Sinbiyotikler, dost bakterileri ve 1yi bakteriler i¢cin uygun bir besin
kaynagint tek bir takviyede birlestirdiklerinden, bagirsak mikrobiyomunun sagligini
gelistirmek i¢in her zaman ¢ekici bir se¢im olmustur. Takviye olarak veya gidalarda
sinbiyotik alnabilir. Arastirmacilar bunlar1 makarnaya, iceceklere, sekerlemeye ve

yogurda eklemislerdir (Szlufman ve Shemesh, 2021).

Uluslararas1 Bilimsel Probiyotikler ve Prebiyotikler Dernegi'ne (ISAPP) gore, sinbiyotikler
ayrica iki alt gruba ayrilabilir: (i) tamamlayici sinbiyotikler ve (ii) sinerjik sinbiyotikler.
Tamamlayici bir sinbiyotik, yerlesik bir probiyotik ve prebiyotikten olusurken, sinerjik bir
sinbiyotik, birlikte uygulanan mikroorganizma (mutlaka probiyotik degil) tarafindan secici
olarak kullanilan bir substrattan (mutlaka bir prebiyotik degil) olusur (Swanson ve
digerleri, 2020). Sinbiyotiklere Bifidobakteriler ve Fruktooligosakkaritler (FOS);
Lactobacillus rhamnosus GG ve iniilinler; FOS veya inulinler veya galaktooligosakkaritler
(GOS) igeren bifidobakteriler veya laktobasiller ve Polifenol &rnek verilebilir
(Thilakarathna ve digerleri, 2018).

Sinbiyotiklerin  Etki Mekanizmalari: Bagirsak biyoyapisinin  korunmasi, faydali
mikrobiyota gelisimi ve GI yolunda bulunan potansiyel patojenlerin eszamanli inhibisyonu
ile bagirsaktaki metabolik aktivitenin modiilasyonu seklinde ifade edilmektedir.
Sinbiyotiklerin etkisi sonucu istenmeyen metabolitlerde bir azalma ve nitrozaminlerin ve
kanserojen maddelerin inaktivasyonu meydana gelir. Bu ayrica artan SCFA, keton, karbon
disiilfid ve metil asetat seviyelerinin bir sonucu olarak konagin sagligi lizerinde olumlu
etkilere yol acar (Gyawali ve lIbrahim, 2019). Sinbiyotikler, kolonda probiyotiklerin
hayatta kalmasin1 ve implantasyonunu iyilestirerek, sagligi tesvik eden bakterilerin
(probiyotikler) biiylimesini segici olarak uyararak ve sindirim sisteminin mikrobiyal
bilesimini iyilestirerek konagi faydali bir sekilde etkilemek iizere tasarlanmistir (Sekil

2.14).

Alerjisi olan bebeklerde anormal bir bagirsak mikrobiyotasi olduguna dair kanitlar (Pabst
ve Mowat, 2012) ve bagirsak mikrobiyotasinin bagisiklik sistemi olgunlagsmasi lizerindeki
kilit rolii (Arrieta ve digerleri, 2014) g6z Oniine alindiginda, uygun bir bagirsak

mikrobiyotasinin gelistirilmesi igin sinbiyotikler gii¢lii bir aday olarak goriilmektedir.
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Yiiksek alerji riski olan bebekler ve hali hazirda alerjisi olan bebekler icin bebek

formiilinde kullanim igin pre- ve probiyotik (sinbiyotik) karistimi  kullanimi
onerilmektedir. Prebiyotiklerin bir sinbiyotik karisimi (9:1 oraninda scGOS/IcFOS veya
scFOS/IcFOS) ve probiyotik sus Bifidobacterium breve M-16V simdiden umut verici
sonuglar vermistir. Bu sinbiyotik kombinasyonun, randomize, ¢ift kor, kontrolli bir
caligmada sezaryen ile dogan 153 bebeklerde (vajinal yolla dogan bebeklere kiyasla)
gecikmis bifidobakteri kolonizasyonunu telafi ettigi rapor edilmistir (Chua ve digerleri,

2017).
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Sekil 2.14. Sinbiyotiklerin etki mekanizmasi (Kaura ve digerleri, 2021)

Sinbiyotik (inulin ve Bifidobacterium spp.'nin birlikte oldugu) etkilerini arastirildig1 bir
caligmada saglikli goniillillerde ve digkr 6rneklerinde bifidobakteri sayisinda genel bir artig
oldugu bulmustur. Bununla birlikte, yalnizca prebiyotik uygulanan gruplarda bifidobakteri
popiilasyonunda higbir gelisme olmadi bildirilmistir (Bouhnik ve digerleri, 2007). Saglikli
kadinlarda 7 hafta boyunca Lactobacillus acidophilus + B. longum + FOS igeren sinbiyotik
yogurt tiiketiminin ardindan LDL/HDL kolesterol oranlarinda énemli iyilesme gozlendigi
ifade edilmistir (Dahiya and Nigam, 2022). Arena ve digerleri (2014), beta-glukan haplari

iceren bir sinbiyotik ve bir laktobasil probiyotik susunun konakgi hiicreler tizerindeki in
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vitro immiinomodiilatér etkiler {izerindeki etkilerini incelemislerdir. Eslik eden
kombinasyonlarin umut verici sonuglar gosterdigi bildirilmistir. Ancak konake1 tizerindeki
fizyolojik ve metabolik etkilerinin belirlenmesi i¢in daha fazla ¢alismaya ve daha uzun

takip siirelerine ihtiya¢ vardir (Lemaire ve ark., 2018).

S. boulardii ile probiyotik gidalarin formiile edilmesindeki son gelismelere ragmen, maya,
gida matrislerinde nadiren sinbiyotikler ve postbiyotikler olarak uygulanmistir. S.
boulardii igeren gidalara prebiyotik veya sinerjistik bir substrat eklenmesi, duyusal
ozellikleri iyilestirmenin yani sira canliligini ve etkinligini artirabilir. Canli olmayan S.
boulardii, bunun hiicre yapilar1 ve istege bagl olarak fermantasyon metabolitlerini igeren

gidalar, stabilite ve giivenlik endiseleri olmaksizin canli probiyotige esdeger islevsellik

sunabilir (Chan ve Liu, 2022).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kullanilan Maya Susu

Bu calismada, Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji ve Biyoteknoloji Laboratuvari
Kiiltiir Koleksiyonu’nda bulunan Barhi Hurmasi, Irak da satisa sunulan hurma 6rneginden
izole edilen ve 18S rRNA dizi analizi ile molekiiler tanimlamasi yapilan Pichia
kudriavzevii JD2 maya susu (Akef, 2018) kullanilmigtir. Calismada kullanilan test
bakterileri ve maya (Cizelge 3.1) Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii

Biyoteknoloji Boliimii Kiiltiir kolleksiyonundan temin edilmistir.

Cizelge 3.1. Calismalarda kullanilan bakteriler ve sus kodlar1

Bakteri/Maya Kod
Escherichia coli ATCC 11229
Lactiplantibacillus plantarum subsp. Plantarum DSM20246
Pseudomonas aeruginosa ATCC 29212
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Saccharomyces cerevisiae BU19

3.2. Besiyerleri, Tampon ve Cozeltiler

Calisma kapsaminda kullanilan besiyeri, tampon ve ¢ozeltilerin icerikleri Cizelge 3.2°de
verilmistir. S1vi besiyeri hazirlamak icin, ¢izelgede belirtilen miktarlarda maddeler tartilip,
bir miktar distile su ile maddeler tamamen c¢o6ziilinceye kadar manyetik karistiricida
karigtirllmistir. Maddeler tamamen ¢6ziildiikten sonra son hacim distile su ile 1000 mL’ye
tamamlanmis ve uygun pH degerlerine ayarlanmistir. Kat1 besiyeri hazirlamak i¢in ise, sivi
ortama %]1,5 Agar (Merck) ilave edilmistir. Besiyerleri, tampon, ¢ozeltiler ve kullanacak
cam malzemeler 121°C’de 15 dakika otoklavda (Sanyo) steril edilmistir. Sicakliga duyarli
tim malzemelerin sterilizasyonu i¢in ise 0,22 um capa sahip steril siringa ucu membran

filtreler (Whatman) kullanilmistir.
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Cizelge 3.2. Calismada kullanilan besiyerleri, tampon ve ¢ozeltilerin igerikleri

Besiyeri/Cozelti/Tampon Icerik/L
YPD (Maya Ekstrakt-Pepton- | 20 g D-Glikoz; 10 g Maya Ekstrakti; 20 g Pepton
Dekstroz) pH 6,5+ 0,2

10 g Pepton; 10 g Et 6ziitl; 5 g Sodyum Kloriir
pH7+0,2

8,00 g Sodyum klortir; 0,20 g Potasyum klortir; 1,44 g
Disodyum fosfat; 0,24 g Potasyum fosfat

pH7,0+0,2

10 g Pepton; Glukoz 20 g; 5 g Sodyum asetat; 5 ¢
Yeast extract; 10 g Beef extract; 2 g Dipotasyum

NB (Nutrient Broth)

PBS Tamponu
Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi

MRS (s1v1 besiyeri igerigi) fosfat; 2 g Amonyum sitrat 0,2 g Magnezyum siilfat;
0,05 g Mangenez siilfat; 1,08 mL Tween 80
pH6,2+0,2
3,0 g KH2PO4; 6,0 g Na2HPO4; 1 g NH4CI; 0,5 g

M9 minimal besiyeri NaCl; 0,003 g CaCl»
pH6,2+0,2

3.3. Kiiltiiriin Saklanmasi

Yeast Peptone Dextrose (YPD) sivi besiyerine %2 oraninda inokiile edilen P. kudriavzevii
JD2 maya susu, 37°C’da 24 saat inkiibe edilmis (Binder-78532), ardindan 5000 rpm’de 5
dakika santrifiij (Niive-NF 800) edilmistir. Santrifiij isleminden sonra siipernatant
uzaklastirilmis ve hiicreleri igeren pellet 1 mL steril serum fizyolojik (SF; %0,85 NaCl,
Merck) ile iki kere yikanmistir. Daha sonra hiicreler %50 gliserol (Merck) ile siispanse
edilerek kriyoviallere aktarilmis ve -80°C’da saklanmistir. Alti ayda bir stoklar

yenilenmistir (Stanislaw ve Todorov, 1999).

3.4. P. kudriavzevii JD2 Maya Susunun Baz1 Probiyotik Ozellikleri

3.4.1. Antikolesterol aktivite

P. kudriavzevii JD2 maya susunun Kkolesterol giderimleri, kolesterol giderim
mekanizmalarindan biri olan kolesterol ile dekonjuge safra tuzlarin diisilk pH’da birlikte
presipitasyonu yontemine gore Yildiz vd. (2011)’nin modifiye ettigi metoda gore

belirlenmistir.

e %0,2, %0,4 ve %0,6 safra tuzlar1 (oxgall) ve 100 pg/mL kolesterol (Sigma) 5 mL’lik
YPD sivi besi ortamina ilave edilmistir. Ayrica, prebiyotik ilavesinin kolesterol

giderimine etkisini belirlemek amaciyla, 10 mg/mL EPSjp2, %0,2, %0,4 ve %0,6 safra
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tuzlar1 (oxgall) ve 100 pg/mL kolesterol (Sigma) 5 mL’lik YPD sivi besi ortamina ilave
edilmistir.

e Aktif P. kudriavzevii JD2 maya susunun yogunluklari ODsoo’de bire ayarlanarak, farkli
oranlarda safra ve kolesterol igeren besiyerlerine %2 oraninda inokiile edilmis ve
37°C'de 24 saat inkiibe edilmistir. Prebiyotik ilavesinin kolesterol giderimine etkisinin
belirlenmesinde ise, 10 mg/L EPSyp, farkli oranlarda safra ve kolesterol igeren
besiyerlerine %2 oraninda JD2 maya susu inokiile edilmis ve gelisimleri i¢in inkiibe
edilmistir.

e Inkiibasyon siiresinin sonunda, kiiltiirler 10000 rpm'de 4°C'de 20 dk santrifiijlenerek,
stipertanatdan 0,5 mL temiz bir test tlipline alinmis ve iizerine 3 mL %95 etanol
(Merck) ilave edilerek 1 dk boyunca vorteks (Four E's) ile karistirilmustir.

e Ornek iizerine 2 mL %50 KOH (Merck) ¢ozeltisi ilave edilerek 1 dk siire ile vorteks ile
karistirilmstir.

e Karisim daha sonra 10 dk boyunca 65°C'lik sicak su banyosunda (Memmert) inkiibe
edilmistir.

e Inkiibasyon siiresinin sonunda, test tiipleri oda sicakligma (22°C) gelinceye kadar
sogutulmustur.

e Soguyan tiiplerin {lizerine 5 mL hekzan (Merck) ve 3 mL saf su ilave eklenerek hekzan
fazinin ayrilmasini saglamak i¢in 1 dk boyunca vorteks ile karistirilmistir.

e Ayrilan hekzan fazindan 2,5 mL temiz bir test tiipiine alinarak hekzan 60°C'lik sicak su
banyosunda ugurulmustur.

e Kalan tortuya 4 mL o-ftalaldehit reaktifi (0,5 mg o-ftalaldehit (Sigma) 1 mL glasiyel
asetik asit (Merck) igerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir) ilave edilerek 10 dk oda
sicakliginda bekletilmistir.

e Orneklere 2 mL siilfirik asit (Merck) eklenerek 1 dk siiresince vorteks ile karistirilarak
oda sicakliginda 10 dk bekletilmistir.

e Daha sonra orneklerin optikal yogunlugu spektrofotometrede (Hitachi) 550 nm dalga

boyunda ol¢lilmiistiir.

Kolesterol giderimi miktarlarini belirlemek icin 10-150 pg/mL arasinda degisen oranlarda
saf kolesterol (Sigma) kullanilarak standart bir egri ¢ikarilmig (Sekil 3.1) ve verilen bu

standarda gore 6rneklerin kolesterol miktarlar1 pg/mL olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.1. Kolesterol standart egrisi

Susun % kolesterol giderim degerleri ise asagida verilen formiile gore hesaplanmustir;

A=100-[(B/C)x100]

A: Kolesteroliin giderimi (%).

B: Inokiilasyon yapilan besiortamindaki kolesterol miktar1 (ug/mL).

C: Inokiilasyon yapilmayan (kontrol) besiortamindaki kolesterol miktar1 (ug/mL).

3.4.2. Yapay mide ve bagirsak sivilarinda canhhk

P. kudriavzevii JD2 maya susunun gastrointestinal sisteme toleransi yapay mide ve

bagirsak sivilarinda canlilik durumlarina gore belirlenmistir.

» P. kudriavzevii JD2 maya susu YPD sivi besiortaminda ard arda iki kez 37°C’de 24 saat
aktiflestirilmistir.

» 24 saatlik aktif kiiltirden 1 mL alinarak 10000 rpm’ de 5 dk santrifiij edilerek pellet
elde edilmistir.

» Santrifiij sonrasi elde edilen hiicresel peletler toplanmis ve fosfat tamponu ile 3 kez
yikanmuistir.

» Yikanan hiicreler PBS tamponu ile baslangi¢ hacmine yeniden siispanse edildikten
sonra farkli pH’larda (2, 3, 4 ve 6,2) hazirlanan yapay mide sivis1 (%0,5’lik serum
fizyolojik i¢cinde son konsantrasyonu 3 g/L olacak sekilde pepsinin (Sigma, 1:10000
ICN) ¢o6ziilmesiyle hazirlanmistir) ile resiispanse edilerek ve 37 °C'de 0 (kontrol), 60 ve
180 dakika inkiibe edilmistir (Huang vd., 2005).
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» Diger taraftan, bagirsak sivisinda maya canliligini tespiti i¢in yapay bagirsak sivisi
(%0,5’1ik serum fizyolojik i¢inde son konsantrasyon 1 g/L olacak sekilde pankreatinin
(Sigma, P-1500) ¢oziilmesiyle hazirlanmis ve bagirsak sivist %0,30 safra tuzu (Sigma)
ile siispanse edilerek, pH’s1 0,1 M NaOH ile 8,0’e ayarlanmistir) ile reslispanse edilen
kiiltiirler, 37°C’de 0 (kontrol), 1 ve 240 dakika inkiibe edilmistir (Huang vd., 2003).

> Inkiibasyon bitiminde kiiltiirden seri dilisyonlar yapilarak YPD kati besiortamia
inokiile edilmis, 37°C’de 36-48 saat inkiibasyona birakilmastir.

> Inkiibasyon sonunda gelisen koloniler sayilarak 1 mL’deki koloni olusturan maya say1si

(kob-cfu; colony forming unit) olarak asagida verilen formiile gore hesaplanmustir.

Kob/mL (cfu/mL) = [Koloni sayis1 x Seyreltme faktorii/Diltisyon tiipiinden petri kabina

aktarilan 6rnek hacimi (mL)].

Seyreltme Faktorii = [1/Seyreltme Orani]

» Ayrica, P. kudriavzeii JD2 maya susunun yapay mide ve bagirsak sivilarindaki yiizde

(%) canliliklar1 tespit edilmistir.

% Canlilik: [ODMuameIeden sonra / ODMuameleden 6nce] x 100

3.4.3. Hidrofobisite

P. kudriavzeii JD2 maya susunun hidrofobikligi, Rosenberg ve digerlerinin (1980)
metodunda bazi degisiklikler yapilarak tespit edilmistir. Maya susu, YPD siv1 besiyerinde
37°C'de 24 saat inkiibe edilmistir. Aktif kiiltlirler, 5000 rpm’de 15 dakika santriifiij
edilmistir. Elde edilen pellet, iki kez fosfat tamponu ile yikanmig ve 0,1 M KNO3 (pH 6,2)
tamponu i¢inde tekrar ¢oziilerek hiicre siispansiyonunun yogunlugu spektrofotometrede

600 nm’de Slglilmiistiir (Ao).

Maya siispansiyonundan 2 mL alinarak, 0,5 mL toluen (Merck) (polar olmayan nétral
¢oziicii), hekzon (Merck) (monopolar asidik ¢6ziicii) ve aseton (Merck) (monopolar bazik
¢oziicii) hidrokarbonlar karistirilmistir. On inkiibasyondan sonra ayrilan iki faz 2 dakika
vorteks ile karistirlarak tekrar oda sicakliginda 4 saat bekletilmistir. Inkiibasyondan sonra
sulu fazin OD’si spektrofotometrede (600 nm) Olciilmiistir (A1). Maya izolatinin

hidrokarbonlara mikrobiyal tutunma yiizdesi asagidaki verilen formiile gére hesaplanmig
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ve hidrofobiklik yiizdesi, %0-35; diisiik hidrofilik, %36-70; orta hidrofobiklik ve %71-100;
yiiksek hidrofobiklik olarak degerlendirilmistir (Mladenovi¢ ve digerleri, 2020).

%Hidrofobosite = (1-A1/Ag) X 100

3.5. Ekzopolisakkarit (EPS) Uretimi

P. kudriavzevii JD2 maya susu YPD sivi besiyerinde en az iki kez aktiflestirildikten sonra
McFarland cihazinda (Biosan Den-1) 7’ye ayarlanarak YPD sivi besiyerine %2 oraninda
inokiile edilmistir. Asilanmig 6rnek ve kontrol amagli bos besiyeri igeren tiip 37°C’de 24
saat inkiibasyona brrakilmistir. Inkiibasyon sonunda kiiltiirden ve kontrol tiipiinden 1 mL
alinarak 95°C’de 10 dakika isitilmustir. Ornekler soguduktan sonra 1,7 pL TCA
(trikloroasetik asit, Merck) eklenerek yarim saat bekletilerek, 4°C’de 13000 rpm’de 25
dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant yeni mikrofiij tiipiine alinarak {iizerine
1(6rnek):3(alkol) oraninda %96’lik etanol eklenmistir. Bu asamada iki paralel olacak
sekilde ornekten mikrofiij tiiplerine 500 pL alinarak, {lizerine 1,5 mL etanol (Merck)
eklenmistir. 4°C’de 13000 rpm’de 25 dakika santrifiij edilmis dipte kalan pelletin iizerine
500 uL etanol ilave edilerek ayni kosullarda santrifiijlenmis ve 24 saat etiiv igerisinde
bekletilmistir. Alkol ugurulduktan sonra, 6rnek 500 pL deiyonize suda ¢oziilerek 1 mL
olacak sekilde mikrofiij tiipiinde toplanmistir (Tsuda ve digerleri, 2008). Ornegin iizerine
0,5 mL fenol (Sigma) ve 5 mL siilfirik asit (Merck) ilave edilerek oda sicakliginda 10
dakika bekletildikten sonra iyice vortekslenerek 37°C’de 20 dakika bekletilmis ve 6rnek
490 nm dalga boyunda spektrofotometre de (T60UV-Visable) optik yogunlugu
Ol¢lilmiistiir. Kiiltiiriin tirettigi EPS miktarlarin1 hesaplamak i¢in 100-500 mg/L arasinda
degisen oranlarda glukoz (Merck) ¢ozeltisi kullanilarak bir standart ¢ikarilmis (Sekil 3.2)
ve bu standarta gore lretilen EPS miktart mg/L. cinsinden belirlenmistir (Dubois ve

digerleri, 1956).
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Sekil 3.2. Glikoz standart grafigi

3.6. Orneklerin Hazirlanmasi

3.6.1. Probiyotik (JD2)

P. kudriavzevii JD2 maya susu YPD sivi besiyerinde 2 kez 37°C’de 24 saat inkiibe
edilerek aktiflestirilmistir. Inkiibasyon bitiminde &rnek 10000 rpm’de 15 dk santrifiij
(Eppendorf) edilip, elde edilen pellet fosfat tamponu (PBS) ile 3 kez yikanip, 1 mL PBS ile
resiispanse edilmistir. Hiicre yogunluklar1 0,5 Mc Farland yogunluguna ayarlanan maya

stispansiyonu (1 mL) calismalarda kullanilmistir.

3.6.2. Prebiyotik (EPSap2)

P. kudriavzevii JD2 maya susu YPD sivi besiyerine %2’lik ekim yapilarak 37°C’de 48 saat
inkiibe edilmistir. 800 mL’lik YPD siv1 besiyerine aktif kiiltiirden %2 oraninda ekilerek
aym sicaklik ve siirede inkiibasyona birakilmustir. inkiibasyondan sonra érnek 80°C'de 10
dk sicak su banyosunda inkiibe edilmis ve sonrasinda oda sicakliginda sofgumaya
birakilmistir. Ardindan 6rnege %4 TCA (Merck) eklenerek manyetik karistiricida (VELP)
TCA ¢oziinene kadar karistirllmistir. TCA ¢o6ziindiikten sonra 6rnek 4000 rpm'de 25 dk
santrifiijlenmis (SIGMA Model 2-16KC) ve siipernatant meziirde toplanmistir. Toplanan
stipernatant Olgiilerek siipernatantin 2 kati alkol (%96’lik) eklenmis ve uygun siselere
paylastirildiktan sonra +4°C’de 1 gece bekletilmistir. Ornek 4000 rpm’de 25 dk
santrifiijlenerek siipernatant atilmis ve kalan alkol ugurulmustur. Her bir falkondaki pellet

2 mL distile suda ¢ozdiiriilmiistiir. Ornek, 500’er pL olacak sekilde viyallere dagitilarak -
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80°C’de 1 gece bekletilmis ve daha sonra EPS liyofilizator cihazinda (CHRIST alpha 2-4
LD plus, Resim 3.1), dondurulup kurutularak toz haline getirilmistir (Kanmani vd., 2011,
Shi vd., 2014; Yi vd., 2008). Edilen liyofilize EPS “prebiyotik™ olarak adlandirilmis ve
calismalarda “EPS;p2” kodu ile kullanilmistir. Ornekte protein bulasi Bradford protein kiti
(Sigma-Aldrich) ile niikleik asit bulasi ise 280 ve 260 nm’de UV-spektrofotometrede
(Hitachi U-1800) (pik goriilmemesi) arastirilmigtir.
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Resim 3.1. Calismada kullanilan liyofilizator cihazi (CHRIST alpha 2-4 LD plus)

P. kudriavzevii JD2 maya susundan izole edilerek kismi saflagtirilan EPS’ler
karbaksimetilasyon yontemi ile (Kagimura ve digerleri, 2015a) suda ¢ozlnir hale
getirilmistir. 90 mg EPS iizerine 5,4 mL 2-propanol (Sigma) eklenerek 15-30 dakika
karistirilmistir. Karisimin {izerine yavas yavas %30’luk NaOH’den 10 mL ilave edilmis ve
50°C’de 15-30 dakika karistirilmistir. 1,1 g monokloroasetik asit (MCA) (Carlo Erba) 2-3
mL distile suda ¢ozdiiriilerek karisima eklenmis ve 8 saat 50°°de bekletilmistir. Karigim
oda sicakhiginda sogutulduktan sonra ¢ozeltinin pH’1 0,5 M HCI (Merck) ile 7’ye
ayarlanmigtir. Cozelti %96°lik alkol (Teksol) (1:1 oranda) ile nétralize edilerek filtrelenmis
ve evaporator cihazinda (BUCHI) alkol ugurulmustur. Edilen O6rnek distile suda

cozdiiriilerek liyofilize edilmistir.

Calismalarda, liyofilize ve karboksimetilenmis EPSjp2’den 0,2 g/mL’lik ana stoktan son

konsantrasyonu 0,5, 1, 5 ve 10 mg/mL olan EPS’ler hazirlanarak kullanilmistir.
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3.6.3. Postbiyotik (CFSup2)

P. kudriavzevii JD2 maya susu YPD sivi besiyerinde 2 kez 37°C’de 24 saat inkiibe
edilerek aktiflestirilmistir. Inkiibasyon bitiminde 5000 rpm’de 30 dakika santrifiij edilmis
ve siipernatant 0,22 pum ¢apl steril membran filtreden (Whatm) gecirilmistir. Laktobasil ve
maya gelisimini diizenleici etkinin belirlenmesi ¢aligmalarinda liyofilizatérde toz haline
getirilerek hazirlanan 6rnek kullanilirken diger calismalarda silipernatant kullanilmistir

(Mohammedsaeed vd. 2014).

3.6.4. Sinbiyotik (JD2+EPSsp2)

P. kudriavzevii JD2 maya susu YPD sivi besiyerinde 2 kez 37°C’de 24 saat inkiibe
edilerek aktiflestirilmistir. Inkiibasyon bitiminde 6rnek 10000 rpm’de 15 dk santrifiij
(Eppendorf) edilip, elde edilen pellet fosfat tamponu (PBS) ile 3 kez yikanip, 1 mL PBS ile
reslispanse edilmistir. Hiicre yogunluklar1 0,5 Mc Farland yogunluguna ayarlanmistir.
3.6.2°de belirtilen metoda gore 0,5, 1, 5 ve 10 mg/mL’lik konsantrasyonlarda EPSjp2
hazirlanmis ve dimetil siilfoksit (DMSO; Merck)’te ¢ozilmistiir. Calismalarda 1:1 (v/v)

oraninda karistirilarak kullanilmagtir.

3.6.5. Postbiyotik+Prebiyotik (CFSip2+EPSJp2) uygulama

Postbiyotik+Prebiyotik (CFS;p2+EPSjp2) uygulamanin postbiyotigi Bolim 3.6.3’de ve
prebiyotigide Bolim 3.6.2°de verilen metotlara gore hazirlanmistir. Calismalarda

postbiyotik ve prebiyotik 1:1 (v/v) oraninda karistirilarak kullanilmigtir.

3.7. EPSyp2’nin Karakterizasyonu

P. kudriavzevii JD2 maya susundan elde edilen EPS’nin (EPS;p2) karakterizasyonu HPLC
(yiiksek performansli sivi kromotografisi), NMR (niikleer manyetik rezonans) analizi ve

SEC (biiyiikliik¢e ayirma kromatografisi) analizleri ile hizmet alimiyla yaptirilmistir.

EPSip2’nin monomer kompozisyonu ODTU Merkez Laboratuvarinda hizmet alimi ile
gerceklestirilmistir. Monomer yapiin belirlenmesi amaciyla glukoz, maltoz, galaktoz,
ramnoz, riboz, rafinoz, mannoz, arabinoz, sukroz ve fruktoz sekerleri analiz edilmistir. 10

mg/mL’lik EPS;p2’nin asit hidrolizi i¢in; 6rnek 1 M H2SO4 ile 3 saat 90°C’de inkiibasyona
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birakilmistir. Ornegin nétralizasyon islemi 1 M NaOH ile yapilmis ve 045 pm
mikrofiltrasyon (Whatman) ile sterilize edilerek (Ledezma ve digerleri, 2016) hazirlanan
numuneler analize goénderilmistir. Analiz, Refraktif Indeks Dedektor tasiyan AGILENT
1260 serisi HPLC cihaz1 kullanilarak yapilmis, ayirim i¢in Metacarp 67C (300 mm X 6,5
mm) kolonu ve Microsorb-Mv-100-5 Amino kolonu kullanilmistir. ACN: H20, mobil faz
olarak kullanilmis, akis hizt 0,5 mL/dk. (90°C) ve enjeksiyon hacmi 25 pL olacak sekilde
calisilmustir.

EPSip2’nin  bag yapist Cankirn Karatekin  Universitesi Arastirma Merkezi NMR
Laboratuvari’na hizmet alimi ile gerceklestirilmistir. Bag yapisinin belirlenmesi amaciyla
'H-NMR, NOESY, COSY ve ¥C-APT NMR analizleri yapilmistir. Calismada, Agilent
marka 600 MHz’lik frekansta, 14.1 Tesla alan giiciine sahip Premium Compact NMR

cihazi kullanilmistir. Coziicii olarak D20 kullanilmustir.

EPSip2’in (0,5 mg/mL) molekiiler agirhgi boyut dislama kromatografisinde (Size
Exclusion Chromatography, SEC) kirilma indisi dedektorii (Refraktif Indeks Dedektor,
RID) kullanilarak hizmet alimi ile gergeklestirilmistir (Li vd. 2015). PL aquajel OH mixed
kolonunda (8 um) 0,6 mL/dk akisinda ultra saf su mobil faz olarak kullanilarak 20 puL
ornek enjeksiyonu yapilmistir. Farkli dekstran standartlar1 kullanilarak ¢izilen grafik Sekil

3.3’de verilmistir.
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Sekil 3.3. Dekstran standartlar1 kullanilarak ¢izilen kalibrasyon grafigi
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3.8. EPSup2 ve Inulinin Prebiyotik Aktivite Skorlarimin Belirlenmesi

Prebiyotik aktivite, test edilecek substratin bir mikroorganizmanin gelismesini diger
mikroorganizmalara goére olumlu yonde destekledigini, prebiyotik olmayan bir

karbonhidratla (6rnegin glikoz) karsilastirmali olarak belirlenmesidir (Huebner vd., 2007).

Bu calismada, P. kudriavzevii JD2 susundan elde edilen EPSjp2'nin prebiyotik aktivite
skoru Huebner vd., (2007) metoduna gore tespit edilmistir. Bu amagla, probiyotik aday
olarak Lactiplantibacillus plantarum subsp. plantarum DSMZ20246 ve Saccharomyces
cerevisiae BU19, enterik patojen olarak ise Escherichia coli ATCC 11229 susu

kullanilmastir.

e Probiyotik L. plantarum subsp. plantarum DSM20246 i¢in %2 EPS;p2/inulin ve %2
glukoz igeren farkli MRS sivi besiyeri ve S. cerevisiae BUI9 susu igin ise %2
EPSyp2/inulin ve %2 glukoz igeren farklt YPD siv1 besiyerleri hazirlanmistir.

e Hazirlanan besiyerlerine L. plantarum subsp. plantarum DSM20246 ve S. cerevisiae
BU19 suslarmin aktif kiiltiirleri spektrofotometrede (Hitachi) 600 nm’de 0,6+0,02
degerine ayarlanarak %?2 oraninda ekilmis ve 37°C’de inkiibasyona birakilmistir.

e Inkiibasyonun 0, 24 ve 48. saatlerinde 100 pL &rnekler almarak serum fizyolojik
(%0,875 NaCl) ile 10%°den 10"ye kadar seri diliisyonlar yapilmistir. 107%-107
dilisyonlarindan MRS/YPD kat1 besi ortamlarina yayma plak yontemi ile ekimler
yapilarak canli bakteri sayisini tespit etmek lizere 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonras1 besiyerinde olusan tiim koloniler sayilmis ve Béliim 3.10°da verilen
koloni sayim formiiliine gore toplam bakteri sayisi log kob/mL olarak (Giirgiin ve
Halkman, 1990).

e Bagirsak patojeni i¢in %2 EPSyp2/inulin ve %2 glukoz igeren iki farklt M9 Minimal s1v1
besiyeri (Cizelge 3.2) hazirlanmistir. E. coli ATCC 11229, susu M9 minimal
besiyerinde aktiflestirilerek OD’s1 600 nm’de 0,6+0,02’ye ayarlanmistir. Hazirlanan %2
EPS;p2/inulin iceren M9 Minimal besiyeri ile %2 glukozlu M9 Minimal besiyerlerine
OD’si ayarlanan E. coli ATCC 11229 susundan %2 oraninda ekim yapilmis ve 37°C’de
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun 0, 24 ve 48. saatlerinde 100 pL ornekler
alinarak serum fizyolojik ile 10°den 10"°ye kadar seri diliisyonlar yapilarak Béliim
3.10°da verilen koloni sayim formiiliine gore toplam bakteri sayis1 log kob/mL olarak
(Giirglin ve Halkman, 1990). EPSjp2 ve inulinin prebiyotik aktivitesi 24 ve 48 saat igin

ayr1 ayr1 belirlenmistir.
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e Probiyotik ve enterik mikroorganizmalarin log kob/mL degerleri hesaplandiktan sonra
asagida verilen formiile gore prebiyotik skor aktivitesi hesaplanmistir (Huebner vd.,

2007).

24. saatte prebiyotikli ortamda probiyotik bakterinin log kob/mL degeri
-0. saatte prebiyotikli ortamda probiyotik bakterinin log kob/mL degeri

Prebiyotik Skor =

24. saatte glukozlu ortamda probiyotik bakterinin log kob/mL degeri
-0. saatte glukozlu ortamda probiyotik bakterinin log kob/mL degeri

24. saatte prebiyotikli ortamda enterik bakterinin log kob/mL degeri
-0. saatte prebiyotikli ortamda enterik bakterinin log kob/mL degeri
24. saatte glukozlu ortamda enterik bakterinin log kob/mL degeri
-0. saatte glukozlu ortamda enterik bakterinin log kob/mL degeri

3.9. EPSip2’nin Mide Sivisinda Hidrolizi

Bu ¢alismada, maya susu P. kudriavzevii JD2'den elde edilen prebiyotik EPS;p2 ve bitkisel
kaynakli ticari prebiyotik iniilinin (kontrol) farkli pH degerlerindeki (pH 3 ve pH 5) mide
suyunda ve farkli zaman araliklarinda (0, 1, 2 ve 3 saat) yiizde hidrolizi Wichienchot vd.

(2009)’un metoduna gore tespit edilmistir.

v’ Iki paralel olacak sekilde yapay mide sivis1 asagida verilen oranlarda hazirlanmis ve 5

M HCL ile pH’1 3 ve 5’e ayarlanmugtir.

Yapay Mide Sivisi: 8 g/L NaCl; 0,2 g/L KCI; 8,25 g/L NaHPO..2H>0; 14,35 g/L
NaH2POs; 0,1 g/L CaCl,.2H20; 0,18 MgCl,.6H.0, pH 3/5

v' Saf su igerisinde %1 oraninda hazirlanan EPSyp2 Ve iniilin ¢ozeltileri farkli pH’lardaki 5
mL’lik yapay mide sivilarinin lizerine ayr1 ayr1 %1 oraninda (v/v) eklenerek 37°C’de 0,
1, 2 ve 3 saat inkiibasyona birakilmistir.

v’ Inkiibasyonun sifirmnci, birinci, ikinci ve iigiincii saatinde EPSyp2 ve inulin igeren mide
stvilarindan 150 pL 6rnek alinarak iizerine 150 pL dinitrosalisilik asit (DNS) ¢ozeltisi
eklenmistir. Ornekler karistirildiktan sonra 100°C’de 5 dk sicak su banyosunda
bekletilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda &rnekler hizli bir sekilde buz iistiinde
sogutularak tizerine 1,5 mL saf su eklenmistir.

v Indirgen seker miktarin1 belirlemek igin spektrofotometrede 540 nm’de optikal
yogunluklar1 belirlenmistir. Kor i¢in 75 pL saf su ile icerisinde EPSjp2 veya iniilin
bulunmayan mide sivisindan 75 pL eklenerek DNS metodu uygulanmistir (Robertson

vd., 2001). 0,5-2,5 mg/mL arasinda degisen oranlarda glukoz ¢ozeltisi kullanilarak bir
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standart ¢ikartilmis ve indirgen sekerlerin miktar1 kalibrasyon egrisi kullanilarak

mg/mL cinsinden degerlendirilmistir (Sekil 3.4).

Glikoz Standarti

1,2 -

oD
=)
0

0,6 -

0,4 y =0,4364x - 0,0353

R2=10,995

mg/mL

Sekil 3.4. DNS metodu i¢in hazirlanan glukoz standardi

v' EPSyp2 ve iniilin %1 oraninda steril saf suda ¢ozdiiriilmiis ve seker miktarlar1 fenol
siilfiirik asit metoduna gére belirlenmistir (Dubois, 1956). Orneklerden 1 mL alinarak
iizerine 0,5 mL fenol ve 5 mL siilfirik asit (H2SO4) eklendikten sonra oda sicakliginda
10 dk boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda &rnekler vorteks yardimiyla
karistirilmis ve 30°C’de 15 dk inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda
orneklerin optikal yogunlugu spektrofotometrede 490 nm’de oSl¢iilmiistiir. EPSyp2 ve
iniilinin farkli pH’daki mide sivilarinda ve farkli saatlerdeki hidroliz yilizdeleri asagida

verilen formiile gore hesaplanmistir (Wichienchot vd. 2009).

Indirgenmis seker miktari

% Hidroliz :[ ] x100

Totol seker miktari-Baglangictaki indirgenmis seker

Indirgenmis seker miktari: DNS metoduna gore hesaplanan seker miktari,
Total seker miktari: Fenol siilfirik asit metoduna gore hesaplanan seker miktari;

Baslangictaki seker miktari: 0 saatte hesaplanan seker miktari.
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3.10. Postbiyotik (CFSip2) iceriginin Belirlenmesi

Postbiyotigin igerik analizi Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii

Farmabiyotik Teknolojileri Arastirma Laboratuvarinda yapilmaistir.

3.10.1. Seker

Seker analizi, UV Dedektorli Yiiksek Basingli Sivi Kromatografi cihazinda (HPLC, High
Performance Liquid Chromatography, Shimadzu Prominence Series HPLC-20A, Japonya)
(Resim 3.2) 210 nm’de tespit edilmistir. Mobil faz olarak 0,08 M H2SOs, sabit faz (kolon)
olarak ise Transgenomic (Merck-Concise) marka 87H-3 iyon degistirme reginesi
ozelliginde 250 mm x 4,6 mm x 5 um kolon kullamilmistir. 0,22 um ¢apina filtreden
gecirilen Ornekten cihaza 20 pL enjeksiyon edilerek standart ile karsilastirmali olarak
analiz  edilmistir.  Postbiyotik  iceriginde  glukoz, ksiloz, galaktoz, maltoz,

arabinoz+mannoz, fruktoz, sakkaroz (0,0075 g/100 g) sekerleri taranmistir.

Resim 3.2. HPLC, yiiksek performansli sivi kromatografisi, shimadzu prominence serisi
HPLC-20A, Japonya

3.10.2. Amino asitler

Amino asit analizi, UV Dedektorlii Yiiksek Basingli Sivi Kromatografi cihazinda (HPLC,
High Performance Liquid Chromatography, Shimadzu Prominence Series HPLC-20A,
Japonya) 350 nm’de tespit edilmistir. 1 g numune 100 mL 0,1 M HCI i¢inde ¢oziilmiistiir.
15 pL seyreltilmis ¢ozeltiye sirastyla 90 uLL 3-merkaptopropiyonik asit (3-MPA), 44 uL O-
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fitalaldehit (OPA) ve 20 pL florenilmetiloksikarbonil (FMOC) eklenmis ve karistirilmistir.
Mobil faz olarak 20 mM potasyum fosfat buffer (pH 6,9) ve asetonitril/metanol/su
(%45:45:10) kullanilmistir. Cihaza 5 pL numune enjekte edilerek amino asit karigimi
(Sigma) standardi ile karsilastirmali olarak analiz edilmistir. Postbiyotik igeriginde taranan

amino asitler ve standart konsantrasyonlari Cizelge 3.3’te verilmistir.

Cizelge 3.3. Amino asitler ve konsantrasyonlari

No Amino Asitler Standart Konsantrasyon (g/100g)
1 Aspartik asit 0,001665
2 Glutamik asit 0,00184
3 Serin 0,001315
4 Glutamin 0,001
5 Histidin 0,00194
6 Glisin 0,00094
7 Treonin 0,00149
8 Sitriilin 0,001
9 Arginin 0,002175

10 Alanin 0,0001115
11 Tirozin 0,002265
12 Sistin 0,0015
13 Valin 0,00147
14 Metionin 0,001865
15 Trytofan 0,001
16 Fenilalanin 0,002065
17 izol6sin 0,001645
18 Losin 0,001655
19 Lizin 0,001825

20 Hidroksi prolin 0,001

21 Prolin 0,00144

3.10.3. Yag asiti

Ornegin yag asiti analizi, Gaz Kromatografi-Kiitle Spektroskopisi (GC-MS, Gas
Chromatography-Mass Spectrometry, Shimadzu GC-MS QP2020, Japonya) (Resim 3.3)
cihazi ile belirlenmistir. %99,999 safliktaki Helyum tasiyici gaz olarak, kolon olarak
Restek marka 2560 (orta polarite ozellikte ve 100 mm X 0,25 mm X 0,25 pm
boyutlarinda), standart olarak ise Restek marka 37 adet FAME (Fatty Acids Methyl Esters,
yag asiti metil esterleri) karisim1 kullanilmistir. Ornek, GC-MS cihazina s1v1 olarak enjekte
edilebilmesi i¢in metil esterleri haline ugucu 6zellik kazandirilmistir. Bu amagla 0,1 g
ornek lizerine 10 mL hekzan (Merck) eklenmis, iyice ¢alkalanarak metanolde ¢6zlinmiis ve
2 M KOH eklenerek karistirllmistir. 1-2 saat karanlik ortamda bekletildikten sonra {ist

fazdan 1 pL alinarak cihaza enjeksiyon yapilmis, sonuglar standarda karsi yapilan dlgiim
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kalibrasyon egrisi kullanilarak belirlenmistir. Postbiyotik igeriginde taranan yag asitleri

Cizelge 3.4’te verilmistir.

Resim 3.3. GC-MS, gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi, shimadzu GC-MS QP2020,
Japonya



Cizelge 3.4. Yag asitleri
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No Kapali Formiil Bilesik, Agirlikea %

1 C4:.0 Metil butirat (623-42-7), %4

2 C6:0 Metil kaproat (106-70-7), %4

3 C8:0 Metil kaprilat (111-11-5), %4

4 C10:0 Metil dekanoat (110-42-9), %4

5 C11:0 Metil undekanoat (1731-86-8), %2

6 C12:0 Metil dodekanoat (111-82-0), %4

7 C13:.0 Metil tridekanoat (1731-88-0), %2

8 C14:0 Metil miristat (124-10-7), %4

9 C14:1 cis-9 Metil miristoleat (56219-06-8), %2
10 C15:0 Metil pentadekanoat (7132-64-1), %2
11 C15:1 cis-10 10 Metil pentadekenoat (90176-52-6), %2
12 C16:0 Metil palmitat (112-39-0), %6

13 C16:1 cis-9 Metil palmitoleat (1120-25-8), %2
14 C17:0 Metil heptadekanoat (1731-92-6), %2
15 Cl17:1cis-10 Metil heptadekenoat (75190-82-8), %2
16 C18:0 Metil stearat (112-61-8), %4

17 C18:1 trans-9 Metil oktadekenoat (1937-62-8), %2
18 C18:1 cis-9 Metil oleat (112-62-9), %4

19 C18:2 trans-9,12 Metil linolelaidat (2566-97-4), %2
20 C18:2 cis-9,12 Metil linoleat (112-63-0), %2

21 C20:0 Metil aragidat (1120-28-1), %4

22 C18:3 cis-6,9,12 Metil linolenat (16326-32-2), %2
23 C20:1 cis-11 Metil eikosenoat (2390-09-2), %2
24 C18:3 cis-9,12,15 Metil linolenat (301-00-8), %2

25 C21:0 Metil heneikosanoat (6064-90-0), %2
26 C20:2 cis-11,14 Metil eikosadienoat (2463-02-7), %2
27 C22:0 FAME Metil behenat (929-77-1), %4

28 C20:3 cis-8,11,14 Metil eikosatrienoat (21061-10-9), %2
29 C22:1 cis-13 Metil eriikat (1120-34-9), %2

30 C20:3 cis-11,14,17 Metil eikosatrienoat (55682-88-7), %2
31 C20:4 cis-5,8,11,14 Metil aragidonat (2566-89-4), %2
32 C23:0 Metil trikozanoat (2433-97-8), %2
33 C22:2 cis-13,16 Metil dokosadienoat (61012-47-3), %2
34 C24:0 Metil lignoserat (2442-49-1), %4
35 C20:5 (timii-cis-5,8,11,14,17) Metil eikosapentaenoat (2734-47-6), %2
36 C24:1 cis-15 Metil nervonat (2733-88-2), %2

37 C22:6 Metil dokosaheksaenoat (2566-90-7), %2

3.10.4. Fenolik bilesikler

Fenolik bilesiklerin analizi, UV Dedektorlii Yiiksek Basingli Sivi Kromatografi cihazinda

(HPLC, High Performance Liquid Chromatography, Shimadzu Prominence Series HPLC-

20A, Japonya) 210 nm’de tespit edilmistir. Mobil faz olarak metanol (Merck) ve %1°lik

formik asit (Merck), sabit faz (kolon) olarak ise Transgenomic (Merck-Concise) marka

87H-3 iyon degistirme reginesi 6zelliginde 150 mm x 4,6 mm x 3 um kolon kullanilmistir.

0,22 pum capina filtreden gegirilen 6rnekten cihaza 20 uL enjeksiyon edilerek standart ile
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karsilastirmali olarak analiz edilmistir. Postbiyotik iceriginde taranan fenolik bilesikler ve

standart konsantrasyonlar1 Cizelge 3.5’te verilmistir.

Cizelge 3.5. Fenolik bilesikler ve konsantrasyonlari

No Fenolik Bilesikler Standart Konsantrasyon (ppm)
1 Hidroksitrezol 5,2
2 2,4 Hidroksifeniletanol 14,8
3 Katesin 10
4 Kafein 12,4
5 Kafeik Asit 12,4
6 Siringik Asit 12,4
7 Oleuropein 12,4
8 p-Kumarik Asit 12,4
9 Rutin 12,4
10 Ferrulik Asit 12,4
11 Resveratrol 12,4
12 Elajik Asit 12,4
13 Kuinik Asit 12,4
3.10.5. Vitamin

Ornegin, yagda ve suda ¢dziinen vitaminlerin analizi Sivi Kromatografi Uclii Kiitle
Spektroskopisi/Likit Kromatografi Tandem Kiitle Spektroskopisi (LC-MS MS, Liquid
Chromatography with Tandem Mass Spectrometry, Shimadzu LC-MS 8045, Japonya)
(Resim 3.4) belirlenmistir. Mobil faz olarak gradient karigimla %0,1°lik formik asitli su ve
%0,1°1ik formik asitli metanol, kolon olarak da Inertsil Sustain marka C18 (Apolar; 50 mm
x 2,1 mm x 1,8 pm boyutlarinda) kullanilmistir. 0,22 pm filtrelerden gecirilen 6rnek, 10
puL olarak enjeksiyon edilmis ve standart karisimi ile karsilastirmali olarak analiz

edilmistir. Postbiyotik iceriginde taranan vitaminler Cizelge 3.6’da verilmistir.



65

Resim 3.4. LC-MS MS, Liquid Chromatography with Tandem Mass Spectrometry,
Shimadzu LC-MS 8045, Japonya

Cizelge 3.6. Yagda ve suda ¢ozliniir vitaminler ve konsantrasyonlari

No Vitamin Standart Konsantrasyon (ppb)
1 Vitamini D2 397,5000>107,10
2 Vitamini K1 451,5000>187,00
3 Vitamini K2 445,3000>81,10
4 Vitamini K3 173,1000>105,10
5 Vitamini B2 377,2000>243,20
6 Vitamini B3 123,3000>80,10
7 Vitamini B12 678,5000>147,10
8 Vitamini D3 385,4000>367,20
9 Vitamini B5 220,3000>90,15
10 Vitamini B1 265,3000>122,10
11 Vitamini B6 170,1000>134,05
12 Vitamini E1 431,4000>165,20
13 Vitamini A 269,2000>92,90
14 Vitamini E 531,4000>265,10

3.11. Laktobasil ve Maya Suslarinin EPSip2’yi Fermente Etmesi

Laktobasil ve maya suslariin EPSyp2 ve inulini (kontrol) fermente etme yeteneklerinin
belirlenmesinde, test mikroorganizmalar1 olarak Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji
Boliimii Biyoteknoloji Anabilim Dali Laboratuvart Kiiltiir Kolleksiyonunda bulunan
Lactiplantibacillus plantarum subsp. plantarum DSM20246 ve Saccharomyces cerevisiae
BU19 suslar1 kullanilmigtir. Calismada, L. plantarum subsp. plantarum DSM20246 i¢in
MRS, S. cerevisiae BU19 igin ise YPD besiyeri pozitif kontrol olarak ve glukozsuz
MRS/YPD besiyerleri ise negatif kontrol olarak kullanilmistir. EPSyp2 ve iniilinin, L.
plantarum DSM20246 ve S. cerevisiae BU19 tarafindan fermente edilebilme kapasitesi,

glukozsuz MRS ve YPD siv1 besiyerlerine 0,45 um por ¢apli disposable filtreden gegirilen



66

ve %2 oraninda (glukoz ile ayni oran) EPSyp2 ve inulin ilave edilen besiyerlerinde tespit
edilmistir. L. plantarum subsp. plantarum DSM20246 ve S. cerevisiae BU19 suslari, %2
oraninda besiyerlerine asilanarak 37°C’de 24 saat inkiibe edilmis ve inkiibasyonun
ardindan vortekslenmistir. 30 dk 3000 rpm de santrifiijlendikten sonra siipernatantlar
dokiilmistiir. Pelletlerin {izerine 5 mL SF ilave edilerek vortekslenmis ve bu islem 2 kez
tekrarlanmistir. Pelletler 1 mL SF igerisinde ¢oziilerek McFarland 7 bulaniklik degerine
(~7,3 log kob/mL) ayarlanmistir. Icerisinde 900 pL steril SF bulunan ependorflara 100’er
uL aktarilarak 107 ile 108 diliisyonlar1 arasinda MRS/YPD agar besiyerlerine yayma
ekimleri yapilmis ve 37°C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 besiyerinde
olusan 30-300 arasindaki koloniler sayilarak koloni sayim formiiliine gore toplam bakteri

say1st log kob/mL cinsinden hesaplanmistir (Giirgiin ve Halkman, 1990).

Ortalama Koloni sayis1 x Diliisyon faktorii)

kob/mL=

Petri kutularina aktarilan inokulum miktari (0,1 mL)

3.12. Prebiyotik (EPSip2), Postbiyotik (CFSip2) ve Ticari Iniilinin Bakteri (LGD) ve
Maya (MGD) Gelisimini Diizenleyici Etkisi

P. kudriavzevii JD2 maya susundan elde prebiyotik (EPS;p2), postbiyotik (CFS;p2) ve ticari
prebiyotik iniilinin bakteri (LGD) ve maya (MGD) gelisimini diizenleyici etkisinin
belirlenmesinde, test mikroorganizmalar1 olarak Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji
Bolimii Biyoteknoloji Anabilim Dali Laboratuvar1 Kiiltiir Kolleksiyonunda bulunan L.
plantarum subsp. plantarum DSMZ20246 ve Saccharomyces cerevisiae BU19 suslar

kullanilmustir.

Laktobasil Gelisimini Diizenleyici (LGD) ve Maya Gelisimini Diizenleyici (MGD)
etkilerin belirlenmesinde, prebiyotik (EPSip2) ve inulin Ornekleri Bolim 3.6.2°de,
postbiyotik ornegi ise Bolim 3.6.3’te belirtildigi sekilde hazirlanmigtir. Liyofilizasyon
islemi ile toz formda elde edilen 500 mg/mL’lik ana stok (postbiyotik) steril distile su ile
sulandirilmis ve 0,22 pm c¢apli membran filtreden gecirilerek sterilize edilmistir. Ana
stoktan son konsantrasyonu 0,5, 1, 5 ve 10 mg/mL olacak sekilde farkli konsantrasyonlar
hazirlanmistir. Calismada, L. plantarum subsp. plantarum DSM20246 igin MRS, S.
cerevisiae BU19 igin ise YPD besiyeri kullanilmistir. Glukozu tamamen ¢ikarilmis steril 5
mL MRS/YPD sivi besiyerlerine 0,5, 1, 5 ve 10 mg/mL’lik konsantrasyonlarinda
prebiyotik (EPSip2), postbiyotik (CFSyp2) ve iniilin ilave edilmistir. Hazirlanan
besiyerlerine McFarland 7 bulaniklik degerine (~7,3 log kob/mL) ayarlan L. plantarum
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subsp. plantarum DSM20246 ve S. cerevisiae BU19 suslari %2 oraninda uygun
besiyerlerine asilanmis ve 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda
icerisinde 900 pL steril SF bulunan ependorflara 100’er pL. mikroorganizma ornekleri
aktarilarak Boliim 3.10°da belirtilen sekilde canli hiicre sayisi log kob/mL cinsinden
hesaplanmistir (Giirgiin ve Halkman, 1990). Glukozsuz MRS/YPD (C-MRS/C-YPD)
besiyerleri negatif kontrol, MRS/YPD sivi besiyerleri ise pozitif kontrol olarak

kullanilmastir.

3.13. Probiyotik (JD2), Prebiyotik (EPSip2), Postbiyotik (CFSip2), Sinbiyotik
(JD2+EPSsp2) ve Postbiyotik+Prebiyotik (CFSip2+EPSip2) Uygulamanin Bazi
Biyolojik Aktivitelerinin Belirlenmesi

3.13.1. Antioksidan aktivite

Probiyotik (JD2), postbiyotik (CFSip2), farkli konsantrasyonlarda (0,5, 1, 5, 10 mg/mL)
prebiyotik (EPSip2), sinbiyotik (JD2+EPSip2), postbiyotik+prebiyotik (CFSip2+EPSip2)
uygulamanin, bitkisel kaynakli ticari prebiyotik iniilinin ve pozitif kontrol olarak askorbik
asidin antioksidan aktivitesi 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), siiperoksit anyon ve

hidroksil radikalini siipiiriicti aktivitesi metotlar1 ile belirlenmistir.

2.2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikali giderme

Yontemin temeli DPPH igeren ¢ozelti ile hidrojen atomu verme egilimi olan bir molekiiliin
(antioksidan) c¢dozeltisinin karistirilmasi sonucu DPPH radikalinin indirgenmesine ve
cOzeltinin baslangigta mor olan renginin kaybolmasina dayanmaktadir. Mor renkli
cozeltinin 517 nm civarindaki absorbansinin azalmasi Olgiilerek reaksiyon takip
edilmektedir. 1  mL’lik  oOrneklerin  (probiyotik,  postbiyotik,  sinbiyotik,
postbiyotik+prebiyotik, inulin ve askorbik asit) tizerine 1 mL 1,1-difenil-2-pikril hidrazil
(DPPH) ¢ozeltisi (metanolde ¢oziilmiis %0,008 w/v DPPH) eklenerek karanlikta 1 saat
bekletilmistir. Siire bitiminde Ornekler 4000 rpm’de 25 dakika santrifiij edilerek
siipernatantlarin optikal yogunluklar1 517 nm dalga boyundaki spektrofotometrede
(Hitachi) olgtlmistiir. Kor olarak 1 mL DMSO, kontrol olarak 1 mL DMSO+DPPH
¢ozeltisi kullamlmustir (Li ve digerleri, 2014). Orneklerin DPPH radikalini giderme

ylizdesi asagida verilen formiile gore hesaplanmaistir:
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A =[1- (Bs17/ Cs17)] x %100
A: Antioksidan aktivite (%)
Bsi7: DPPH ile muamele edilen o6rneklerin optikal yogunlugu

Cs17: Kontrol grubunun (Bos PBS ve DPPH ¢6zeltisi) optikal yogunlugu

Stiperoksit anyon radikali stipiiriicii aktivitesi

Probiyotik, postbiyotik, farkli konsantrasyonlarda (0,5, 1, 5 ve 10 mg/mL) prebiyotik,
sinbiyotik, postbiyotik+prebiyotik uygulamasi, ticari prebiyotik olan iniilinin ve askorbik
asitin (kontrol), siiperoksit anyon radikal siiplirme aktivitesi Wang ve digerlerinin (2015)
kullanilarak gergeklestirilmistir. Yukarida belirtildigi (Metot 3.6) sekilde hazirlanan 1
mL’lik 6rneklerin {izerine 25°C'de 1sitilan 0,2 mL pirogallol (3 mM, Sigma) ilave
edilmistir. Karisimin absorbans degeri spektrofotometrede (Hitachi) 325 nm dalga
boyunda ol¢lilmiis ve yiizde siiperoksit anyon radikal siipiirme aktivitesi asagidaki

denklem kullanilarak belirlenmistir.
% Stiperoksit anyonu radikalinin siiptiriicii aktivitesi = [(Ao - A1) / Ao] X 100
Au: Orneklerin absorbans degeri

Ao: Ornek icermeyen ¢ozeltinin absorbans degeri

Hidroksil radikalini stipiiriicii aktivite

Hidroksil radikal siiplirme aktivite, probiyotik, postbiyotik ve farkli konsantrasyonlarda
(0,5, 1, 5 ve 10 mg/mL) prebiyotik, sinbiyotik, postbiyotik+prebiyotik uygulamasi, ticari
prebiyotik olan iniilin ve askorbik asitte (kontrol) tespit edilmistir (Wang ve digerleri,
2015). Yukarida belirtildigi (Metot 3.6) sekilde hazirlanan 1 mL’lik 6rneklerin iizerine 1
mL brilliant blue (0,435 mM, Sigma), 2 mL FeSO4 (0,5 mM, Sigma), 1,5 mL H20 (%3,
w/v Sigma) eklenerek 37°C de 1 saat inkiibe edilmistir. Bekleme sonunda 6rnekler 4000
rpm’de 5 dakika santrifiijlenmis ve spektrofotometrede (Hitachi) 624 nm de
absorbanslarmi Slgiilmiistiir. Orneklerin hidroksil radikalini siipiiriicii etkisi asagidaki

formiile gore hesaplanmistir.

% Hidroksil Radikali Siipiiriicii Aktivite = [(Ao- A1) / (A- A1)] x 100
Ao: Belirli bir konsantrasyonda 6rnek iceren ¢ozeltinin absorbans degeri

A1: Ornek olmadiginda ¢dzeltinin absorbans degeri
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A: Ornek ve Fenton reaksiyon sistemini igermeyen ¢dzeltinin absorbans degeri

3.13.2. Antibiyofilm aktivite

Calismada, probiyotik (JD2), postbiyotik (CFSip2), farkli konsantrasyonlarda (0,5, 1, 5, 10
mg/mL) prebiyotik (EPSip2), sinbiyotik (JD2+ EPS;p2), postbiyotik+prebiyotik
(CFSip2+EPS)p2) uygulama ve ticari prebiyotik iniilinin (kontrol, Sigma) antibiyofilm
aktiviteleri kristal viyole boyama esasina gore kolorimetrik olarak belirlenmistir (Sandasi
vd., 2010; Chaieb vd., 2011). Test bakterisi olarak, biyofilm yapma yetenegi daha onceki
caligmalar ile (Sarikaya ve digerleri, 2017; Bikri¢ ve digerleri, 2022) belirlenen biyofilm
yapma yetenegine sahip Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeroginosa
29212 ve Escherichia coli ATCC 11229 suslar1 kullanilmistir. Boliim 3.6’da belirtilen
sekillerde hazirlanan 6rneklerden 20 pL 96 kuyucuklu mikroplate plaklara aktarilmistir.
Orneklerin iizerlerine, aktiflestirilmis ve yogunlugu McFarland densitometre cihazinda
(Resim 3.2) 0,5’e ayarlanmis olan test bakterilerinden 180 pL aktariimigtir. Negatif kontrol
olarak serum fizyolojik (%0,85 SF) iceren kuyular, pozitif kontrol olarak ise test
bakterilerini iceren kuyular kullanilmistir. Ornekler ve kontrol gruplar1 37°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda kuyulardaki sivilar uzaklastirilmis ve
planktonik formdaki hiicrelerin uzaklastirilmasi i¢in de ii¢ kez steril SF ile yikanmistir.
Yikamadan sonra mikroplate plakalar oda kosullarinda kurumaya birakilmis ve sonra
kuyulara 150°ser pL %95°lik metanol (Merck) ilave edilerek fikse edilmistir. Bosaltilan
kuyularin iizerine 200’er puL %0,1°lik kristal viyole c¢ozeltisi (Merck) eklenmistir.
Mikroplakalar oda sicakliginda 30 dakika bekletildikten sonra kuyular steril distile su ile
yikanarak tutunmayan boyalar uzaklastirilmistir. Plakalar kurutulduktan sonra, kuyulara %
33’liikk glasiyel asetik (Merck) eklenmis ve kuyu ceperlerindeki biyofilm yapilarina
tutunmus boya ¢ozdiriilmiistiir. Coziinen boya kristal viyole renginin optik yogunlugu 570
nm’de eliza okuyucuda (Epoc, Biotek) absorbans degerleri belirlenmistir. Biyofilm

inhibisyonunun yiizde oranini agagidaki formiile gére hesaplanmaigstir.

% Biyofilm Inhibisyonu = [(ODkontrol — OD6rmek)/ ODkontrol] X 100
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Resim 3.5. McFarland densitometre cihazi

3.14. istatiksel Analizler

Tiim ¢aligmalar 2 paralelli ve 3 tekerriirlii olarak yapilmis ve bulunan degerlerin ortalama
sonugclar1 verilmistir. Istatistiksel analizlerde SPSS Inc. Software (22.0 versiyonu, SPSS
Inc., Chicago, IL) kullanilmigtir. Yapay mide ve bagirsak sivisi ¢aligmasinda, farkli pH ve
safra konsantrasyonu ile canlilik arasindaki, kolesterol giderimi ¢alismasinda, artan safra
konsantrasyonu ve kolesterol giderimi arasindaki ve antioksidan/antibiyofilm ¢alismasinda
prebiyotik ve sinbiyotik uygulamalarda konsantrasyon artisi ile antioksidan/antibiyofilm
arasindaki iligkiyi ortaya ¢ikarmak igin regresyon analizi uygulanmistir (p<0,05).
Regresyon analizinde, 0,75’ten yiiksek ¢oklu R degerleri gii¢lii bir korelasyon olarak kabul
edilmistir. Ayrica mayanin hidrofobisitelerini belirlemek i¢in kullanilan ¢oziiciiler arasinda
ve antioksidan aktivitenin belirlenmesinde kullanilan farkli yontemler arasinda anlamli bir
fark olup olmadigint belirlemek icin tek yonlii ANOVA testi yapilmis ve p<0,05

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. DENEYSEL BULGULAR

4.1. P. kudriavzevii JD2 Maya Susunun Baz1 Probiyotik Ozellikleri

4.1.1. Antikolesterol aktivite

P. kudriavzevii JD2 maya susunun kolesterol giderme yetenegi, safrasiz (kontrol), %0,2,
%0,4 ve %0,6 safra tuzlar1 (oxgall, Sigma) ve 100 pg/mL kolesterol igeren YPD s1v1 besi
ortamlarindaki kolesterol presipitasyonlari ve % kolesterol giderimleri olarak tespit

edilmistir.

P. kudriavzevii JD2 susunun son kiiltiir pH degerleri incelendiginde, en diisik pH degeri
%0,2 safra iceren besiyerinde (pH 6,49), en yiiksek pH degeri ise %0,6 safra igeren
besiyerinde (pH 6,58) bulunmus ancak safra konsantrasyonunun ortamin pH’inda fazla bir
degisiklige sebep olmadigi gozlemlenmistir. Caligmada test edilen sus, %51-62 kolesterol
giderimi ve 33,8 ve 38,2 ng/mL arasinda kolesterol presipitasyonu yaptigi tespit edilmistir.
(Cizelge 4.1). Artan safra konsantrasyonuna bagli olarak kolesterol gideriminde ve
presipitasyonunda azalma gdzlenmis ancak kolesterol giderimi/kolesterol presipitasyonu
ile safra konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir
(p>0,05). Calismada ayrica, artan safra konsantrasyonu ile susun kolesterol
giderimi/presipitasyonu arasindaki iliski regresyon analizi ile belirlenmistir. Coklu R
degerleri 0,75'ten biiyiik oldugu icin kontrole gore orta ve negatif korelasyon oldugu tespit

edilmistir.

Cizelge 4.1. P. kudriavzevii JD2 susunun 100 pg/mL kolesterol varliginda safrasiz, %0,2,
%0,4 ve %0,6 safra tuzlar1 igeren YPD besiyerinde kolesterol presipitasyonu

ve giderimi
JD2+%0,2 | JD2+%0,4 | JD2+%0,6
JD2+Kolesterol
Safra Safra Safra
Kiiltiir pH1 6,46+0,02 6,49+0,04 6,51+0,03 | 6,58+0,01
Kolesterol presipitasyonu
38,2420 35,9+5,0 34,1£3,0 33,8+2,0
(ng/mL)
%Kolesterol giderimi 62 55 52 51
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10 mg/mL prebiyotik (EPSip2) ilavenin kolesterol giderimi ve kolesterol presipitasyonuna
etkisinin belirlendigi ¢alismada, P. kudriavzevii JD2 susunun EPSjp2 igeren ortamda son
kiiltiir pH degerleri incelendiginde, prebiyotik ilavesiz ortamda oldugu gibi en diisiik pH
degeri %0,2 safra iceren besiyerinde (pH 6,50), en yiiksek pH degeri ise %0,6 safra iceren
besiyerinde (pH 6,56) bulunmustur. Safra konsantrasyonunun ve prebiyotigin ortamin
pH’inda fazla bir degisiklige sebep olmadig1 gdzlemlenmistir. JD2 susunun EPS;p. iceren
ortamdaki kolesterol giderimi yiizdesi %52-65 arasinda ve kolesterol presipitasyonu 34,8-
41,2 ng/mL arasinda degismistir (Cizelge 4.2). Artan safra konsantrasyonuna bagli olarak
kolesterol gideriminde ve presipitasyonunda azalma gozlenmis ancak kolesterol
giderimi/kolesterol presipitasyonu ile safra konsantrasyonlari arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark gézlenmemistir (p>0,05). Calismada ayrica, artan safra konsantrasyonu ile
susun kolesterol giderimi/presipitasyonu arasindaki iliski regresyon analizi ile
belirlenmistir. Coklu R degerleri 0,75'ten biiyiik oldugu i¢in kontrol grubuna gore gii¢lii ve
negatif bir korelasyon oldugu belirlenmistir. Deney sonucunda, prebiyotigin (EPS;p2) P.
kudriavzevii JD2'nin kolesterol giderme ve biriktirmesinde ¢ok Onemli bir farkliliga

(p>0,05) neden olmadig: tespit edilmistir.

Cizelge 4.2. P. kudriavzevii JD2 susunun 10 mg/mL EPSjp2 ve 100 pg/mL kolesterol
varliginda safrasiz, %0,2, %0,4 ve %0,6 safra tuzlar igeren YPD besiyerinde
kolesterol presipitasyonu ve giderimi

JD2+EPS;p2
JD2+EPS)p2  ID2+EPS;p2+%0,2JD2+EPS;p2
+%0,6
+Kolesterol  [Safra +%0,4 Safra
Safra
Kiiltiir Ph 6,44+0,03 6,50+0,02 6,52+0,01 6,56+0,05
Kolesterol presipitasyonu
41,2+2,0 37,94£5,0 35,1£3,0 34,8+2,0
(ng/mL)
%0Kolesterol giderimi 65 58 55 52

4.1.2. Yapay mide ve bagirsak sivilarinda canhhk

Mide ve bagirsak sivilarina toleransi, mikroorganizmalarin gastrointestinal sistemden

gegcislerine izin verdigi i¢in 6nemli probiyotik 6zelliklerinden biridir.
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P. kudriavzeii JD2 maya susunun yapay mide sivisinda canligi;

Bu c¢alismada, P. kudriavzevii JD2'nin mide sivisina toleransi, farkli pH’larda (2, 3, 4 ve
6,2-kontrol) hazirlanan yapay mide sivisinda 0 (kontrol), 60 ve 180. dakikalardaki
canliliklarina (log kob/mL ve % canlilik) gore belirlenmistir (Cizelge 4.3, Sekil 4.1). Susun
farkl1 pH ortamlara karsi tolereansliliklar1 farkliliklilik gdsterirken, genel olarak ortam
asitliliginin yiikselmesi (pH’1n diismesi) ve siirenin artmasi ile susun canliligin da azalis
gbzlemlenmistir. inkiibasyondan 60 ve 180 dakika sonra en yiiksek canli hiicre say1s1, pH

3’te (sirastyla 5,82 log kob/mL, 5,48 log kob/mL) tespit edilmistir.

P. kudriavzeii JD2 susunun pH 2 ve pH 3 yapay mide sivilarinda 60 vel80 dakikalik
inkiibasyon sonrasi canliliklarinin pH 4 ve pH 6,2 ile karsilastirildiginda daha yiiksek
oldugu tespit edilmistir. Midenin pH’sina en yakin olan pH 3,0’te susun yiiksek direng
gosterdigi gozlemlenmistir. pH degeri ile susun canliligi arasindaki korelasyon regresyon
analizi ile belirlenmistir. Sifirinc1 dakikada; ¢coklu R degerleri 0,75'ten biiytlik oldugundan,
giiclii ve pozitif bir korelasyon ve 60. ve 180. dakikalarda ise ¢coklu Rdegerleri 0,75'ten

kiigiik oldugundan, zayif ve negatif bir korelasyon belirlenmistir.

Cizelge 4.3. Farkli konsantrasyonlarda safra ve pH 3 igeren bagirsak sivisinda P.
kudriavzeii JD2 mayasinin canlt hiicre sayisi ve % canliligi

w
o =
Canli Hiicre Sayis1 (logkob/mL) % Canlilik @ T S
pH s 5 | &
ER =
> =
0 dk 60 dk 180 dk 60 dk* | 180 dk** n
2 4,64+0,4 | 4,18+0,9 | 3,77+0,7 90,08 81,25 0,85 0,15
3 5,82+0,1 | 5,48+0,8 | 4,98+04 94,15 85,56 -0,25 0,75
4 5,44+1,3 | 4,62+0,7 | 3,92+0,2 84,92 72,05 -0,56 0,44
6,2 5,83+0,3 | 4,46+0,9 | 3,69+0,3 76,50 63,29

* %Canlilik= (60/0)x100
** 9% Canlilik= (180/0)x100
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100 +
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Sekil 4.1. P. kudriavzeii JD2 susunun farkli pH'larda 60 ve 180 dakikada % canlilig1

P. kudriavzeii JD2 maya susunun yapay bagirsak sivisinda canligi;

Bu ¢alismada, P. kudriavzevii JD2'nin bagirsak sivisina toleransi, farkli safra oranlarda
(%0,06, %0,15 ve %0,30) hazirlanan yapay bagirsak sivisinda O (kontrol), 1 ve 240.
dakikalardaki canliliklarina (log kob/mL ve % canlilik) gore belirlenmistir (Cizelge 4.4,
Sekil 4.2). Susun farkli safra ortamlarina karsi tolereanslhiliklar1 farkliliklilik gostermekle
birlikte genel olarak ortamdaki safra konsantrasyonu ve siire arttik¢a susun canliligi
azalmistir. Maya en yiiksek canlilig1 0. dakika ve %0,06 safra konsantrasyonunda (5,95 log
kob/mL) gosterirken inkiibasyondan 1 ve 240 dakika sonra canli hiicre sayisinda azalma

(strastyla, 5,37 log kob/mL, 4,81 log kob/mL) tespit edilmistir.
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Cizelge 4.4. Farkli konsantrasyonlarda safra ve pH 3 igeren bagirsak sivisinda P.

kudriavzeii JD2 mayasinin canli hiicre sayis1 ve % canliligi

@ LL

Canl1 Hiicre Sayis1 (logkob/mL) % Canlilik @ =

%Safra 2 8 2

S ° =

S 2

0dk 1dk 240 dk 1 dk* 240 dk** »

0 5,41+0,41 | 4,45+0,20 | 3,86+0,11 82,25 71,34 -0,92 0,08

0,06 5,95+0,23 | 5,37+0,40 | 4,81+0,12 90,25 80,84 -0,99 0,01

0,15 4,60+£0,24 | 3,67+0,21 | 3,21+0,30 79,78 69,78 -0,96 0,04

0,30 3,68+0,40 | 2,56+0,30 | 2,18+0,50 69,56 59,23

* 94 Canlilik= (1/0)x100

** 04Canliik=

(240/0)x100

P. kudriavzeii JD2 susunun yapay bagirsak sivisindaki en yiliksek canliligi %0,06 safra

konsantrasyonunda %90,25 bulunmustur. %0,06 safra konsantrasyonu P. kudriavzeii JD2

susunun biiylimesini uyarmustir. P. kudriavzeii JD2 susunun canliligi artan safra

konsantrasyonlar1 ve zamana bagli olarak azalmstir. Cizelge 4.4'te gosterildigi gibi,

sirastyla %0,15 ve %0,30 safra konsantrasyonlarinda 240 dakikada canliliklar1 sirasiyla

(%69,78 ve %59,23) olarak belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore, ortamdaki safra

konsantrasyonu arttik¢a bakteri canliliginda 6nemli (p<0,05) bir diigiis meydana gelmistir.

Safra konsantrasyonlarindaki artisa bagli olarak susun canliliginin azalmasi arasindaki

korelasyon ise regresyon analizi ile belirlenmis ve ¢coklu R degerleri 0,75'ten biiyiik oldugu

i¢in giiclii ve negatif bir korelasyon oldugu tespit edilmistir.

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

% Canhhk

/\

=¢—1 dakika
240 dakika

0 0,06

%Safra

0,15 0,3

Sekil 4.2. P. kudriavzeii JD2 susu farkli safra konsantrasyondaki yapay bagirsak sivisinda
canliliklari
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4.1.3. Hidrofobosite

P. kudriavzeii JD2 susunun hidrofobikligi, P. kudriavzeii JD2 susunun hidrofobikligi,
toluen, hekzon ve aseton hidrokarbonlarina mikrobiyal tutunma yiizdesi ile belirlenmis ve

sonuglar Sekil 4.3.’te verilmistir.

P. kudriavzeii JD2, monopolar bazik ¢oziicli aseton hidrokarbonuna %73 hidrofobosite
gosterirken, polar nétral ¢oziicii toluen hidrokarbonuna %79 ve monopolar asidik ¢oziicii
hekzon %385 hidrofobisite gostermistir. Maya susunun ii¢ ¢oziiciide de hidrofobosite
gostermesi susun hiicre yiizey yapisinin kompleks oldugunu gostermistir. Hidrofobisite
caligmalarinda kullanilan ¢o6ziiclilerin mayanin hidrofobikligi iizerinde bir etkisinin olup
olmadig istatistiksel olarak belirlenmis ve kullanilan ¢oziiciiler arasinda 6nemli bir fark

oldugu gozlenmistir (p<0,05).

86
84 -
82 -
80 -
78 -
76 -
74 -
72 -
70 -
68 -
66

Hidrofobisite aktivitesi (%0)

Hekzon Toluen Aseton
P. kudriavzeii JD2

Sekil 4.3. P. kudriavzevii JD2 maya susunun hidrokarbonlara kars1 hidrofobisitesi (%)

4.2. Ekzopolisakkarit (EPS) Uretimi

P. kudriavzevii JD2 maya susunun Kkiiltir ortamindaki EPS miktar1 19242 mg/L
liyofilizasyondan sonraki toplam karbohidrat miktari ise 246+2 mg/L olarak belirlenmistir.
Kiiltiir ortamindaki EPS ve liyofilize EPS (Resim 4.1) de protein ve niikleik asit bulasi

gorilmemigstir. Liyofilizasyondan sonra EPS miktarinin yiiksek olmasiin yiiksek
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hacimlerde kiiltiir kullanilmas1 ve kismi saflastirma ile yiliksek hacimlerde EPS elde

edilmesi oldugu disiiniilmiistiir.

Resim 4.1. P. kudriavzevii JD2’den elde edilen ekzopolisakkaritin (EPS;p2) liyofilizasyon
sonrasi goruntusu

4.3. EPSyp2’nin Karakterizasyonu

EPSip2 'nin Monomer Bilegiminin Belirlenmesi (HPLC): HPLC analizi ile EPS;p2’de 1,7
mg/mL miktarinda glukoz tespit edilirken, maltoz, galaktoz, ramnoz, riboz, rafinoz,

mannoz, arabinoz, sukroz ve fruktoz monomerlerine rastlanmamustir.

EPSip2 'nin Bag Yapilarimin Belirlenmesi (NMR): Bu galismada P. kudriavzevii JD2
susundan elde edilen EPSp2’nin bag yapilarini belirleyebilmek amacryla bir ve iki boyutlu
NMR yoéntemleri kullanilmistir. 'H-NMR, COSY, NOESY ve HMQC, 13C-APT NMR
analizleri yapilmistir. Calisilan EPSjp2’lerin  HPLC analizleri ile uyumlu olarak
polisakkarit yapisinda bulunan glukoz miktarlar1 *H-NMR spektrumlarinda anlaml pikler
verecek oranlarda bulunmustur. H-NMR spektrumunda, glikoz yapisinda bulunan
hidrojenlere ait piklerin kimyasal kayma degerleri genellikle ii¢ bolgeye ayrilmaktadir.
Ayn1 d.H>O'da ¢6ziindiiglinde proton NMR'si alindiginda 4,4 ppm civarinda ortaya ¢ikan
pik a - (1 — 3 )-glukozun protonuna ait oldugu belirlenmistir. 3,15 ile 3,45 ppm arasindaki
sinyaller B-D-glukozun 2 numarali protonuna aitken, diger sinyaller su pikinin altinda

oldugu icin gézlenememistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. 'TH-NMR spektrumunda, P. kudriavzevii susu JD2'den izole edilen EPS;p2'lerin
glukoz yapisindaki hidrojen kimyasal kayma degerleri

13C-NMR spektrumunda (Sekil 4.5), dC 20,22 ve 60,24 ppm'deki C-1 sinyali bir a-D-
glukoz a-heksopiranozil tortusuna atanmistir. Anomerik karbon C-1 ve C-6, a-(1,6)
baglarin1 uzatan ve sirasiyla 6C 20,22 ve 50,54 piklerine atanan zincirde yer alirken, 6C
73,37; 71,37; 70,15 ve 69,50 pikleri C-3"i temsil etmektedir. C-2, C-5 ve C-4’{in, sirasiyla
dallanma ile ilgili olmadig tespit edilmistir. Anomerik bdlgede (6C 110 ppm) C-2 i¢in, bir
piranoz halkas1 konfigiirasyonuna sahip bir monomer sekeri diislindiiren sinyal olmadigi
gozlemlenmistir. 6C 102 ppm'nin iizerinde bir kimyasal kaymanin olmamasi, glukoz birimi
icin bir a-konfigiirasyonu gdstermistir. 13C- ve 'H- NMR spektrumlarinda dallanma sinyali

olmamasi dallanmamis dogrusal polimer EPS yapisini dogrulamustir.
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Sekil 4.5. EPS'nin NMR spektrumu, 3C-NMR spektrumu

Niikleer Overhauser Etkisi Spektroskopisi veya NOESY, diger yontemlerde goriilen
dogrudan bag etkilesimlerinden ziyade molekiil i¢indeki bosluk ici etkilesimleri
gostermektedir. Bu yontem 6zellikle bir molekiildeki stereokimyasal iliskileri belirlemek
i¢in kullamshdir. Iki stereoizomerde, atomlarin hepsi tam olarak aymi sirada ve aymi
baglarla baglanir. Calismamizda NOESY spektrumunda ayni alani1 paylasan (birbirlerinin
elektron yogunlugunu etkileyen) protonlarin (H) ¢apraz pikleri gézlenmektedir. NOESY
spektrumundaki c¢apraz pikler yardimiyla monomerlerin baglanma sirast ve bu
baglanmalarin stereokimyasi belirlenmistir. NOESY spektrumunda ayni uzayr paylasan
(birbirinin elektron yogunlugunu etkileyen) protonlara (H) ait kross pikler gozlenmektedir.
NOESY spektrumunda yer alan kross pikler yardimiyla monomerlerin hangi sirayla

baglandig1 ve bu baglanmalarin stereokimyalari belirlenmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. EPS'nin niikleer overhauser etkisi spektroskopisi (NOESY))

EPSip2 'nin Molekiil Agirliginin Belirlenmesi (SEC): Standarda gore EPS;p2’in molekiiler
agirlig belirlenmis, sonuglar Cizelge 4.5’de verilmistir. Cizelgede verilen Mp degerleri en
yiiksek pike ait molekiil agirligini, Mn degerleri sayica ortalama molekiiler agirligi, Mw
degerleri agirlik¢a ortalama molekiil agirligini, Mz degerleri Z ortalama molekiiler agirligi,
Pd degerleri polidispersite indeksini ve Rt degerleri alikonma zamanini ifade etmektedir.
Elde edilen sonuglarin polidispers polimerler icin Mn <Mw <Mz kuralina uydugu
belirlenmistir. Yiiksek Pd degeri daha genis molekiiler agirligi dagilimi ifade etmektedir.
EPS;p2’in molekiiler agirligr 42,309 kDa olarak tespit edilmistir.

Cizelge 4.5. EPSyp2’nin boyut diglama kromatografi sonuglari

EPSp2
Mp (kDa) (En yiiksek pike ait molekiil agirlig) 43,70
Mn (kDa) (Sayica ortalama molekiiler agirlig1) 96,02
Mw (kDa) (Agirlikga ortalama molekiil agirlig1) 42,309
Mz (kDa) (Z ortalama molekiiler agirligr) 98,988
Pd (Polidispersite indeksi) 4,4063
Rt (Alikonma zamant) 16,4952
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4.4. EPSp2 ve Inulinin Prebiyotik Aktivite Skorlarinin Belirlenmesi

Calismada, prebiyotik aktivite skoru, belirli fermentasyon siiresinde probiyotiklerin
prebiyotik (EPS;p2 ve iniilin) i¢eren ortamda biiytimelerindeki fark ile belirli fermantasyon
siiresinde  patojenin prebiyotik (EPS;p2 ve iniilin) igeren ortamdaki biiyiime
farkliliklarindan elde edilmistir. Prebiyotik aktivite skorunun sonuglari Cizelge 4.6’de
sunulmustur. Sonuglara gore EPSypz, L. plantarum subsp. plantarum DSM20246’a karsi
24 saatte denenen bagirsak patojeni E. coli ATCC 11229 da 1,33 prebiyotik skor aktivitesi
gosterirken 48 saatte prebiyotik skor aktivitesi 2,44 olarak belirlenmistir. L. plantarum
subsp. plantarum DSM20246 susunun EPS;jp2’deki prebiyotik skor aktivitesinin (1,33-
2,44), inulinden diisiik oldugu (2,45-4,21) tespit edilmistir. EPSjp2, S. cerevisiae BU19’a
kars1 24 saatte denenen bagirsak patojeni E. coli ATCC 11229 da 0,48 prebiyotik skor
aktivitesi gosterirken 48 saatte prebiyotik skor aktivitesi 1,17 olarak bulunmustur. S.
cerevisiae BU19 susunun EPS;p, deki prebiyotik skor aktivitesinin (0,48-1,77), inulinden
yiiksek oldugu (0,27-0,34) tespit edilmistir.

Cizelge 4.6. EPS;p ve inulinin prebiyotik aktivite skoru (log kob/mL)

Prebiyotik Skor 24 saat Prebiyotik Skor 48 saat
Suslar E. coli ATCC 11229 E. coli ATCC 11229
EPSip Inulin EPSip2 Inulin
L. plantarum subsp.
1,33+0,50 2,45+0,11 2,44+0,24 4,21+0,40
plantarum DSM20246
S. cerevisiae BU19 0,48+0,25 0,27+0,21 1,17+0,03 0,34+0,12

4.5. EPSip2’nin Mide Sivisinda Hidrolizi

Calismada P. kudriavzevii JD2 susundan elde edilen EPS;p2’nin farkli pH’lardaki (pH 3 ve
pH 5) mide stvisina direnci 0, 1, 2 ve 3 saatlik inkiibasyon siirelerinden sonra arastirilmis

ve sonuglar Cizelge 4.7’de verilmistir.

Farkli inkiibasyon siirelerinde (1. saat hari¢) pH 3’te EPS)p2’nin yiizde hidrolizi pH 5’ten
daha yiiksek olarak bulunmustur. EPS;p2’nin en yiiksek hidrolizi 3. saatte pH’1 3 olan mide
stvisinda (%4,88) gozlemlenmistir. Bu ortamdaki iniilinin yiizde hidrolizi ise EPSjp2'den

daha distik (%3.,42) bulunmustur. pH 5 mide sivisinda tiim saatlerde EPS;p2’nin
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hidrolizinin kontrol olarak kullanilan iniilinin hidrolizinden diisiik oldugu belirlenmistir
(Cizelge 4.7). Hem iniilin hem de EPSjp2 de farkli pH’daki mide sivilarinda 3. saat
sonunda en yiiksek yiizde hidroliz degerleri elde edilmistir. Ticari bir prebiyotik olan
iniilin ile kiyaslandiginda EPSjp2’nin mide asidinde hidrolizinin daha diisiik oldugu

gbzlemlenmistir.

Hem EPS;p2 hem de inulinin pH 3 ve pH 5’teki mide asidinde farkli inkiibasyon
strelerindeki hidrolizin ortalamalar1 arasindaki farkin Onemi istatistiksel olarak
arastirtlmistir. Farkli pH’daki mide sivisi ve inkiibasyon siirelerinde EPSjp2 ve inulinin

(kontrol grubu) hidrolizlerinde anlamli farkliliklar oldugu tespit edilmistir (p<0,05).

Cizelge 4.7. EPSjp2 ve iniilinin farkli pH’daki mide sivisinda farkli inkiibasyon
stirelerindeki % hidrolizi.

pH 3 pH 5
SAAT i :
EPSip2 Inulin EPS;p2 Inulin
0 1,01+0,30 1,37+0,052 0,800,062 2,23+0,002
1 1, 65+0,85 1,87+0,57° 2,27+0,46" 3,66+0,00P
2 3,89+0,22 2,6840,50° 2,71+0,14 4.,18+0,00°
3 4,88+1,40 3,42+0,52¢ 3,56+0,20 4.,79+0,009

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

4.6. Postbiyotik Icerigi

Hiicresiz siipernatant (Postbiyotik), mikrobiyal biiyiimeden kaynaklanan metabolitleri ve
kullanilan ortamdan kalan besin maddelerini igeren bir sividir. Bu ¢alismada maya susu P.
kudriavzevii JD2’nin siipernatantinin (postbiyotik) icerrigini belirlemek igin yapilmustir.
Yiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) ile sekerlerin, amino asitlerin, fenolik
bilesiklerin, gaz kromatografisi (GC) ile yag asitlerinin ve sivi kromatografi {iglii kiitle
spektroskopisi/likit kromatografi tandem kiitle spektroskopisi (LS-MS MS) ile yagda ve

suda ¢oziilen vitaminlerin varligi ve miktarlari tespit edilmistir (Cizelge 4.8).

Postbiyotik (CFSip2) igeriginde test edilen (glukoz, ksiloz, galaktoz, arabinoz + mannoz,
fruktoz ve sakaroz) sekerlerin hepsine rastlanilmistir. En yiiksek seker konsantrasyonu
11,8 g/100 g ile glukoz, ardindan 5.9 g/100 g ile ksiloz olarak belirlenmistir. Calismada,

varlig1 test edilen 21 amino asitten postbiyotik icerisinde 13 amino asit tespit edilmistir
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(aspartik asit, glutamik asit, serin, glutamin, histidin, glisin, treonin, arginin, alanin, sistin,
valin, metiyonin ve prolin). 37 yag asidinden, postbiyotikte sadece dort yag asidi
belirlenmistir (kaproik asit (C6:0), palmitik asit (C16:0), stearik asit (C18:0) ve (Z)-9-
oktadekenoik asit (C18:1 cis-9)). P. kudriavzevii JD2'den ekstrakte edilen postbiyotikte
(CFSyp2); hidroksitrezol, 2,4 hidroksifeniletanol, oleuropein, p-Kumariktrol asit, kuinik asit
gibi fenolik bilesikleri ve B1, B2, B3, B5, B12, D2, D3, E1 ve K1 vitaminlerinin varlig
tespit edilmistir (Cizelge 4.8).

4.7. Laktobasil ve Maya Suslarinin EPS;p2 ve Inulin’i Fermente Etmesi

Lactiplantibacillus plantarum subsp. plantarum DSM20246 susunun EPSjp2 ve inulini
fermente edilebilme kapasitesi %2 oraninda (glukoz ile ayni oran) inulin ve EPSjp. ilave

edilen besiyerlerinde tespit edilmistir. Sonuglar Cizelge 4.9°de verilmistir.

L. plantarum subsp. plantarum DSM20246 susunun glukozu g¢ikarilmis MRS besi
ortaminda (C-MRS) canliligt 5,5 log kob/mL, MRS besi ortaminda 6,5 log kob/mL,
EPSjp2’nin karbon kaynagi olarak eklendigi besi yerinde (EPS;p2-MRS) 6,4 log kob/mL ve
iniilinli ortamda (Inulin-MRS) 6,0 log cfu/mL olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.9).
EPSip2-MRS besi ortaminda L. plantarum subsp. plantarum DSM20246 susunun canlilig
kontrol MRS besi ortamindaki canliliga yakin olmasi L. plantarum subsp. plantarum
DSM20246 susunun EPSjp2’yi glukoz gibi fermente ederek gelisebildigini gostermektedir.
EPSip2-MRS besi ortaminin pH degerinin (pH 6,2) MRS besiyerine yakin olmasi (pH 6,5)

EPS;p2’nin fermantasyonuna bagl olarak yorumlanmustir.



Cizelge 4.8. CFSjp2’nin metabolit igerikleri

CFS;p2’nin igerikleri

Seker Miktar | Amino asitler | Miktar Yag asitleri | Miktar | Fenolik bilesikler Miktar Vitamin Miktar
(9/1009) (9/1009) % (Ppm) (Ppb)
Glukoz 11,8 Aspartik asit 0,012 C6:0 0,019 Hidroksitrezol 22,06688 | Vitamini D2 0,15
Ksiloz Glutamik asit | 0,005 C16:0 0,038 2,4 38,22963 | Vitamini K1 0,1
5,9 Hidroksifeniletanol
Galaktoz 0,7 Serin 0,005 C18:0 0,028 Oleuropein 56,52975 | Vitamini B2 11
Arabinoz + Glutamin 0,003 C18:1cis-9 0,015 p-Kumarik Asit | 18,22365 | Vitamini B3 0,4
Mannoz 1,2
Fruktoz 0,7 Histidin 0,004 Resveratrol 6,58628 | Vitamini B12 0,8
Sakkaroz 0,1 Glisin 0,011 Kuinik Asit 11,74304 | Vitamini D3 1
Treonin 0,001 Vitamini B5 0,7
Arginin 0,02 Vitamini B1 0,5
Alanin 0,006 Vitamini E1 0,8
Sistin 0,003
Valin 0,007
Metiyonin 0,014
Prolin 0,023

¥8
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Cizelge 4.9. L. plantarum subsp. plantarum DSM20246 susunun farkli besiyerlerindeki
canlilik sayilar1 (log kob/mL)

Bakteri Besiyeri Canlilik sayisi (log kob/mL) pH

MRS? 6,5+1,3 6,2

L. plantarum subsp. plantarum C-MRSP 5,5+1,1 6,4
DSM20246 EPSi;p2-MRS 6,4+1,1 6,2
Inulin-MRS¢ 6,0+1,4 6,2

a, MRS besiyeri ortami

b, Glukozu ¢ikarilmis MRS besiyeri ortami

¢, Glukozu gikarilmis MRS besiyerine %2 oraninda EPSpzilavesi ile hazirlanmistir

% Glukozu gikarilmis MRS besiyerine %2 oraninda inulin ilavesi ile hazirlanmigtir

Saccharomyces cerevisiae BU19 maya susunun EPSjp2 ve inulini fermente edilebilme
kapasitesi, %2 oraninda (glukoz ile ayn1 oran) inulin ve EPSjp> ilave edilen besiyerlerinde
tespit edilmistir. S. cerevisiae BU19 susunun glukozu ¢ikarilmis YPD besi ortaminda (C-
YPD) canlilig1 6,2 log kob/mL, YPD besi ortaminda ve EPSjp2’nin karbon kaynagi olarak
eklendigi besi yerinde (EPSyp2-YPD) 7,6 log kob/mL ve iniilinli ortamda (Inulin-YPD) 6,8
log cfu/mL olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.12). EPSipo-YPD besi ortaminda S.
cerevisiae BU19 susunun canliligi kontrol MRS besi ortamindaki canlilik ile ayni olmasi
S. cerevisiae BU19 susunun EPSjp2’yi glukoz gibi fermente ederek gelisebildigini
gostermektedir. S. cerevisiae BU19'un iniilinli ortamdaki (inulin-YPD) canliligin kontrol

ortamindan (YPD) daha az (6,8 log cfu/mL) oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.10).

Cizelge 4.10. S. cerevisiae BU19 farkli besiyerlerindeki canlilik sayilart (log kob/mL)

Maya Besiyeri Canlilik say1s1 (log kob/mL) pH

YPD? 7,614 6,2

.. C-YPDP 6,2+1,1 6,5

S. cerevisiae BU19 EPSyop-YPD 76512 6.2
inulin-YPD® 6,8+1,6 6,2

a, YPD besiyeri ortami

b, Glukozu ¢ikarilmis YPD besiyeri ortami

¢, Glukozu ¢ikarilmig YPD besiyerine %2 oraninda EPSp; ilavesi ile hazirlanmistir
d, Glukozu ¢ikarilmis YPD besiyerine %2 oraninda inulin ilavesi ile hazirlanmigtir

4.8. Prebiyotik (EPSup2), Postbiyotik (CFSip2) ve Ticari Iniilinin Bakteri (LGD) ve
Maya (MGD) Gelisimini Diizenleyici Etkisi

Laktobasil gelisimini diizenleyici (LGD) etki i¢in ¢alismada inulin, prebiyotik (EPS;p2) ve
postbiyotik (CFSyp2) uygulamalarmin L. plantarum subsp. plantarum DSM20246 susunun
gelisimini diizenleyici etkileri karsilastirilmistir. MRS besiyerine glukoz yerine, farkl

konsantrasyonlarda (0,5, 1, 5 ve 10 mg/mL) EPSip2, CFSyp2 ve inulin ilave edilmistir
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(Cizelge 4.11). Ug uygulamada da konsantrasyon artisina bagl olarak laktobasil gelisimi
kontrol ortamina (MRS) gore 6nemli 6l¢iide artmistir (p<0,05).

0,5 mg/mL’lik postbiyotik (CFSjp2) ig¢eren ortamda L. plantarum subsp. plantarum
DSM20246 susunun canliligt 6,5 log kob/mL iken 10 mg/mL’lik postbiyotik (CFSjp2)
iceren ortamda ise 8,0 log kob/mL olarak belirlenmistir. L. plantarum subsp. plantarum
DSM20246 susunun 10 mg/mL’lik prebiyotik (EPSip2) igeren ortamda canliligir 7,5 log
kob/mL iken 10 mg/mL’lik inulin i¢ceren ortamda ise canlilig1 6,5 log kob/mL olarak tespit
edilmistir. L. plantarum subsp. plantarum DSM20246 susuna karsi postbiyotik
uygulamanin prebiyotik ve inulin uygulamalarindan daha yiiksek bir LGD etkisi olmustur.
Laktobasil gelisimini diizenlemede, CSFip2 ve EPSjp2 ticari prebiyotik olan iniiline
alternatif olarak kullanilabilecektir. Artan CSFjp2, EPS;p2 ve inulin konsantrasyonlari ile L.
plantarum subsp. plantarum DSM20246 susunun canlilig1 arasindaki iligki istatiksel olarak
regresyon analizi ile belirlenmis ve ¢oklu R degerleri 0,75'ten biiyiik oldugundan (sirastyla
0,94, 0,89 ve 0,98) konsantrasyon artist ile canlilik arasinda gii¢lii ve pozitif bir iligki

bulunmustur.



Cizelge 4.11. Postbiyotik (CFSjp2), Prebiyotik (EPSip2) ve ticari iniilinin laktobasil gelisimini diizenleyici etkisi

Besiyeri L. plantarum subsp. plantarum DSM20246 (log kob/mL)
MRS? 6,5+1,3
C-MRS? 5,3+1,1
0,5 (mg/mL) 1 (mg/mL) 5 (mg/mL) 10 (mg/mL) Multiple R value Significant F
CFSip-MRS® 6,8+1,5 7,2+1,3 7,7+1,3 8,0+1,1 0,94 0,06
EPS;p-MRS? 6,4+1,2 6,9+1,4 7,3£1,2 7,5+1,2 0,89 0,11
Iniilin-MRS® 5,5+1,4 5,8+1,0 6,2+1,2 6,7+1,3 0,98 0,02

a; MRS besi ortamu.

b; %2 glukozu ¢ikarilmig MRS besi ortami
C; %2 glikoz ¢ikarilmis MRS ortamina eklenen farkli konsantrasyonlarda CFSip2 igeren ortam.
d;%2 glikoz ¢ikarilmig MRS ortamina eklenen farkli konsantrasyonlarda L-EPS iceren ortam.
e; %2 glikoz ¢ikarilmig MRS ortamina eklenen farkli konsantrasyonlarda iniilin iceren ortam.

L8



Cizelge 4.12. CFSyp2, EPS;p2 ve ticari iniilinin maya gelisimini diizenleyici etkisi

Besiyeri Saccharomyces cerevisiae BU19 (log kob/mL)
YPD? 7,6£1,5
C-YPDP 6,4+1,2
0,5 (mg/mL) 1 (mg/mL) 5 (mg/mL) 10 (mg/mL) Multiple R value Significant F
CFSipo-YPD© 7,2+1.4 7,7£1,2 8,3+1,3 8,7+1,2 0,94 0,06
EPSyp2-YPD? 6,8+1,1 7,1+1,4 7,6+1,2 8,1+1,0 0,98 0,02
Iniilin-YPD® 51+1,5 5,5+1,2 6,0+1,3 6,5t1,4 0,97 0,03

a; YPD besi ortami.

b; %2 glukozu ¢ikarilmis YPD besi ortami
C; %2 glikoz ¢ikarilmis YPD ortamina eklenen farkli konsantrasyonlarda CFSyp2 igeren ortam.
d;%?2 glikoz ¢ikarilmis YPD ortamina eklenen farkli konsantrasyonlarda L-EPS iceren ortam.
e; %2 glikoz ¢ikarilmis YPD ortamina eklenen farkli konsantrasyonlarda iniilin igeren ortam.

88
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Maya gelisimini diizenleyici (MGD) etki i¢in ¢alismada inulin, prebiyotik (EPSip2) ve
postbiyotik (CFSyp2) uygulamalarinin S. cerevisiae BU19 susunun gelisimini diizenleyici
etkileri karsilagtirilmistir. YPD besiyerine glukoz yerine, farkli konsantrasyonlarda (0,5, 1,
5 ve 10 mg/mL) EPS;p2, CFSip2 ve inulin ilave edilmistir (Cizelge 4.12). Ug uygulamada
da konsantrasyon artisina bagli olarak maya gelisimi kontrol ortamina (YPD) gbre 6nemli

ol¢iide artmistir (p<0,05).

0,5 mg/mL’lik postbiyotik (CFSjp2) iceren ortamda S. cerevisiae BU19 susunun canliligi
7,2 log kob/mL iken 10 mg/mL’lik postbiyotik (CFSyp2) igeren ortamda ise 8,7 log kob/mL
olarak belirlenmistir. S. cerevisiae BU19 susunun 10 mg/mL’lik prebiyotik (EPS;p2) igeren
ortamda canlilif1 8,1 log kob/mL iken 10 mg/mL’lik inulin i¢eren ortamda ise canlilig1 6,5
log kob/mL olarak tespit edilmistir. S. cerevisiae BU19 susuna karsi postbiyotik
uygulamanin prebiyotik ve inulin uygulamalarindan daha yiiksek bir MGD etkisi olmustur.
Maya gelisimini diizenlemede, CSFip2 ve EPSyp2 ticari prebiyotik olan iniiline alternatif
olarak kullanilabilecektir. Artan CSFjp2, EPSjp2 ve inulin konsantrasyonlar1 ile S.
cerevisiae BU19 susunun canliligi arasindaki iligki istatiksel olarak regresyon analizi ile
belirlenmis ve ¢coklu R degerleri 0,75'ten biiyiik oldugundan (sirastyla 0,94, 0,98 ve 0,97)

konsantrasyon artisi ile canlilik arasinda giiclii ve pozitif bir iliski bulunmustur.

4.9. Probiyotik (JD2), Prebiyotik (EPSip2), Postbiyotik (CFSip2), Sinbiyotik
(JD2+EPSsp2) ve Postbiyotik+Prebiyotik (CFSip2+EPSip2) Uygulamamin Bazi
Biyolojik Aktivitelerinin Belirlenmesi

4.9.1. Antioksidan aktivite

Calismada, ti¢ farkli metot (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), siiperoksit anyon ve
hidroksil radikalini siipiiriicii aktivitesi) ile probiyotik (JD2), postbiyotik (CFS;p2), farkli
konsantrasyonlarda (0,5, 1, 5, 10 mg/mL) prebiyotik (EPSip2), sinbiyotik (JD2+EPS;p»),
postbiyotik+prebiyotik (CFSip2+EPSip2) uygulamanin, bitkisel kaynakli ticari prebiyotik
iniilinin ve pozitif kontrol olarak askorbik asidin antioksidan aktiviteleri tespit edilmistir.

Sonuglar Cizelge 4.13 ve 4.14’te verilmistir.

Sonuglar genel olarak degerlendirildiginde, en yiiksek antioksidan aktivite DPPH
metodunda 10 mg/mL’lik CFS;p2+EPSip2  (postbiyotik+prebiyotik) uygulamasinda
(%86,6), en diisiik aktivite ise siiperoksit anyon radikali siipiiriicii aktivitesi metodunda 0,5

mg/mL’lik EPSjp2’de (%44,2) belirlenmistir. Deneyler, DPPH radikal siipiirme aktivitesi,
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stiperoksit anyon radikal siipiirme aktivitesi ve hidroksil radikal siiplirme aktivitesi dahil
olmak iizere iniilinin antioksidan aktivitelerinin, arastirmada incelenen tiim uygulamalara

kiyasla zay1f oldugunu gostermistir (p<0,05).

DPPH radikali giderme etkisinin belirlenmesi

P. kudriavzeii JD2 maya siispansiyonunun (probiyotik) antioksidan aktivitesi %67,2 olarak
(Resim 4.2) tespit edilirken postbiyotik (CFS;p2) uygulamada %75,4 olarak belirlenmistir
(Cizelge 4.13, Sekil 4.7).

1 0

Resim 4.2. Probiyotik P. kudriavzevii JD2'nin DPPH radikali giderim etkisi (0: Kontrol
grubu, Bos PBS ve DPPH ¢o6zeltisi, 1: P. kudriavzeii JD2)



Cizelge 4.13. Probiyotik (JD2), postbiyotik (CFS;p2) ve farkli konsantrasyonlarda (0,5, 1, 5, 10 mg/mL) prebiyotik (EPS;p2), sinbiyotik (JD2+EPS;p>),
postbiyotik+prebiyotik (CFS;p2+EPS;p2) uygulamanin antioksidan aktiviteleri (%)
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a,b,c,: ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidur.
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Cizelge 4.14. Farkl1 konsantrasyonlarda iniilin ve askorbik asidin antioksidan aktivitesi (%)

% Antioksidan Aktivite

Iniilin (mg/mL) Askorbik Asidin (mg/mL)
Metot 0,5 1 5 10 0,5 1 5 10
DPPH 23,2402 | 46,2+0,2 | 59,3+0,2 | 71,4+0,3 37,3+0,5 53,4+0,7 67,4+0,7 84,2+0,3
Stiperoksit anyon radikali | 22,4+0,7 | 27,8404 | 32,2+0,2 | 41,4+0,5 34,1+0,5 44,6+0,3 52,3+0,4 67,3+0,6
Hidroksil radikali 37,8+0,1 | 41,9+0,3 56,3+0,4 | 67,4+0,2 | 49,4+0,5 58,7+0,4 66,5+0,8 77,9+0,3

¢6
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Sekil 4.7. Probiyotik (JD2) ve postbiyotik (CFSip2) uygulamalarda DPPH radikalini
giderme

Farkli konsantrasyonlarda prebiyotik, sinbiyotik ve postbiyotik+prebiyotik uygulamada ise
konsantrasyon artigina bagli olarak DPPH radikali giderme etkisi artmistir. Ayn1 zamanda
10 mg/mL’lik hem sinbiyotik (%83,3) hem de postbiyotik+prebiyotik (%86,6)
uygulamalarda (Cizelge 4.13 ve Sekil 4.8), prebiyotik (%79,3) uygulamasina kiyasla
DPPH radikalini gideriminde artis olmustur. Kontrol olarak kullanilan ticari bir prebiyotik
olan inulinde, 0,5-10 mg/mL konsantrasyonlarda DPPH radikalini siipiiriicii etkisi %23,2-
71,4 arasinda degisirken en yiiksek giderim 10 mg/mL’lik iniilinde belirlenmistir. Inulinin
kullanilan tim konsantrasyonlarinda giderim denenen tiim uygulamalardan az
bulunmustur. Pozitif kontrol olarak kullanilan askorbik asittin 0,5-10 mg/mL
konsantrasyonlarda DPPH radikalini giderme aktivitesi %37,3-84,2 arasinda degismistir
(Cizelge 4.14). 10 mg/mL konsantrasyonda sinbiyotik uygulamada (%83,3) DPPH
radikalini siipiirme aktivitesi askorbik asitin giderimine (%84,2) yakin bulunurken ayni
konsantrasyonda ise postbiyotik+prebiyotik uygulamasindan (%86,6) daha diisiik
bulunmustur. Sonuglar, denenen uygulamalarin DPPH radikalini gidermede giiglii

antioksidan etkisi oldugunu gostermistir.



94

90 - mEPS-JD2 mJD2+EPS-JD2 CFS-JD2+EPS-JD2

80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

%Radikali siipiiriicii Etki (DPPH)

0,5 1 5 10
EPS Konsantrasyonlar: (mg/mL)

Sekil 4.8. Prebiyotiklerin, sinbiyotik ve postbiyotik+prebiyotik uygulamalarda DPPH
radikalini giderme

Prebiyotik, sinbiyotik ve postbiyotik+prebiyotik uygulamalarinda, artan EPS
konsantrasyonlar1 ile DPPH radikal siipiirme etkisi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark gozlenmistir (p<0,05). Ayrica calismada, konsantrasyon artisi ile DPPH radikal
stiplirme etkisi arasindaki korelasyon regresyon analizi ile belirlenmistir. Coklu R degerleri

0,75'ten biiyiik oldugu i¢in giiclii ve pozitif bir korelasyon oldugu belirlenmistir.

Siiperoksit anyon radikali stiptiriict aktivitesi (O27)

P. kudriavzeii JD2 maya siispansiyonunun (probiyotik) siiperoksit anyon radikali stipiiriicii
aktivitesi %71,7 olarak tespit edilirken postbiyotik (CFS;p2) uygulamada %63,4 olarak
belirlenmistir  (Sekil 4.9). Farkli konsantrasyonlarda prebiyotik, sinbiyotik ve
postbiyotik+prebiyotik uygulamada ise konsantrasyon artisina bagli olarak siiperoksit
anyon radikalini giderme etkisi artmistir. Ayni1 zamanda siiperoksit anyon radikalinin
gideriminde, sinbiyotik ve postbiyotik+prebiyotik uygulamada (Cizelge 4.13 ve Sekil 4.10)
prebiyotik uygulamasina gore artis olmustur. Kontrol olarak kullanilan ticari bir prebiyotik
olan inulinde, 0,5-10 mg/mL konsantrasyonlarda siiperoksit anyon radikalinin siipiiriicii
etkisi %22,4-41,4 arasinda degisirken en yiiksek giderim 10 mg/mL’lik iniilinde
belirlenmistir. Inulinin kullanilan tiim konsantrasyonlarinda giderim denenen tiim
uygulamalardan az bulunmustur. Pozitif kontrol olarak kullanilan askorbik asittin 0,5-10
mg/mL konsantrasyonlarda siiperoksit anyon radikalini aktivitesi %34,1-67,3 arasinda
degismistir (Cizelge 4.14). Farkli konsantrasyonlarda prebiyotik, sinbiyotik ve
postbiyotik+prebiyotik uygulamada stiperoksit anyon radikalini aktiviteleri askorbik asitin
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gideriminden daha yiiksek bulunmustur. Sonuglar, denenen uygulamalarin siiperoksit

anyon radikalini gidermede giiglii antioksidan etkisi oldugunu gdstermistir.
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Sekil 4.9. Probiyotik (JD2) ve postbiyotik (CFSjp2) uygulamalarda siiperoksit anyon
radikali siipiiriicti aktivite
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Sekil 4.10. Prebiyotiklerin, sinbiyotik ve postbiyotik+prebiyotik uygulamalarda siiperoksit
anyon radikali siipiiriicii aktivite

Prebiyotik, sinbiyotik ve postbiyotik+prebiyotik uygulamalarda, artan EPS
konsantrasyonlariyla siiperoksit anyon radikalinin giderimi arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark goézlenmis (p<0,05) ve konsantrasyon artisi ile siiperoksit anyon

radikalinin gideriminde etkisi arasindaki korelasyon regresyon analizi ile de belirlenmistir.
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Coklu R degerleri 0,75'ten biiyiik oldugu i¢in giiclii ve pozitif bir korelasyon oldugu

belirlenmistir.

Hidroksil radikal stipiiriicii aktivitesi (‘OH)

P. kudriavzeii JD2 maya siispansiyonunun (probiyotik) hidroksil radikali siipiiriicii
aktivitesi %68,6 olarak tespit edilirken postbiyotik (CFSjp2) uygulamada %56,6 olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.13, Sekil 4.11).

Farkl1 konsantrasyonlarda prebiyotik, sinbiyotik ve postbiyotik-+prebiyotik uygulamada ise
konsantrasyon artigina bagl olarak hidroksil radikalini giderme etkisi artmistir. Sinbiyotik
ve postbiyotik+prebiyotik uygulamada elde edilen sonuglar ile prebiyotik uygulamada elde
edilen sonuclar birbirine yakin degerlerde bulunmustur (Cizelge 4.13 ve Sekil 4.12).
Inulinin kullanilan tiim konsantrasyonlarinda giderim denenen tiim uygulamalardan az
bulunmustur. Pozitif kontrol olarak kullanilan askorbik asittin 0,5-10 mg/mL
konsantrasyonlarda hidroksil radikalini giderme aktivitesi %49,4-77,9 arasinda degismistir
(Cizelge 4.14).
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Sekil 4.11. Probiyotik (JD2) ve postbiyotik (CFSip2) uygulamalarda hidroksil radikali
siipiiriicii aktivite
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Sekil 4.12. Prebiyotik, sinbiyotik ve postbiyotik+prebiyotik uygulamalarda hidroksil
radikal stipiiriicti aktivitesi

Prebiyotik, sinbiyotik ve postbiyotik+prebiyotik uygulamalarinda, artan EPS
konsantrasyonlartyla hidroksil radikalini giderim arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark gozlenmistir (p<0,05). Konsantrasyon artigi ile hidroksil radikalini giderme etkisi
arasindaki korelasyon regresyon analizi ile de belirlenmistir. Coklu R degerleri 0,75’ten

biiylik oldugu i¢in giiclii ve pozitif bir korelasyon oldugu belirlenmistir.

4.9.2. Antibiyofilm aktivite

Probiyotik (JD2), postbiyotik (CFSip2), farkli konsantrasyonlarda (0,5, 1, 5, 10 mg/mL)
prebiyotik (EPS;p2), sinbiyotik (JD2+EPS;p2), postbiyotik+prebiyotik (CFS;p2+EPS;p2)
uygulamanin ve ticari prebiyotik iniilinin, biyofilm olusturma kabiliyetine sahip bakteriler
(Escherichia coli ATCC 11229, Pseudomonas aeruginosa 29212 ve Staphylococcus
aureus ATCC 25923) iizerindeki antibiyofilm etkisi 96 kuyucuklu mikroplate plakalarda
kristal viyole boyama esasina gore degerlendirilmistir. Sonuglar Cizelge 4.15°te
verilmigtir. Genel olarak sonuglar degerlendirildiginde, en yiiksek antibiyofilm
inhibisyonunun 10 mg/mL’lik  CFSip2+EPSip2  (postbiyotik+prebiyotik)  (%84)
uygulamasinda E. coli ATCC 11229’a karsi, en diisiik inhibisyonun ise P. aeruginosa
29212’ye kars1 0,5 mg/mL’lik prebiyotik (EPSjp2) ve S. aureus ATCC 25923’e karsi
postbiyotik (CFSip2) (%40) uygulamalarda oldugu belirlenmistir. Tiim uygulamalarda, P.
aeruginosa 29212’nin olusturdugu biyofilmin giderim yiizdelerinin disiik oldugu tespit
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edilmistir. Kontrol olarak kullanilan ticari bir prebiyotik olan inulinde, %45-68 arasinda
degisen oranlarda E. coli ATCC 11229’un olusturdugu biyofilmi inhibe ettigi
belirlenmistir (Cizelge 4.15).

P. kudriavzeii JD2 maya siispansiyonu (probiyotik) E. coli ATCC 11229’un olusturdugu
biyofilmi %77 oraninda inhibe ederken postbiyotik (CFSip2) uygulama %58 oraninda
inhibe etmistir (Cizelge 4.15 ve Sekil 4.13). Farkli konsantrasyonlarda prebiyotik,
sinbiyotik ve postbiyotik+prebiyotik uygulamada ise EPS konsantrasyonunun artisina bagh
olarak E. coli ATCC 11229’un olusturdugu biyofilmin inhibisyonu da artmistir. Ayni
zamanda biyofilm inhibisyonu sinbiyotik ve postbiyotik+prebiyotik uygulamalarda,
prebiyotik uygulamaya gore artis olmustur (Cizelge 4.15 ve Sekil 4.14). Ticari prebiyotik
olan inulinde, %45-68 arasinda degisen oranlarda E. coli ATCC 11229’un olusturdugu
biyofilmi inhibe ettigi belirlenmistir (Cizelge 4.16). Farkli konsantrasyonlarda prebiyotik,
sinbiyotik ve postbiyotik+prebiyotik uygulamada, Escherichia coli ATCC 11229
tarafindan olusturulan biyofilmin artan inhibisyonu ile EPS konsantrasyonlarindaki artis
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmistir (p<0,05). Prebiyotik, sinbiyotik
ve postbiyotik+prebiyotik uygulamalarinda, artan EPS konsantrasyonu ile biyofilm
inhibisyonu arasindaki korelasyon regresyon analizi ile belirlenmis ve coklu R degerleri

0,75'ten biiyiik oldugu i¢in giiclii ve pozitif bir korelasyon tespit edilmistir.



Cizelge 4.15. Probiyotik (JD2), postbiyotik (CFSjp2) ve farkli konsantrasyonlarda (0,5, 1, 5, 10 mg/mL) prebiyotik (EPS;p2), sinbiyotik (JD2+EPS;p2),
postbiyotik+prebiyotik (CFSip2+EPS;ip2) uygulamanin biyofilm inhibisyonu (%)
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izelge 4.16. Farkli konsantrasyonlarda iniilinin % biyofilm inhibisyonu
g Yy y Yy

% Biyofilm Inhibisyonu
Iniilin Miktar1 (mg/mL)
Test Bakterisi 0,5 1 5 10
E. coli ATCC 11229 4541 54+1 62+0 68+4
P. aeruginosa ATCC 29212 40+1 4140 54+1 62+0
S. aureus ATCC 25923 42+1 50+2 58+0 63+1
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Sekil 4.13. Probiyotik ve postbiyotik (CFSyp2) uygulamalarin % biyofilm inhibisyonu

P. kudriavzeii JD2 maya siispansiyonu (probiyotik) P. aeruginosa 29212’nin olusturdugu
biyofilmi %70 inhibe ederken postbiyotik (CFS;p2) uygulama %48 inhibe etmistir (Cizelge
49 ve Sekil 4.13). Farkli konsantrasyonlarda prebiyotik, sinbiyotik ve
postbiyotik+prebiyotik uygulamada ise EPS konsantrasyonunun artigina bagli olarak P.
aeruginosa 29212’nin olusturdugu biyofilmin inhibisyonu da artmistir. Ayni1 zamanda
biyofilm inhibisyonu sinbiyotik ve postbiyotik+prebiyotik uygulamada, prebiyotik
uygulamaya gore artis olmustur (Cizelge 4.9 ve Sekil 4.14). Kontrol olarak kullanilan
ticari prebiyotik olan inulinde, %40-62 arasinda degisen oranlarda P. aeruginosa
29212’nin olusturdugu biyofilmi inhibe ettigi belirlenmistir (Cizelge 4.10). Farkh
konsantrasyonlarda prebiyotik ve sinbiyotik uygulamalarda, P. aeruginosa 29212
tarafindan olusturulan biyofilmin artan inhibisyonu ile EPS konsantrasyonlar1 arasinda
iliskide istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmistir (p<0,05). Prebiyotik, sinbiyotik ve

postbiyotik+prebiyotik uygulamalarinda, artan EPS konsantrasyonu ile biyofilm
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inhibisyonu arasindaki korelasyon regresyon analizi ile belirlenmistir. Coklu R degerleri

0,75'ten biiyiik oldugu icin gli¢lii ve pozitif bir korelasyon tespit edilmistir.
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Sekil 4.14. Prebiyotik ~ (EPSJD2), sinbiyotik  (JD2+EPSJD2) ve  postbiyotik
(CFSJD2+EPSJD2) uygulamalarin % biyofilm inhibisyonu P. kudriavzeii JD2,
EPSip2’lerin, sinbiyotik ve (CFSip2+EPSip2) % biyofilm inhibisyonu

P. kudriavzeii JD2 maya siispansiyonu (probiyotik) S. aureus ATCC 25923’nin
olusturdugu biyofilmi %72 inhibe ederken postbiyotik (CFSip2) uygulamanin %40 inhibe
ettigi gorilmistiir (Cizelge 4.9 ve Sekil 4.13). Farkli konsantrasyonlarda prebiyotik,
sinbiyotik ve postbiyotik+prebiyotik uygulamada ise EPS konsantrasyonunun artisina bagh
olarak S. aureus ATCC 25923’nin olusturdugu biyofilmin inhibisyonu da artmistir. Ayni
zamanda biyofilm inhibisyonu sinbiyotik ve postbiyotik+prebiyotik uygulamada,
prebiyotik uygulamaya gore artis olmustur (Cizelge 4.10 ve Sekil 4.14). Kontrol olarak
kullanilan ticari prebiyotik olan inulinde, %42-63 arasinda degisen oranlarda S. aureus
ATCC 25923’nin olusturdugu biyofilmi inhibe ettigi belirlenmistir (Cizelge 4.10). Farkli
konsantrasyonlarda prebiyotik ve sinbiyotik uygulamalarda, S. aureus ATCC 25923
tarafindan olusturulan biyofilmin inhibisyonu ile EPS konsantrasyonlar1 arasindaki iliskide
istatistiksel olarak anlamli bir fark goézlenmistir (p<0,05). Prebiyotik, sinbiyotik ve
postbiyotik+prebiyotik uygulamalarinda, artan EPS konsantrasyonu ile artan biyofilm
inhibisyonu arasindaki korelasyon regresyon analizi ile belirlenmis ve ¢oklu R degerleri

0,75'ten biiyiik oldugu i¢in giiclii ve pozitif bir korelasyon tespit edilmistir.
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5. TARTISMA

Probiyotikler “yeterli miktarlarda uygulandiginda konakg¢iya saglik yarari saglayan canli
mikroorganizmalar” (Hill ve digerleri, 2014), prebiyotik ise “saglik yarari saglayan
konak¢1 mikroorganizmalar tarafindan secici olarak kullanilan bir substrat” (Gibson ve
digerleri, 2017) olarak ifade edilmektedirler. Baslangigta hem probiyotiklerin hem de
prebiyotiklerin bir kombinasyonu olarak diisliniilen sinbiyotik, simdi “konakg¢iya saglik
yarart saglayan konake¢i mikroorganizmalar tarafindan segici olarak kullanilan canli
mikroorganizmalar ve substrat(lar)dan olusan bir karigim” olarak tanimlanmaktadir
(Swanson vd., 2020). Postbiyotik, “konak¢iya saglik yarar1 saglayan cansiz
mikroorganizmalarin ve/veya bilesenleri” olarak tanimlanmaktadir. Postbiyotikler,
tanimlanmis mikroorganizmalar kullanilarak yapilan fermente iiriinlerden elde edilebilir
(Salminen ve digerleri, 2021). Mevcut bir¢ok postbiyotik, Lactobacillaceae familyasinin
bazi cinsleri (su anda 31 cins igerir) veya Bifidobacterium cinsi i¢inde yerlesik probiyotik
taksonlara ait cansiz suslari igermektedir (Andresen ve digerleri, 2020). Bununla birlikte,
bir mikrobiyal sus veya konsorsiyumun, inaktive edilmis versiyonun postbiyotik olarak
kabul edilebilmesi icin (yasarken) probiyotik olarak nitelendirilmesi gerekmedigi ifade
edilmektedir. Akkermansia muciniphila, Faecalibacterium prausnitzii, Bacteroides
xylanisolvens, Bacteroides uniformis, Eubacterium hallii, Clostridium cluster IV ve XIVa,
Apilactobacillus kunkeei ve Saccharomyces boulardii mantarinin spesifik suslarinin timi,
postbiyotik taniminin potansiyel faydali etkileri i¢in arastirilmistir ve bir saglik yarari

gosterilmistir (Aguilar-Toala ve digerleri, 2019).

Mayalar, fermente gidalarin iiretiminde metabolizmanin bir sonucu olarak bir¢ok 6nemli
fonksiyonel aktivite gostermektedirler (Soccol ve digerleri, 2010). P. kudriavzevii
probiyotikleri, bir¢ok patojenik mikroorganizmay1 dldiirebilen toksinler iiretme yetenegine
sahiptir. Bu nedenle gida muhafazasina, bagisiklik sistemi modiilasyonuna, antioksidan,
antitimor, anti-lilser veya kolesterol diisiirmeye katkida bulunmaktadirlar (Castro-Bravo

ve digerleri, 2018).

S. cerevisiae var boulardii, bugiine kadar insan kullanimi igin ticarilestirilmis tek maya
(Suez ve digerleri, 2018) oldugundan probiyotik olarak kullanim potansiyeli olabilecek
mayalarin arastirilmasi 6nemlidir. Bu amagla bu tez calismasinda, Gazi Universitesi Fen
Fakiiltesi Biyoloji ve Biyoteknoloji Laboratuvari Kiiltiir Koleksiyonu’nda bulunan

hurmadan izole edilen ve 18S rRNA dizi analizi ile molekiiler tanimlamalar1 yapilan
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Pichia kudriavzevii JD2 (probiyotik) maya susunun baz1 probiyotik o&zellikleri
(antikolesterol aktivite, yapay mide ve bagirsak sivilarinda canliliklar1 ve hidrofobosite) ve
bu sustan elde edilen, postbiyotik (CFSjp2), prebiyotik (EPS;p2), sinbiyotik (JD2+EPS;p2)
ve postbiyotik+prebiyotik (CFSjp2+EPSjp2) uygulamanin bazi biyolojik aktivitelerinin

belirlenmesi hedeflenmistir.

Kolesterol son derece 6énemli bir biyolojik amfipatik molekiildiir, viicutta bir takim énemli
fonksiyonlara sahiptir. Tim hiicre zarlarinin bileseninde bulunur ve hiicre zarmin
akigkanligim diizenler (Ohvo-Rekild vd., 2002). Ozel dokularda kolesterol, safra
asitlerinin, steroid hormonlarinin ve D vitamininin onciisiidiir (Harvey ve Ferrier, 2011).
Koroner arterlerde kolesteroliin anormal birikmesi ateroskleroza yol agar ve koroner arter
hastaliklarina katkida bulunan 6nde gelen faktordiir. Uluslararasi ateroskleroz toplulugu
(IAS), diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) kolesterolii diisiirmek igin bir strateji olarak
diyet kolesteroliiniin diigiiriilmesini 6nermektedir (Berger vd., 2015). Serum LDL yaygin
kolesteroliiniin diisiiriilmesi tedavinin birincil hedefidir. Kalp hastaligin1 ve aterosklerozu
onlemek icin cesitli tedavi bigimleri bildirilmistir. Bilinen en yaygin tedavi hipolipidemik
ilaglardir. Bununla birlikte, bu tedavi sekli ile iligkili yan etkiler insan saglig1 i¢in daha
biiyiik bir tehdit olusturmaktadir (Liang ve digerleri, 2012). Serum kolesterol diizeylerini
disiirmek i¢in yeni alternatif yontemlerin gelistirilmesi gerekmektedir. Bu amacgla,
kolesterolii diislirmeye yonelik yeni bir yaklasim, bagirsaktaki veya metabolik tirlinlerdeki
mikrobiyal ekosistemi modiile eden probiyotiklere ve prebiyotiklere dayali fonksiyonel
veya saglikli gidalarin kullanilmasidir (Wu, 2015; Afreen vd., 2023). Yapilan arastirmalar,
probiyotikler i¢in mikrobiyal topluluklarin mayalarin bazi ilging o6zelliklerini ortaya
cikardigin1 ve probiyotik mayalarla hazirlanan fonksiyonel gidalarin, yiiksek kolesterollii
diyetle beslenen sicanlarin serumundaki lipit seviyelerini azalttigini bildirmistir (Ogunremi
vd., 2015). Gida ve hayvan kaynakli maya hiicrelerinin, tek mideli hayvanlarin mide-
bagirsak yollarini taklit eden simiile edilmis kosullar altinda, ortamdaki kolesterolii de

uzaklastirdig: bildirilmektedir (Chen vd., 2010).

Bu tez ¢alismasinda, P. kudriavzevii JD2 susunun yiiksek kolesterol presipitasyonuna ve
kolesterol giderim oranina (sirasiyla, 38,2 ug/mL ve %62) sahip oldugu bulunmustur. Bir
calismada, ham siitten izole edilen 2 P. kudriavzeii BY 10 ve BY 15 susu ile 1 S. cerevisiae
var boulardi CICC1850 susun kolesterol assimilasyonlar1 YPD siv1 besiortaminda 37°C’de
72 saat inkiibe edilerek arastirilmistir. Suslarin kolesterol giderimleri sirast ile: %43,2,

%44,4 ve %41,5 olarak tespit edilmistir (Chen ve digeleri, 2010b). Psomas ve digerleri
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(2003) bebek diskist ve beyaz peynirden izole edilen sekiz maya tiirliniin kolesterol
asimilasyonunu inceledikleri bir arastirmalarinda S. cerevisiae var boulardii’nin %93,2, S.
cerevisiae KK1’in %95,7, S. cerevisiae 832’nin %91,7, Isaatchenkia orientalis
KK5.Y.1’in %93,6, C. albicans KK2.1’in %S5.,4, C. parapsilosis KK6.P’nin %4,5, K.
marxianus 630’un %2,7, K. lactis 570’in %4 ve Pichia farinosa 441’in %7,9 kolesterolii
asimile ettiklerini bildirmislerdir. Kurelis vd., (2010), beyaz peynir veya bebeklerin
gastrointestinal sisteminden izole edilen maya suslarinin in vitro kolesterol asimilasyon
ozelliklerini degerlendirmislerdir. incelenen maya suslar1 arasinda bir varyasyon ortaya
cikarilmis ve kolesterol uzaklastirma yiizdesinin 4 (S. cerevisiae 832) ile 60 (S. cerevisiae

952) arasinda degistigini rapor etmislerdir.

Calismamizda P. kudriavzevii JD2 susu en yiiksek kolesterol giderimini %62 ile safra
icermeyen ortamda gerceklestirirken bu ortamin pH degeri 6,46 olarak belirlenmistir. En
diisiik kolesterol giderimi ise %51 ile %0,6 safra tuzu iceren ortamda tespit edilmis ve bu
ortamdaki pH degeri 6,58 olarak bulunmustur. Calismamizin sonuglar1 ile Maihebubai,
(2017)’nin farkli peynir tiirlerinden ekstrakte edilen sekiz P. kudriavzeii susunun serbest
hiicre 6ziindeki (SHE) ekstraktindaki kolesterol giderme oraninin bulundugu ¢aligsmasinin
sonuglar1 benzerlik gostermektedir. K. marxianus M3 susunun TC, TG ve LDL-C serum
lipitlerinde kolesterol gideriminin {izerine yapilan bagka bir ¢calismada, susun ii¢ tip serum
lipidlerinde kolesterol assimilasyonlarini sirasi ile (%44,33, %37,21 ve %60,12) olarak
tespit edilmistir (Xie ve digerleri, 2015). Ancak calismamizdaki sonuglarimizla diger
arastirmalarin  sonuglart arasinda farkliliklar goriillmektedir. P. kudriavzevii Y33
mayasinin, ox bile ve taurokolat iceren ortamda sirasiyla %88,58 ve %86,83'te yiiksek
kolesterol asimilasyonu gosterebildigi gozlemlenmistir (Lata ve digerleri, 2022). Bir
aragtirmada, EPS {iireten probiyotik maya Lipomyces starkeyi VIT-MNO3'in kolesterol
giderimi farkli zaman dilimlerinde (4, 8, 12, 24 saat) incelenmis ve en yiiksek giderimin
12. saatte (%90) oldugu bildirilmistir (Ragavan ve Das, 2019). Baska bir in vitro ¢alisma,
farkl1 kaynaklardan izole edilen 20 maya susunun kolesterol giderme oraninda %92'ye
kadar arttigini gostermistir (Ragavan, 2017). Birgok c¢alisma, canli organizmalarin
kolesterolii uzaklastirma yeteneginin susa, tiire ve cinsiyete gore degistigini, ayrica ayni
sus i¢inde farklilik oldugunu ve bunun metabolik bilesenlerine ve kolesterolii emme
yetenegine bagli oldugu bildirilmistir (Tomaro-Duchesneau, vd., 2014; Castorena-Alba,
vd., 2018; Kathade, vd., 2020 ve Fossi, vd., 2022).
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Tez calismasinda ayrica, prebiyotik ilavesinin kolesterol giderimine etkisi belirlenmis ve
bu amagcla safra tuzlu ve kolesterollii ortama 10 mg/mL EPS;p: ilave edilerek kolesterol
presipitasyonu ve giderimi miktarlar1 belirlenmistir (%52-65). Cetin (2021) ¢alismasinda,
geleneksel Tiirk beyaz peynirinden izole ettigi 4 Enterococcus faecium ve 6 E. faecalis
susunun kolesterol giderim ytlizdelerini belirlemistir. Farkli safra konsantrasyonlar1 igeren
besin ortamlarinda, en yliksek kolesterol giderim yiizdesi safrasiz besin ortamlarinda E.
faecium RT94 susunda %50 olarak belirlenmis ve suslarin EPS iiretimlerinin ¢okelme
aktiviteleri ile dogru orantili olarak arttigini bildirmistir. Afreen ve grubu (2023) tarafindan
yapilan bir arastirma, siipernatandaki kolesterol konsantrasyonunun Lactiplantibacillus
paraplantarum NCCP 962’ye EPS eklenmesiyle %46,4’e kadar kolesterol miktarinin
azaldigin1 gostermistir. Benzer sekilde, Lactobacillus plantarum BR2 (Sasikumar ve ark.
2017), LAB susu NBHKO006 (Tsai ve ark. 2014) ve L. planatrum RJF4’te sirasiyla %47,5,
%45 ve %42,24°1ik bir kolesterol diisiirme yetenegi bildirilmistir. Bu potansiyele sahip
EPS’nin gida irlinlerinin gelistirilmesine eklenmesi, kan kolesterol seviyelerinin bir
dereceye kadar diisiiriilmesine yardimec1 olabilir. Onceki arastirmalar ayrica, dogas1 geregi
asidik olan polisakkaritlerin, notr polisakkaritlere kiyasla kolesterolii daha etkili bir sekilde
azaltabildigini gostermistir. Ayrica ndtr bir polimer olarak dekstran bazli EPS’de
kolesterolii uzaklastirmistir. Bununla birlikte, kolesterolii diistirmenin kesin mekanizmasi
hala tam degildir. Ancak arastirmalar, Sreptococcus thermophilis ve Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus serbest safra asitleri ile birlesebildigi ve bu da sindirimden
sonra artan kolesterol atilimina neden oldugu gdstermistir. Buna karsilik, karacigerden
kolesterol tarafindan yeni safra asitleri sentezlenmektedir ve bdylece dolagimdaki
kolesterol seviyesi azalmaktadir (Dilna ve ark. 2015). Bu nedenle, EPS'yi gidalara dahil

etmek, artan kan kolesterol seviyesini bir dereceye kadar azaltmaya yardimci olabilir.

Mikrobiyota topluluklari, insan fizyolojisinin korunmasinda rol oynamaktadir. Insan
gastrointestinal sisteminin (GUT) yaklagik 500-1000 mikrobiyal tiirden olusan ¢ok cesitli
bir mikrobiyotadan olustugu tahmin edilmektedir (Collado vd., 2009). Probiyotikler,
bagirsak mikrobiyotasinin bilesimini modiile edebilir ve patojenik bakterilerin biiylimesini
onleyebilirler (de Almada vd., 2015). Herhangi bir mikroorganizma probiyotik olarak olasi
bir aday olabilecegi icin probiyotikler i¢in olas1 kaynaklar, bagirsaklardir.
Mikroorganizmalarin  hepsi ya tek basma ya da sinerji iginde ortama katkida
bulunmaktadirlar (Suarez-Zamorano, vd, 2015). Mikroorganizmanin konak organizmada
yasayabilmesi i¢in yiliksek viicut 1sis1, gastrointestinal kanaldan gecerken pH'daki

degisiklikler, mide suyuna maruz kalma, enzimler, oksijen basinci, safra ve pankreas
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tuzlar1 gibi belirli kriterleri agmas1 gerekir. Ek olarak, mikroorganizmanin daha biiyiik bir

adaptasyonunu gerektiren dogal mikrobiyota ile rekabet vardir (Gil-Rodriguez vd., 2015).

Halihazirda pazarlanan probiyotiklerin ¢ogu bakteri kokenli olmasina ragmen, mayalarin
probiyotik olarak kullanilmasi, antibakteriyellerin etkisine karsi bagisik olan organizmalar
olmalar1 ve bagirsak mikrobiyotasinin bir pargasi olarak dnemli bir rol oynayabilmeleri
nedeniyle olduk¢a avantajlidir (Lucena vd,, 2020; Sadeghi vd, 2022). Diisiik pH altinda
mayanin hayatta kalmasi i¢in birincil mekanizma, maya hiicre duvarinin modifikasyonudur
(Lucena vd, 2020). Diisiik pH'a ayarlanan gastrula ve maya hiicrelerinde hidroklorik asit
gibi giliclii inorganik asitler, hiicre duvart biitiinlik yolunu aktive eden bir mekanizma
olustururlar (De Lucena vd, 2015). Fletcher ve digerleri (2017), asit direnci pH 2,8’e
yiikselen S. cerevisiae drneginde oldugu gibi, asit toleransinin sterol bilesimini degistirerek

ve demir emilimini azaltarak elde edilebilecegini gostermistir.

Mayalarin probiyotik olarak kullanilabilirliklerini 6n plana ¢ikarmak amaciyla bu tez
calismasinda, P. kudriavzevii JD2’nin pH 2, 3 ve 4 de hazirlanan yapay mide sivisinda 60.
ve 180. dakikalardaki canliliklar1 belirlenmistir. Calismamizda, inkiibasyondan 60 ve 180
dakika sonra en yiiksek canli hiicre sayisi, midenin pH’smna en yakin olan pH 3,0’te
(swrastyla 5,82 log kob/mL ve 5,48 log kob/mL) tespit edilmistir. Ayrica P. kudriavzeii JD2
susunun canliliklar1 pH 4 ve pH 6,2’de pH 2 ve pH 3’e gore daha yiiksek bulunmustur.
Susun, mide pH'ina en yakin olan pH 3'de yiiksek diren¢ gostermesi potansiyel probiyotik
aday olabilecegini gostermistir. Calismamiza benzer sekilde Lata ve digerleri (2022), P.
kudriavzevii Y33 mayasmin pH 2'de yiiksek asit toleransina sahip oldugunu
bildirmislerdir. Yildirim ve digerleri (2019) tarafindan yapilan bir ¢alismada, meyve ve
sebzelerden, tavuk pisliklerinden ve siit tirlinlerinden ve 10 ticari mayadan 134 maya izole
edilmistir. Saccharomyces cerevisiae olarak ve normal izolatlar Candida corpophila,
Candida diddensiae, Clavispora lusitaniae, Hanseniaspora opuntiae, Hanseniaspora
uvarum, Kazachstania bovina, Kluyveromyces marxianowia, Metschnikowia pulcherrima,
Metschnikowia sp., Meyerozyma carribbica, Pichia kluyveri ve Wickerhamomyces
anomalus tiirlerine ait izolatlarin pH 2,5'ta 2 saat mide suyuna direngli oldugu goriilmiistiir.
Kathadi ve digerleri (2020), tarafindan yapilan bir ¢aligmada, tatli su salyangozunun (Pila
globosa) bagirsagindan izole edilen Pichia kudriavzevii S-I1 adli bir maya kiiltiiriiniin
probiyotik ozellikleri arastirilmistir. P. kudriavzevii S-1 susu mide ortamima 90 ve 180
dakika maruz kaldiginda sirasiyla %73,57 ve %36,24 ve 240 dakika bagirsak ortaminda

inkiibasyondan sonra %53 oraninda hayatta kaldig1 belirlenmistir. Bir caligsmada, S.
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boulardii susunun mide sivisina karsi gii¢lii direng sergiledigi ve sindirimin sonunda S.
boulardii’nin %80 oraninda canli kaldigi bildirilmistir (Hossain ve digerleri, 2020). Farkli
kaynaklardan 20 mayanin izole edildigi bir ¢alismada, mide sular1 ile muamele edilen
izolatlarin %60"'n tizerinde canlilik gosterdigi bildirilmistir (Ragavan, 2017). Scevola ve
digerleri  (2003), saglikli goniillillerle Saccharomyces cerevisiae susunun oral
uygulanmasindan sonra in Vvitro asit toleransint ve in vivo fekal iyilesmeyi
degerlendirmislerdir. En diisiik pH degerinde (pH 1) tabletlerdeki maya yiikii azalmis ve
pH 12den pH 7’ye tampon ¢6zeltilerinde S. cerevisiae sayis1 artmistir. Segilen maya susu,
mide ortamini taklit eden diisiik pH'a iyi tolerans gostermistir. Giinde 100 milyon hiicre
dozunda bir aylik tedaviden sonra, tedavi edilen 16 saglikli goniilliiniin 6’sinin (%37,5)
diskisinda S. cerevisiae gelisme gostermistir. Deneylerin sonuglarina dayanarak, incelenen
maya, insan mide-bagirsak sistemininkiyle karsilastirilabilir olumsuz kosullar1 tolere eden
ve agizdan verildiginde saglikli goniillillerin bagirsaklarin1 kolonize edebilen ve hatta
yerlesik Candida tiirlerinin yerini alabilen bir sus olarak kabul edilmistir. Calismamiz

arastirmalar ile benzerlik gostermektedir.

Lactobacillus, Bifidobacterium ve Saccharomyces spp. gibi bilinen probiyotiklerin
bagirsak sivisina iyi tolerans gosterdikleri bildirilmistir (Gupta ve Sharma, 2017). insan
bagirsak ortamindaki optimal safra konsantrasyonu %0,3 ila %0,6 arasinda degistigi i¢in
(Helmi ve digerleri, 2019) tez caligmasinda %0,06-0,30 oranlarinda safra tuzu i¢eren yapay
bagirsak sivisinda P. kudriavzevii JD2 maya susunun farkl siirelerde (1 ve 240 dk) canli
hiicre sayilar1 ve ylizde canliliklar1 belirlenmistir. Sus, en yiliksek canli hiicre sayisina
%0,06 safra iceren ortamda 1. dakikada 5,37 logkob/mL (%90,25 canlilik) ve 240.
dakikada ise 4,81 (%80,84 canlilik) ile ulagmistir. %0,06 safra konsantrasyonu, P.
kudriavzeii JD2 susunun bilylimesini uyarmistir. Ancak, P. kudriavzeii JD2 susunun
canlilig1 artan safra konsantrasyonlar1 ve zamana bagli olarak azalmstir. Bunun nedeninin
safra tuzlarmin deterjan Ozelliklerine sahip olmasindan dolayr GIS mikrobiyotast icin
toksik olmasindan (Urdaneta ve Casadests, 2017) kaynaklanmis olabilir. Ancak bazi
Lactobacillus spp. ve Saccharomyces spp. safra tuzlarina ve hidrolitik enzimlere direng
gosterebilecegi de bildirilmistir (Merchan ve digerleri, 2020). Lata ve digerleri (2022),
yiksek safra konsantrasyonuna (%?2) dayanabildigini ve %95 gibi yiiksek canlilik
gosterdigini rapor etmislerdir. Bir ¢aligmada, 5 P. kudriavzeii susunun (M15, M16, M17,
M56, M57) canliligi, pH 1,5 (%67,1-95,7), pH 2 (%78-99,3) ve pH 3’te (%92,5-99,1) suni
mide sivisinda 90 dakikalik inkiibasyondan sonra belirlenmistir. Maya suslariin pH 8 ve

farkli safra kosullarinda (%0,3 ve %0,5) suni bagirsak sivisinda 240 dakikada (sirasiyla,
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%88,9-74,5 ve %75,6-97,9) hayatta kalma orani tespit edilmistir (Maihebubai, 2017).
Greppi ve digerleri (2017) yaptiklari bir calismada, 8 P. kudriavzeii suslarin yapay mide ve
ince bagirsak stres kosullarinda canliliklarini arastirmislardir. Yapay mide ve ince bagirsak
kosullarinda suslarin canliliklarinin sirasi ile: %8-40,1 ve %11,4-45,1 arasinda degistigini
bildirmislerdir. Bir ¢alismada, peynirden izole edilen 3 K. marxianus suslart ile 1 S.
cerevisiae var boulardi susun yapay mide ve ince bagirsak kosullarina Kkarsi
toleransliliklar1 arastirllmistir. Arastiricilar, K. marxianus suslarinin yapay mide ve ince
bagirsak kosullarinda canliliklarinin yiiksek oldugu ve bu kosullar1 iyi bir sekilde tolere
edebildigini bildirmislerdir. S. cerevisiae var boulardi susunun, K. marxianus suslarina
kiyasla toleransinin daha az oldugunu agiklamiglardir (Fedda ve digerleri, 2017). Bu tez
calismasinda, P. kudriavzevii JD2 maya tiirliniin probiyotik destekleyici 6zelliklere sahip
oldugu gozlemlenmis ve bu nedenle fermente ve fonksiyonel gidalarin {iretiminde

kullanilmas1 diistiniilebilir.

Hiicre yiizeyi hidrofobikligi (CSH), bir hiicrenin hidrofobik ortama kars1 hidrofilik ortama
afinitesinin biyofiziksel bir 6l¢iimiidiir. Daha yliksek CSH olan hiicreler hidrofobik bir
ortamui tercih ederken, daha diisiik CSH olan hiicreler tercihen sulu bir ortamda kalacaktir
(Krasowska ve Sigler, 2014). Bu o6zellik mantar viriilansin1 ve biyofilm olusumunu
etkileyebilir (Dabiri ve digerleri, 2018) ve c¢ok sayida mantar Onleyici ilag tarafindan
hedeflenmektedir (Suchodolski ve digerleri, 2020). Probiyotik mayalarin hidrofobiklik
ozelliklerine iligkin bilgi ve arastirmalar sinirlidir. Mikroorganizmalarin  ¢ogunda
hidrofobikligin, yiizey aktif madde bilesiklerinin hiicre duvarinda bulunan proteinlerden ve
lipitlerden kaynaklandigi bildirilmistir. Bu bilesikler ve mikroorganizmalar birbirlerine,
epitele, dokulara ve bazi1 maddelere yapisirlar (Zéarate vd., 2002). Bu tez ¢aligmasinda P.
kudriavzeii JD2 susunun hidrofobikligi, nétral ¢oziicii olan toluen, asidik ¢6ziicii olan
hekzon ve bazik ¢oziicli olan aseton hidrokarbonlarina kars1 belirlenmis ve sirasiyla %79,
%85 ve %73 hidrofobisite gosterdigi tespit edilmistir. Genel olarak hidrofobisite
sonuclarint degerlendirdigimizde, susun asidik ¢oziicii olan hekson ilgisinin, notral ¢oziicii
olan toluen ve bazik ¢oziicli olan aseton gore daha yiiksek oldugu gozlenmistir. P.
kudriavzevii JD2'nin test edilen hidrokarbonlara yiiksek diizeyde ilgisinin olmasi ve bu
susun yiizey yapilarinin kompleks oldugunu gostermektedir. Akef (2018), P. kudriavzevii
JD2 maya susunun p-ksilen (%74,25), kloroform (%83,32) ve etil asetat (%56,43) ile
hidrofobikligini bulmustur. Bagka bir ¢alismada sekiz P. kudriavzeii susunun hidrofobik
degerleri p-ksilen (%54,9-%93,42), kloroform (%97,57-%99,08) ve etil asetat (%76,8-
%96,77) ile bulunmustur (Maihebubai, 2017). Maya susu Pichia sp. DU2, p-ksilene
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hidrofobikliginin %43,3 oldugu gosterilmistir (Salimi ve Imanparast, 2022). Chelliah vd.,
(2016), P. kudriavzeii URC579 susunun ksilen ve toluen hidrokarbonlara adsorpsiyon
oranlarini sirastyla %59 ve %75 olarak bildirmislerdir. Binetti ve digerleri (2013),
yaptiklar1 bir arastirmada 8 K. marxianus susun hidrokarbonlara tutunma yeteneklerini
%45,3-72,5 arasinda bulmuslardir. Fedda ve digerleri (2017), yaptiklar1 bir arastirmada, 3
K. marxianus susun n-heksadekan'a tutunma yetenekeklerinin %54,7, %59,1 ve %75,9
oranlarinda oldugunu gostermislerdir. Ayama vd., (2014) ii¢ maya izolatinin (S. cerevisiae
gbLKX237673, Wickerhamomyces anomalus HN1, P. kudriavzevii QLB) kloroforma
hidrofobisitenin yiiksek, ardindan etil asetat ve son olarak da ksilene hidrofobisitenin
oldugunu rapor etmiglerdir. Mikroorganizmalarda hidrofobiklik cins, tiir ve suslara ve
kullanilan hidrokarbona gore farklilik gostermektedir. Calismamizda elde ettigimiz
sonugclar ile diger arastirmacilarin sonuclari kullanilan hidrokarbona ve mikroorganizmaya
gore degisiklik gostermistir. Bu farkliligin mikroorganizma ve hiicre yiizeyi proteinlerinin
fizyolojik durumundan (Nwanyanwu ve ark.,, 2012) kaynaklanmis olabilecegini

diisiiniiyoruz.

Ekzopolisakkarit (EPS), mikrobiyal hiicre duvarindaki polisakkaritlerdir. Probiyotik ve
starter Ozellikli mayalarin EPS iiretimi 6nemlidir. Maya tarafindan {iretilen EPS'lerin,
fermente iirlinlerin viskozitesini ve kivamini arttirirken, hiicreleri fiziksel ve kimyasal
faktorlere karst korudugu agiklanmistir. Mayalarin irettigi EPS'lerin saglik alaninda
antitimor, antikanser ve antikolesterol etkileri oldugu da gosterilmistir (Ghada ve digerleri,
2012). Calismamizda, P. kudriavzevii JD2 maya susunun kiiltiir ortamindaki EPS miktar1
192 mg/L ve liyofilizasyondan sonraki toplam karbohidrat miktar1 246 mg/L olarak
belirlenmistir. Bullera, Candida, Cruptococcus, Debaromyces, Lipomyces, Pichia,
Kluyveromyces, Pseudotorula, Sporobolomyces cinslerine dahil olan maya tiirlerinin EPS
rettigini bildirmistir (Gientka ve digerleri, 2015). Farkli maya cins ve tiirlerinin farkli
miktarlarda EPS {rettigini ve EPS iiretiminin farkli faktorlerden etkilenebilecegi
bildirilmistir (Ramirez vd., 2015). Mayalarin gelisme ortamina sakaroz veya glikoz gibi
karbonhidratlar eklendiginde, baz1 maya suslarinin sirastyla 5 g/L veya 3 g/L EPS firettigi
rapor edilmistir (Gientka ve digerleri, 2015). Ekzopolisakarit biyosentezi i¢in Antarktika
maya suslar1 arastirilmis ve Sporobolomyces salmonicolor AL1 susu segilerek farkli
karbon ve nitrojen kaynaklariin ekzopolisakkarit biyosentezi iizerindeki etkisinin
belirlendigi bir calismada; %5 siikroz ve %0,25 amonyum siilfat iceren kiiltiir ortaminda
22°C sicaklikta 120 saat siireyle polisakkarit veriminin 5,63 g/L'ye ulastig1 ifade edilmistir
(Pavlova ve digerleri, 2004). Bir ¢alismada, probiyotik maya Lipomyces starkeyi VIT-
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MNO3'ten ekzopolisakkaritlerin (EPS) iiretimi i¢in kiiltiir kosullari, EPS verimini
maksimize etmek i¢in yanit yiizey metodolojisi (RSM) kullanilarak optimize edilmis,
optimum kosullar altinda L. starkeyi VIT-MNO3 tarafindan EPS iiretiminde alt1 kat artis
(4,87 g/L) gozlenmistir (Ragavan and Das, 2019). Yildirim ve digerleri (2019), ticari S.
cerevisiae ve dogal izolatlardan (Candida corpophila, Candida diddensiae, Clavispora
lusitaniae, Hanseniaspora opuntiae, Hanseniaspora uvarum, Kazachstania bovina,
Kluyveromyces marxynowia, Pichia kluyveri ve Wickerhamomyces anomali)
ekzopolisakkarit (EPS) tiretiminin 24,9-275,22 mg/L arasinda degistigini ifade etmislerdir.
Bagka bir ¢alismada ise farkli peynir 6rneklerinden izole edilen sekiz P. kudriavzevii susu
ve 10 K. marxianus susunda EPS firetimi arastirilmistir. P. kudriavzevii suslarinin EPS
tretimi 92,4 ile 254,02 mg/L arasinda, K. marxianus suslarinin EPS iiretimi ise 55,3 ile
190,6 mg/L arasinda bulunmustur (Abdurelimu, 2017). Calismamizda elde ettigimiz
sonuclar ile diger arastirmacilarin sonuglart kullanilan karbon/azot kaynaklarina ve
mikroorganizmaya gore degisiklik gostermistir. Mayalarda ekzopolisakkarit {iretim
miktarlarindaki farkligin maya izolasyon kaynagi, ortamin bilesimi (karbon ve nitrojen
kaynaklar1) ve inkiibasyon kosullar1 (sicaklik, pH, siire, oksijen orani vb.) gibi faktorlerin

degismesi ile iligkili olabilecegi diisiiniilmiistiir.

EPS'nin faydali etkileri, monosakkaritin bilesimine, baglarin tipine, dallanma derecesine ve
molekiiler agirliga bagli olarak degismektedir (Iliev ve digerleri, 2006). EPS
molekiillerinin yapisal o6zellikleri, EPS'min biyolojik aktivitelerini ve teknolojik
uygulamalarini1 belirlemede Onemli faktorler oldugundan, yeni EPS'min kimyasal
bilesiminin ve yapisinin aydinlatilmasi, potansiyel uygulamalarin tahmin edilmesi
agisindan biiyliik 6nem tagimaktadir (Li ve ark., 2015). Bu nedenlerle, ¢alismamizda P.
kudriavzevii JD2 susundan elde edilen EPS;p2'nin yapisal 6zelliklerini ortaya ¢ikarmak i¢in
EPSjp2'nin monomer bilesimleri (HPLC analizi ile) ve molekiiler agirliklar1 (SEC analizi
ile) belirlenmistir. Ayrica P. kudriavzevii JD2 susundan elde edilen EPS;p2 bag yapisi da

NMR analizi ile ortaya koyulmustur.

EPS'min mayalar arasindaki yapisal ¢esitliligi, molekiiliin detayli yapisal incelenmesi i¢in
gerekli bir durumdur. Molekiiler karakterizasyonda yapilmasi gereken ilk c¢aligma
molekiilin monomer kompozisyonunun belirlenmesidir. EPS molekiiliiniin monomer
kompozisyonundaki farkliliklar molekiiliin biyolojik aktiviteleri agisindan ¢ok dnemlidir.
EPS’lerin monomer yapisint belirlemede, bir karisimdaki her bir bileseni ayirmak,

tamimlamak ve 6l¢mek i¢in kullanilan analitik kimyada bir teknik olan (Seveiri vd, 2020)
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yiikksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) kulanilmigtir. Calismamizda HPLC
analizi ile monomer yapist degerlendirildiginde EPSyp2’nin, yapisinda glukoz monomeri
oldugu ve miktarmin ise 1,7 mg/mL oldugu bulunmustur. Seveiri ve arkadaslar1 (2020),
Rhodosporidium babjevae EPS'sinin ana monosakkaritinin %84 oraninda mannoz oldugu
bulunmustur. Grigorova ve digerleri (1999), Rhodotorula acheniorum MC tarafindan
iiretilen EPS'nin monosakkarit bilesiminin sirastyla %92,8 ve %7,2 oranlarinda mannoz ve
glukoz oldugunu bulmuslardir. Cho ve arkadaslarina (2001) goére, Rhodotorula glutinis
KCTC 7989 tarafindan iiretilen EPS, 6,7:0,2:0,1:0,1 oranlarinda (mannoz, fukoz, glikoz ve
galaktoz) dort monosakkaritten olusmaktadir. Bir calismada Lipomyces starkeyi VIT-
MNO3'iin EPS’si arabinoz, riboz, galaktoz, glikoz, ksiloz, rhamnoz ve mannoz igeren
heteropolisakkarit yapida olarak karakterize edilmistir (Ragavan ve Das, 2019).
Rhodotorula glutinins tarafindan iiretilen EPS'nin L-fukoz ve D-galaktozdan olustugu
gosterilmistir (Singh ve ark. 2012). Bir ¢alismada, California Korfezi'nden izole edilen
Micromonospora sp.'den ekstrakte edilen EPS’de ksiloz, arabinoz, mannoz ve melipioz
gibi sekerlerin ve naystoz gibi oligosakkaritlerin varligi ortaya ¢ikarilmistir (Ledezma ve
digerleri, 2016). S. cerevisiae'nin hidrolize edilmis EPS'nin monosakkarit bilesiminin
arabinoz, riboz, galaktoz, glikoz, ksiloz, rhamanoz, mannoz, glukuronik asit, galakturonik
asit oldugu rapor edilmistir (Mubarak and Amer, 2013). Olenska ve digerleri (2021)
tarafindan yapilan baska bir ¢aligmada, yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC)
kullanilarak kok nodiillerinden ekstrakte edilen R. leguminosarum bv trifolii’nin bir EPS
orneginde yirmi ti¢ monosakkarit tanimlanmistir. Pavlova ve digerleri (2009) tarafindan
yapilan bir ¢alismada, Cryptococcus flavus ALS51 tarafindan iiretilen EPS'nin, mannoz,
glukoz, ksiloz ve galaktozdan olusan ve 55,1:26,1:9,6:1,9 oranlarinda nétr bir polisakkarit
oldugunu gosterilmistir. Breierova ve digerleri, (2005), Cryptococcus laurentii CCY 17-3-
16 tarafindan tretilen EPS'lerin mannoz agisindan zengin oldugunu ve farkli molekiiler
agirlik dagilimina sahip ii¢ fraksiyona sahip oldugunu gostermislerdir. Sonuclarimiz, P.
kudriavzevii JD2 susu tarafindan firetilen EPS'nin glikoz agisindan zengin
homopolisakkarit yapida oldugunu gostermistir. Tez kapsaminda yapilan in vitro
caligmalarda, biyolojik aktivite sonuglarinin yiiksek ¢ikmasimin nedeninin EPS;jp2'nin
homopolisakkarit yapida olmasindan kaynakli olabilecegi seklinde yorumlanmistir. Ancak,
nadir sekerler (ramnoz ve fukoz gibi) igeren EPS'lerin, yaygin polisakkaritler iceren
EPS'lere kiyasla daha gelismis biyolojik 6zelliklere sahip olabilecegi de bildirilmektedir
(Rani ve digerleri, 2018). Bu durumu netlestirebilmek i¢in bu konuda daha fazla arastirma

yapilmasina ihtiya¢ vardir.
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Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) spektroskopisi, indirgeyici sekerlerin birbirine
doniisen big¢imlerinin karmasik dengesinin ¢oziilmesini saglar. EPS'min molekiiler
agirliklart da olaganiistii derecede heterojendir. Bir zincire eklenen alt birimlerin sayisi
iizerinde tam olmayan siki kontrol ile bir molekiiler agirlik tiiri baskin olmasina ragmen,
uzun ve kisa polimerler sentezlenir (Ismail ve Nampoothiri, 2014). Karakterizasyon
caligmalarinda, EPSjp2'nin bag yapisini belirlemek i¢in tek ve iki boyutlu NMR ydntemleri
(*H-NMR, COSY, NOESY ve 'C-APT) kullanilarak analizler hizmet alimi ile
yaptirilmistir. Polisakarit yapisindaki glukoz miktarinm, *H-NMR spektrumlarinda énemli
zirveler verdigi bulunmustur. Bu sonuglar, HPLC analizinde tanimlanan sekeri (glukozu)
desteklemektedir. Incelenen EPS'nin HPLC analizi ve H-NMR spektrumlarinin tepe
noktalart (4,4 ppm) tutarli bulunmustur. 4,4 bolgesindeki zirve, glukoza atfedilmektedir
(Cerna ve digerleri, 2003). Bu bolgelerdeki tepe noktalarinin varliginin, hidroksil, C-H ve
karbonil grubunun (C = O) gerilme titresimlerinden ve ayrica glikozit baglariin yakininda
bulunan seker zincirinin esnekliginden kaynaklandigi (Chi ve digerleri, 2007)
diistiniilmiistiir. Bir ¢alismada, L. starkeyi VIT-MNO3 tarafindan anomerik boélgede (6H
4,5 ila 5,5) iiretilen EPS'nin *H NMR spektrumlar1 64,52, 54,86 ppm'deki kimyasal kayma
B-anomerik protonlara karsilik gelirken 85,28 ppm (1 — 3) glikozidik baglantili anomerik
protonlara karsilik geldigi rapor edilmistir (Wang vd., 2019). L. fermentum MC3
tarafindan iiretilen EPS'nin *H NMR spektrumu, & 4,87'de anormal proton bdlgesinde iki
rezonans igerdigi bildirilmistir. Calismamizda, *C-NMR spektrumunda, anomerik bélgede
(6C 110 ppm) C-2 i¢in sinyal olmadigi belirlenmig, bu da bize piranoz halka
konfigiirasyonlu bir monomer seker (Shukla ve digerleri, 2011) oldugunu diistindiirmiistiir.
13C- ve H-NMR spektrumlarinda dallanma sinyali olmadigindan dalsiz dogrusal polimer
EPS yapisin1 dogrulamistir. 8C 102 ppm'nin iizerinde bir kimyasal kaymanin olmamasi,
glukoz birimi i¢in bir a-konfigiirasyonu gostermektedir (Usui ve digerleri, 1973). Bir
calismada, L. starkeyi VIT-MNO3 tarafindan iiretilen EPS'nin 3C NMR spektrumunda &
16,23, 672,85'ten 103,06 ve 8100,55'e kimyasal kaymalarin sirasiyla rhamnoz, mannoz ve
glukozun varligimi gosterdigi rapor edilmistir (Ragavan ve Das, 2019). Bagka bir
calismada, ekstrakte edilmis S. cerevisiae icin NMR analizi, 3C'nin NMR spektrumlari
altinda EPS polimerinden kimyasal kaymalarinin 6 20 ppm, 6 55 ppm, 6 60 ppm, 6 170
ppm ve & 175 ppm'de bir sinyal gosterdigi ifade edilmistir (Mubarak and Amer, 2013).

Calismamizda NOESY spektrumunda ayni alan1 paylasan (birbirlerinin elektron
yogunlugunu etkileyen) protonlarin (H) capraz pikleri gozlenmektedir. NOESY

spektrumundaki capraz pikler yardimiyla monomerlerin baglanma sirast ve bu
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baglanmalarin stereokimyasi belirlenmistir. NOESY spektrumunda ayni uzayi paylasan
(birbirinin elektron yogunlugunu etkileyen) protonlara (H) ait kross pikler gézlenmektedir.
NOESY spektrumunda yer alan kross pikler yardimiyla monomerlerin hangi sirayla
baglandigi ve bu baglanmalarin stereokimyalar1 belirlenmektedir. Literatiir taramasi
sonucunda P. kudriavzeii tiriinden elde edilen EPS'nin molekiiler bag yapilariin

belirlenmesine yonelik bir ¢alismaya rastlanmamastir.

EPS molekiiler agirhiginin belirlenmesi i¢in Boyut Dislama Kromatografisi (SEC)
kullanilmigtir. EPSyp2’nin - molekiiler agirhigi 43,309 kDa belirlenmistir.  Yapilan
taramalarda P. kudriavzevii maya tiiriineden izole edilen EPS’lerin molekiiler agirliklarinin
belirlendigi ¢alismalara rastlanilmadigindan farkli bakteri ve mantar tiirlerinden elde edilen
EPS’lerin molekiiler agirlik sonuglari ile karsilastirma yapilmigtir. L. rhamnosus RW-
9595M’ den elde edilen EPS’nin dektran standart olarak kullanildiginda molekil agirlig
5x107 ve 2,1x10" Da olarak tespit edilmistir (Van Calsteren vd., 2002). L. fermentum
S1’den elde edilen EPS’nin iki fraksiyonun molekiiler agirhigi sirastyla 4,45x10° ve
2,82x108 Da olarak bildirilmistir (Wang vd., 2019). Tiikkenmez vd. (2019) L. brevis LB63
susundan elde etikleri L-EPS’lerin ii¢ fraksiyonlu oldugunu ve bu fraksiyonlarin molekiiler
agirhiklarinin ise sirastyla 2,5x10%, 9,3x10° ve 2,4x10? Da oldugunu tespit etmislerdir.
Rhodosporidium babjevae'den elde edilen ii¢ EPS fraksiyonunun molekiiler agirhigi
1,02x108, 5x10° ve 2x10° Da olarak bildirilmistir (Seveiri, 2020). Cho ve digerlerine gore
(2001), Rhodotorula glutinis KCTC 7989 tarafindan iiretilen EPS'nin ortalama molekiiler
agirhgr 100-380 kDa olarak rapor edilmistir. Papiliotrema terrestris PT22AV'nin elde
edilen EPS'nin ve 202 kDa'lik bir ortalama molekiiler agirhik (Mw) gosterdigi ifade
edilmistir (Hamidi ve digerleri, 2022). Calismamizda elde ettigimiz sonu¢ diger
aragtirmacilarin sonuglarindan daha diisiik bulunmustur. Diisiik molekiiler agirliga sahip
olmasinin nedeninin glukoz monomerlerinden olusan homopolisakkarit yapida olmasindan
kaynaklandig1 diistinilmiistiir. EPS’lerin molekiiler agirliklarindaki farklilik sus ve
biiyiime kosullarmdan kaynaklanmaktadir (Salazar ve digerleri, 2009; Wang ve digerleri,
2015a). EPSip2’nin  molekiller agirligmin  diisiik olmasit hiicre zarindan gegisini
kolaylastirdigi i¢in EPSjp2’nin biyolojik aktivitelerinden iyi sonuglar elde edildigi
diistintilmistiir. Calismamizdan elde edilen sonuglara gore EPSjp2'nin biyoaktiviteleri
lizerinde monomer bilesimlerinin, bag yapilarinin ve molekiil agirliklarimin  etkili
olabilecegi diisiiniilmiistiir ancak nasil etkili olabilecegine dair mekanizmalar literatiirde
tam olarak ortaya koyulmamis olsa da ¢alismalar biyolojik aktiviteyi etkiledigini

desteklemektedir.
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In vitro fermantasyon kosullari sirasinda prebiyotiklerin fonksiyonel aktivitesini
belirlemek icin farkli kantitatif yaklasim gelistirilmistir. Genel olarak, bu yontemler, belirli
bir  prebiyotigin  mikrobiyal popiilasyonlarin, biiylime oranlarinin, substrat
asimilasyonunun ve/veya kisa zincirli yag asidi {iretiminin Ol¢iilmesine dayanmaktadir.
Bununla birlikte, prebiyotiklerin fermantasyonu susa bagli oldugundan, 6zellikle kullanim
amacit probiyotik olan organizmalar igin, belirli suglar tarafindan prebiyotik
metabolizmasinin ne olglide gergeklestigini anlamak Onemlidir. Gida bileseninin
prebiyotik olma potansiyeli, prebiyotik aktivite skoru ile belirlenmektedir. Prebiyotik
aktivite skoru, prebiyotiklerin diger mikroorganizmalara gore bakteri suslarinin
biiyimesini desteklemede ve karbon kaynaklari olarak prebiyotik olmayan substratlar
(glikoz gibi) tizerindeki biiyiimeyi goreli olarak 6lgmede kullanilan nicel bir yontemdir
(Huebner ve digerleri, 2007). Insanlar, bu oligosakkaritlerde bulunan bag: hidrolize etmek
icin gerekli olan a-galaktosidaz adli enzime sahip olmadiklarindan, tiiketildiklerinde
bunlar sindiremezler (Navarro ve ark., 2019). Oligosakkaritler, prebiyotikler gibi hareket
etme potansiyeline sahiptir, bozulmamis oligosakkaritler, tercihen yararli bifidojenik
mikroorganizmalar tarafindan fermente edildikleri kolona ulasirlar. Bu mikroorganizmalar,
laktik asit ve kisa zincirli yag asitleri gibi konak¢inin sagligi iizerinde ¢esitli olumlu
etkilere katkida bulunan son {irtinler tiretirler (Mandalari ve digerleri, 2008). Bu nedenle,
bir prebiyotigin etkinligi, belirli hedef organizmalarin biiyiimesini, substrat asimilasyonunu
ve/veya kisa zincirli yag asidi iiretimini (SCFA) desteklemek icin secici olarak fermente
edilebilme yetenegine baghdir (Rycroft ve digerleri, 2001). Prebiyotikler kalin bagirsaga
ulagsana kadar sindirim stireglerine direngli olmalidir (Gibson ve ark. 2004). Sindirim
stireclerine karsi direng, prebiyotiklerin memeli enzimleri tarafindan hidrolize edilen
gastrik asitlige ve ayrica gastrointestinal absorpsiyona karsi direng gdstermesi gerektigi
anlamina gelmektedir. Daha sonra, gida igeriginin prebiyotik olarak hareket etmesine izin
vermek i¢in, gida iceriginin kolondaki potansiyel olarak bakteriler tarafindan segici olarak
fermente edilmesi gerekir. Ayrica, gidanin prebiyotik olmasi i¢in kolon mikroflorasini
degistirebilmeli, daha saglikli bir bilesim haline gelebilmeli ve diger organizmalarla
karsilastirilabilir olmasi gerekmektedir (Ashaolu ve digerleri, 2021). Bu nedenle bu
caligmada potansiyel probiyotik olarak segilen Lactobacillus ve Saccharomyces suslar1 ve
bagirsak patojeni E. coli tarafindan prebiyotikleri (EPS;p2 ve iniilin) frmente ederek

prebiyotik aktivite skorlar1 belirlenmistir.

Yazarlar (Barrangou ve digerleri, 2003; Gopal ve digerleri, 2001), prebiyotiklerin ilgili

bakteriler tarafindan kullanilmasinin, belirli prebiyotikler icin 6zel hidroliz ve tasima



116

sistemleri gerektirdigini bildirmektedir. Marotti ve ark. (2012), Bifidobakterilerin
prebiyotik karbonhidratlardan faydalanmak i¢in 48 saatlik inkiibasyona ihtiya¢ duydugunu
belirtmistir. Das ve ark. (2014), L. plantarum DM5'ten izole ettikleri Glucan-DM5 in
prebiyotik skorunu B. infantis'te 0,55, L. acidophilus'ta 0,45 olarak bulmuslardir. Dextran-
RBAI12 prebiyotiginin (Weissella cibaria RBA12’den izole edilen) prebiyotik aktivite
skorunun belirlendigi bir ¢alismada laktobasillus suslarinda 0,3 ila 0,26, bifidobakter
suslarinda ise 0,42 ila 0,26 arasinda prebiyotik skor gosterdigi bildirilmistir (Baruah vd.
2018). Kocaoglu (2022), Lactobacillus rhamnosus ACS5’ten elde ettikleri liyofilize
ekzopolisakkaritin (L-EPS) P. acidilactici 5008 susuna krs1 24. ve 48. saatte sirasiyla 2,30
ve 2,92 yiiksek prebiyotik skor aktivitesinin Enterococcus feacalis ATCC 29212 patojeni
ile oldugunu, S. cerevisiae BD21 susunda ise en yiiksek prebiyotik skor aktivitesinin 2,1
olarak ayni test bakterisinde oldugunu rapor etmistir. Calismamizda EPS;p2, L. plantarum
subsp. plantarum DSM20246’a kars1 24 ve 48 saatte prebiyotik skor aktivitesi denenen
bagirsak patojeni E. coli ATCC 11229 ile sirasiyla 1,33 ve 2,44 olarak belirlenirken S.
cerevisiae BU19’a kars1 24 ve 48 saatte prebiyotik skor aktivitesi denenen bagirsak
patojeni ile sirastyla 0,27 ve 1,17 olarak tespit edilmistir. EPSyp2 prebiyotigimizin L.
plantarum subsp. plantarum DSM20246’a karsi prebiyotik aktivite skorunun literatiirde
yer alan ¢alismalarla karsilagtirildiginda genel olarak benzer oldugu ancak S. cerevisiae
BU19’a kars1 diisiik oldugu belirlenmistir. Calismamizda ayn1 zamanda iniilinin prebiyotik
skor aktivitesi, L. plantarum subsp. plantarum DSM20246’a karsi, EPS;yp2'ninkinden daha
yiiksek iken, S. cerevisiae BU19’a kars1 daha zayif bulunmustur. Bu sonug, iniilinin daha
yiksek derecede prebiyotik skor gosterdigini gosteren Onceki c¢alismalarla tutarl
bulunmustur (Huebner ve digerleri, 2007; Gopal ve digerleri, 2001). Huebener ve digerleri
(2007), farkli mikroorganizma suslarinin, prebiyotik aktivite skorlarindaki farkliliklara

farkli metabolik kapasiteye sahip olmalarindan kaynaklandigini rapor etmislerdir.

Bir ¢alismada, direngli nisastanin (RS) Laktik asit bakterilerinin saf kiiltiirleri LAB
(Lactobacillus plantarum ATCC 13649 ve L. brevis ATCC 8287) ile in vitro fermente
edilebilirligi incelenmistir. Prebiyotik aktivite skorlar1 (PAS), diger dort farkh
karbonhidrat kaynagi (glikoz, iniilin, fibersol-2 ve ekmek meyvesi nisastasi) ve
Escherichia coli ATCC 11775'e kars1 bir kontrol numunesi ile birlikte 72 saatlik
fermantasyondan sonra degerlendirildi. En yiiksek prebiyotik aktivite skoru, iniilin ve
fibersol-2 ile karsilastirildiginda direngli nisasta (+1,69 logio CFU/ml) iizerinde yetistirilen
L. plantarum ATCC 13649 tarafindan elde edilmistir (Napisah ve digerleri, 2022). Diisiik

prebiyotik skoru, enterik suslarin biiylimesinin, probiyotik suslara kiyasla ortamdaki
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karbon kaynaklariin mevcudiyeti ile daha az kisitlanmis olmasindan etkilenmistir (Rubel
ve ark., 2014). baska bir ¢alismada, probiyotik bakterilerin prebiyotikleri in vitro fermente
etme kabiliyetini ele alarak spesifik substratlara ve suslara dayali prebiyotik aktivite
skorunu tahmin ediyor. Bes probiyotik Lactobacillus bakterisi ticari tirtinlerden izole edildi
ve U¢ ticari prebiyotigin fermantasyon yetenekleri degerlendirildi. Cogunlukla bakteri,
Frutafit ve Oligomate 55'te laktulozdan daha hizli biiytidii. Her probiyotigin performansini
her prebiyotikle degerlendirmek i¢in prebiyotik aktivite skoru kavrami tanitildi; buna gore
en yuksek degerler Oligomate 55'te L. rhamnosus i¢in olurken, en kotiisti Frutafit'te L.
casei Shirota oldu (Figueroa-gonzzalezz ve ark., 2019). Prebiyotik aktivite skoru,
prebiyotikler tarafindan desteklenen probiyotiklerin segici biiyiimesini iyi tanimlar; Bu
nedenle, gelismekte olan coli gidalarinda uygun kombinasyonlar1 belirlemek igin yararli
araglar olabilirler. Tsuda ve digerleri (2010) tarafindan yapilan bir calismada, EPS
takviyeli ortamlardaki bakteriyel prebiyotik aktivite skorunun derecesi, Lactobacillus,
Staphylococcus ve Escherichia suslart dahil olmak {izere farkli bakteriler kullanilarak
aragtirllmistir. EPS, Lb'nin biiylimesini tesvik etti. farciminis HM2001. Tsuda ve
arkadaglarma gore E. coli, prebiyotikler diginda fermantasyonun ilk saatlerinde
monosakkaritler ve laktoz kullanmistir. Ancak E. coli'nin biiyiimesi, 24 saatlik
fermantasyon siiresinden sonra bile yiliksek kalir. Bunun nedeni E. coli'nin prebiyotik
karbonhidratlar1 fermente etme yeteneginin bir miktar olmasi olabilir (Hartemink ve
digerleri, 1997). Prebiyotik aktivite skoru, prebiyotikler tarafindan desteklenen
probiyotiklerin segici biliylimesini 1iyi tamimlar; Bu nedenle, gelismekte olan coli

gidalarinda uygun kombinasyonlari belirlemek icin faydali araglar olabilirler.

EPS’lerin prebiyotik olarak degerlendirilmesindeki 6nemli kriterlerden biri de mide
asidinde hidroliz yetenegidir (Peredo-Lovillo vd., 2020) Canli organizmalardan elde edilen
prebiyotiklerin kullanilabilir olmasi i¢in, substratin, gastrik enzim hidrolizine, gastrik
sindirime dirence ve GI absorpsiyonuna ve ayrica bagirsak bakterilerinden faydal
mikroplarin biiylimesinin segici olarak uyarilmasina toleransh olmalidir (Shah ve digerleri,
2020). Flora kompozisyonunun etkilerinin konak sagligini etkileyecek sekilde olmast igin
prebiyotiklerin kalin bagirsaga ulasana kadar sindirim siireglerine karsi direngli olmasi
gerekir (Yadav ve ark., 2016). Sindirim siireglerine direng, prebiyotiklerin memeli
enzimleri tarafindan hidrolize edilen mide asiditesine ve ayrica gastrointestinal
absorpsiyona direng gostermesi gerektigi anlamina gelir (DiGioia ve Biavati, 2018). Bu
amagla bu tezde, farkli zamanlarda (0, 1, 2, 3 saat) ve pH’larda (5 ve 3), P. kudriavzevii

JD2 maya susundan ekstrakte edilen EPS;p2’nin mide asidinde hidroliz yetenekleri (%)
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tespit edilmistir. Davy et al. (2021), EPS'nin mide suyu ile hidrolizinin, 6 saatlik
inkiibasyondan sonra pH 1, 2 3 ve 4'te sirasiyla %1,63, %0,88, %0,75 olarak bulmuslardir.
Bu arastiricilar test ettikleri EPS’nin hidrolizini, kontrol olarak FOS ve galaktan
prebiyotiklerinin hidrolizi ile karsilastirdiklarinda (pH 1, 2, 3 ve 4' te 6 saat sonra %5,02,
%3,94, %1,56, %0,66) FOS ve galaktan prebiyotiklerin hidrolizinin test edilen EPS’den
daha yiiksek oldugunu bildirilmistir. Leuconostoc mesenteroides NRRL B-1426'dan
iiretilen dekstranin, ticari prebiyotik iniilin ile karsilastirildiginda simiile edilmis insan
mide suyu ile 6nemli 6l¢iide daha diisiik sindirilebilirlik sergiledigi bildirilmistir. Dekstran
ve iniilinin hidroliz yiizdesi, inkiibasyon siiresinin artmastyla ve simiile edilmis insan mide
suyunun pH'inin diismesiyle arttig1 ve 6. saatten sonra dekstranin maksimum hidrolizi pH
1, 2, 3 ve 4'te sirastyla %0,92, 9%0,60, %0,44 ve %0,23 iken, iniilinin aynm1 pH'larda %2,7,
%2,6, %3,7 ve %1,5 oranlarinda hidroliz goésterdigini bildirilmistir (Kothari vd., 2015).
Kocaoglu (2022), L. rhamnosus ACS5’ten elde ettikleri liyofilize ekzopolisakkaritin (L-
EPS) farkli zaman (0,5, 1, 2, 3, 4 ve 5. saat) araliklar1 ve pH’larda (1, 2, 3, 4 ve 5) mide
asidinde % hidrolizini belirledikleri bir ¢alismada pH arttikca L-EPS’nin yiizde
hidrolizinin azaldigin1 ve L-EPS’nin en diisiik hidrolizi pH’1 4 olan mide s1visinda (%0,21-
7,18) gozlemlediklerini en yiiksek hidrolizi ise 5 saatlik inkiibasyondan sonra pH’s1 3 olan
mide sivisinda (%11,02) gozlemlediklerini bildirmislerdir. Calismamizda, P. kudriavzevii
JD2 susundan elde edilen EPS;p2’nin inkiibasyon siiresinin artmasiyla hidroliz oraninda
kademeli olarak 6nemli Gl¢iide arttigi tespit edilmistir. Calisilan iki farkli pH’daki mide
sivilarinda iniilin ve EPSyp2 i¢in 3. saatte en yiiksek hidroliz degerleri elde edilmistir.
Ticari bir prebiyotik olan iniilin ile kiyaslandiginda EPS;p2’nin pH 3 mide asidinde
hidrolizinin daha yiiksek pH 5 mide asidinde ise daha diisiik oldugu gozlemlenmistir.
Literatiirde yer alan caligmalarla karsilastirildiginda genel olarak calismalar arasinda
farkliliklar oldugu goriilmektedir. EPS;p2’nin farkli pH degerlerindeki mide sivisinda
hidrolizinin diisiik olmasindan dolay: ticari olarak kullanilan prebiyotiklere alternatif olma
potansiyeli bulunmaktadir.

Postbiyotik, pro-fonksiyonel etkilere sahip biyoaktif mikrobiyal bilesikler olduklarindan
yeni bir trend olarak goriilmektedirler. Probiyotiklerin teknolojik uygulamalarinin
siirlamalar1 nedeniyle, farmakokinetik ve giivenlik yonleri ile dikkatgeken postbiyotikler
umut verici adaylar olarak goriilmektedirler (Salminen ve ark., 2021). Probiyotik mayalar,
tip, biyoteknoloji ve gida endiistrilerinde genis ve ilging aktivitelere sahip folat, mikosin,
hayati oligosakkaritler, ekzopolisakkaritler, enzimler, antioksidanlar ve ugucu bilesikler

gibi ¢ok islevli bircok metabolit {iretmektedirler (Sadeghi ve digerleri, 2022). Rai ve
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digerleri (2019), S. boulardii'nin B vitaminleri ve folik asitin biyoyararlanimini
destekledigini, yeni folik asit sentezinin ve folat iiretiminin maya biiylimesi sirasinda
oldugunu ve baz1 mayalarda folik asit sentezi icin gerekli olan hedef genlerin
tanmimlandigini bildirmislerdir. S. boulardii (Bonatsou ve digerleri, 2018) ve P. kudriavzevii
(TY1322) (Qvirist ve digerleri, 2017) gibi baz1 maya tiirleri, temel minerallerin ve mikro
besinlerin biyoyararlanimini fitaz yoluyla diyet fitatlarinin parcalanmasini katalize ettigi

rapor edilmistir.

Fuochi ve digerleri (2019), Lactobacillus suslarinin metabolit hiicresiz yiizenlerinde (CFS)
esas olarak amino asit gruplarina, organik asitlere, monosakkaritlere, ketonlara ve alkollere
ait elliden fazla molekiili tanimlamislardir. Baska bir ¢alismada, Saccharomyces
cerevisiae’nin hiicresiz siipernatanlarinin (CFS) metabolitleri tarafindan {iretilen amino
asitler, vitaminler, piruvatlar, glutaminler ve treonin gruplari tanimlanmistir (Gu vd.,
2022). Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC), sivi kromatografi tiglii kiitle
spektroskopisi/likit kromatografi tandem kiitle spektroskopisi (LS-MS MS) ve gaz
kromatografisi (GC) ile P. kudriavzevii JD2’nin hiicresiz stipernatanttindaki (postbiyotik-
CFSyp2) igerikleri belirlenmistir ve amino metabolitler, yag asitleri, sekerler, vitaminler ve

fenolik bilesikler acisindan zengin oldugu saptanmustir.

Giintimiizde, saghk agisindan faydalarn  disiiniildigiinde  probiyotikler  kadar
prebiyotiklerin oral yolla alimi da 6nemli hale gelmistir. Yapilan ¢alismalar, prebiyotik
alimimin enfeksiydz iliskili diyare olusumunu ve siiresini azalttigini, iltthapli bagirsak
hastaligina bagli siskinlikleri azaltttipini, kolon kanseri ve kardiyovaskiiler hastaliklara
kars1 koruyucu etkiler saglagini, minerallerin biyoyararlanimini ve emilimini arttirdigini ve
tokluk ve kilo kaybimi iyilestirdigini gostermektedir (Ashaolu 2020b). Prebiyotikler,
konake1 sagligina faydali olan mikroorganizma aktivitelerini uyararak ve konak sagligini
olumsuz yonde etkileyen bakteri aktivitelerini baskilayarak bagirsak mikrobiyotasini
olumlu yonde degistirmektedirler (Roberfroid ve ark., 2010). EPS’lerin prebiyotik olarak
degerlendirilebilmesi i¢in, EPS’nin kolonda potansiyel olarak bulunan bakteriler tarafindan
segici olarak fermente edilmesi gerekmektedir (Angmo ve ark., 2016). Ayrica EPS’lerin
kolonik mikrofloray1 degistirebilmesi, daha saglikli bir kompozisyon haline getirebilmesi
ve diger organizmalar ve glikoz gibi prebiyotik olmayan substratlarla karsilastirilabilir
olmasi ve yararli bakterilerin biiyiimesini desteklemesi beklenmektedir (Gibson ve
digerleri, 2004, 2010). EPS’leri fermente eden mikroorganizmalar arasinda Enterococcus,

Streptococcus, Leuconostoc, Lactobacillus ve Pediococcus (Mokoena, 2017) gibi laktik
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asit bakterileri ve Debaryomyces, Kluyveromyces, Saccharomyces, Geotrichium, Mucor,
Penicillium ve Rhizopus gibi maya ve kif cinsleri gelmektedir (Vagelas vd., 2011).

Fermantasyon igin kullanilan mikroorganizmalar, zararli bakteri ve mantar kirleticilerine
kars1 allelopatik aktivite ile depolama i¢in bir koruma bigimi olarak gida giivenliginin
artmasina katkida bulunmaktadir (Tamang ve digerleri, 2020). Probiyotikler, gidalarda
bulunan prebiyotiklerin GIS'te uzun siire kaldiklari siire boyunca asimilasyonu ile bagirsak
icin potansiyel koruyucu bariyer gorevi géren metabolitler iiretebilirler. Kanitlar, fermente
gidalarda bulunan iniilin tipi fruktanlarin insan bagirsagi mikrobiyotasinda spesifik
degisikliklere neden oldugu bildirilmistir (Vandeputte ve digerleri, 2017). Fermentasyon
sirasinda mikroorganizmalar, sindirim siireci i¢in hayati 6nem tasiyan bazi enzimleri de
sentezlediginden fermente gidalarin tiiketiminin bagirsak mikrobiyotasina faydali

olmaktadir (Derrien ve digerleri, 2015).

Probiyotik bakterilerin hayatta kalmasini ve kolonizasyonunu arttirmak i¢in. EPS'lerin,
konak sagligina faydali oldugu diistiniilen Lactobacillus ve Bifidobacterium gibi bakteriler
tarafindan bagirsakta fermente edilerek onlara enerji kaynagi olusturdugu ve bdylece
yararli bakterilerin segici olarak ¢ogalmasina olanak sagladig: bildirilmistir. EPS, bagirsak
mikrobiyotas1 i¢in faydali bakteriler tarafindan fermente edilerek prebiyotik etki
gostermektedir (Badel ve digerleri, 2011). Birkag c¢alisma, laktobasillerin prebiyotik
karbonhidratlar1 fermente etme yeteneginin substrata 6zel oldugunu gostermistir (Kaplan
ve Hutkins, 2003). Tavuk bagirsaginda dominant olan L. salivarius BIS820 ve L. reuteri
BIS612 suslarinin  L-EPSgiszi2 Ve L-EPSgis72’yi fermente edebilme kapasitesinin
aragtirlldigi bir ¢aligmada, her iki bakterinin L-EPS’leri glukoz gibi fermente ederek
gelisebildikleri bildirilmistir (Dinger, 2019). Kocaoglu (2022), L. rhamnosus ACS5
susundan elde ettigi L-EPS’de 0-48 saatlik inkiibasyon siiresince L. rhamnosus EDS4
susunun canlihi@int 9,40-9,96 log kob/mL arasinda degistigini ve L. rhamnosus EDS4
susunun gelistirilmesinde glukoz yerine L-EPS’nin kullanilabilecegi rapor etmistir. Bu
tezde, P. kudriavzeii JD2'den susundan elde edilen EPSyp2'nin L. plantarum subsp.
plantarum DSM20246 ve S. cerevisiae BU19 potansiyel probiyotik suslari tarafindan
fermente edilebilirliginin belirlenerek ticari prebiyotik olan inulin ile karsilastiriimasi
amaclanmigstir. Potansiyel probiyotik suslar i¢cin uygun besiyerindeki karbon kaynagi
cikarilarak ayni oranda EPSjp2 ve inulin ilave edilerek mikroorganizmalarin canliliklar
belirlenmistir. L. plantarum subsp. plantarum DSM20246 6,4 log kob/mL’lik canlilik

sayisina sahipken, S. cerevisiae BU19 ise 7,6 log kob/mL’lik canlilik sayisina sahip oldugu
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bulunmustur. Probiyotik bakterilerin EPS fermantasyonunun arastirildigi ¢alisma sonuglari
ile sonuclarimiz benzer gdstermistir. Ayrica mikroorganizmalar EPSyp,’yi inulinden daha
iyi fermete etmislerdir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda EPS;jp2'nin prebiyotik olarak

kullanilabilecegi diistiniilmiistiir.

Oligosakkaritler, insanlarda prebiyotik gida katki maddesi olarak yaygin olarak
kullanilmaktadir, ¢ilinkii modern beslenmede en Onemli konulardan  biri
mikroorganizmalarin dengesini korumak, insan bagirsak sagligimi kontrol ederek
hastaliklar1 énlemek ve patojenik mikroorganizmalarin ¢ogalmasini saglamaktir. Iniilin,
birincil diyet katki maddesi olarak yaygin olarak kullanilmaktadir (Willems ve Low 2012).
Iniilin gida katki maddesi olarak yaygin bir sekilde kullanilmasima ragmen, bazi in vitro
caligmalar1 laktik asit bakterileri prebiyotiklerinin aksine iniilinin daha az etkili oldugu

bildirilmistir (Huebner ve digerleri, 2007; Tsuda ve Miyamoto, 2010).

EPS'nin mikroorganizmalar tarafindan enerji kaynagi olarak kullanildigi ve EPS'nin
bagirsak florasinda faydali mikroorganizmalarin biiytimesini arttirdigi bildirilmistir (Tsuda
ve ark., 2018). Yapilan ¢alismalarda, EPS'de oldugu gibi laktik asit bakterilerinin kiiltiir
filtrelerinde de (postbiyotik) bagirsak mikrobiyotasi i¢in faydali olan laktobasillerin ve
bifidobakterilerin canliligini diizenledigi bildirilmistir (Sarikaya ve ark., 2017; Dinger,
2019; Kocaoglu, 2022). Dinger (2019), L. salivarius BiS312 ve BiS722 suslarindan elde
edilen L-EPS ve postbiyotiklerin tavuk bagirsaginda yaygin olarak bulunan L. salivarius
ve L. reuteri suslari {izerinde gelisimi diizenleyici etkisinin arastirdigi ¢alismasinda hem L-
EPS’lerin hem de postbiyotiklerin besi ortamina eklenmesi ile konsantrasyon artisina bagh
olarak test bakterilerinin gelisimini 6nemli 6l¢iide arttirdigini rapor etmistir. L. rhamnosus
ACS5 susundan elde edilen L-EPS’nin L. rahamnosus EDS4, P. acidilactici 5008 ve S.
cerevisiae BD21 suslarinda gelisim diizenleyici aktiviteleri belirlenmis ve L-EPS’nin L.
rhamnosus EDS4, P. acidilactici 5008 ve S. cerevisiae BD21 suslarinin gelisimini pozitif
yonde etkiledigi ifade edilmistir. Ayrica, L-EPS’nin en yliksek gelisimi diizenleyici
etkisinin 10,26 log kob/mL ile S. cerevisiae BD21 susunda oldugu belirtilmistir. Ayni
caligmada postbiyotiklerin ayni test mikroorganizmalara karsi gelisimi diizenleyici
aktivitelerin sirasiyla, 9,43, 9,86 ve 9,83 log kob/mL oldugu rapor edilmistir. Bu tez
caligmasinda, EPSyp2 ve CFSjp2’nin (postbiyotik-kiiltiir filtrat1) laktobasil ve maya
gelisimini diizenleyici etkileri belirlenmistir. Ortama hem EPS;p. hem de CFSjp2’nin
eklenmesinin, artan konsantrasyonlara (0,5, 1, 5 ve 10 mg/mL) gore test mikroorganizmasi

olarak kullanilan L. plantarum subsp. plantarum DSM20246 ve S. cerevisiae BU19'in
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gelisiminde O6nemli bir artisa neden olmustur. EPSjp2 ve CFSjp2’nin (kiiltiir filtrati)
laktobasil ve maya biiyiimesi tizerindeki diizenleyici etkisi lizerine elde edilen sonuglar,
ticari olarak kullanilan iniilin prebiyotigi ile karsilastirildiginda, test edilen her iki susta da
daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir. Elde ettigimiz sonuglar diger arastirmacilarin
sonuclart ile benzerlik gostermektedir. EPS'min laktobasil biiylimesinin diizenleyici
etkisindeki suslar arasindaki farkliligin sebebinin suslarin fizyolojik ve biyokimyasal
farkliliklarindan kaynaklandigi diistinilmektedir. Lactobacillus cinsi bakteriler {izerinde
yapilan bir calismada, EPS biiylime diizenlemesinin laktobasiller iizerindeki etkisinde
suslar arasinda farkliliklar gézlenmistir. Suslar arasinda EPS'nin Lactobacillus farciminis
susu izerinde en yiliksek biiylime diizenleyici etkiyi gosterdigi belirlenmis ve bunun
nedeninin bu susun EPS'yi parcalayan enzimler igermesi oldugu ifade edilmistir. inaktive
edilmis karbonhidrat zincirlerinin hiicre dis1 bir sinyal molekiilii olarak hareket edebilecegi
ve biiyiimeyi tesvik edebilecegi de bildirilmistir (Tsuda ve digerleri, 2018). P. kudriavzeii
JD2'den elde edilen EPS;p2 ve CFSjp2’nin (postbiyotik-kiiltiir filtrat1) gida katki maddesi
olarak kullanilmasinin, prebiyotik ve probiyotik bitkisel takviyelere ihtiyag duymadan ince
bagirsakta faydali bakterilerin gelisimini uyararak ve bagirsak mikrobiyotasinin dengesini
koruyarak insan saglhigina olumlu etkileri olabilecektir. Bu calismadan elde edilen
sonuglar, probiyotik kullanimimi azaltacak yeni ve daha etkili diyet katki maddelerinin

kullanim1 konusunda ilgili alana yeni bir bakis agis1 getirebilecektir.

Antioksidanlar, oksidatif hiicresel substratlarin oksidasyonunu geciktiren veya Onleyen
maddelerdir. Gida endiistrisinde katki maddesi olarak kullanilirlar. Sentetik antioksidanlar
yaygin olarak gida katki maddeleri olarak kullanilmaktadir. Saglik endiseleri 1s181nda, daha
giivenli ve dogal antioksidanlar bulmaya artan bir ilgi vardir (Aponte ve digerleri, 2020).
Calismamizda probiyotik (JD2), postbiyotik (CFSip2) ve farkli konsantrasyonlarda
prebiyotik (EPSjp2), sinbiyotik (JD2+EPSip2) ve (CFSip2+EPS;p2) uygulamanin
antioksidan aktivitesi li¢ farkli metot ile belirlenmis ve antioksidan degerleri %44,2-86,6

PR

arasinda degistigi bulunmustur.

Reaktif oksijen tiirlerini (ROS) ve reaktif nitrojen tiirlerini (RNS) i¢eren oksidanlar, DNA,
proteinler ve lipitler gibi biyomolekiillerin oksidatif bozunmasima neden olabilirler
(Salmon, 2004). Probiyotikler, konak¢iya saglik yararlar1 saglayan antioksidanlar,
enzimler, kisa zincirli yag asitleri, peptitler, temel vitaminler ve mineraller dahil olmak
iizere fonksiyonel molekiiller salgilar (Pereira ve digerleri, 2017). In vitro calismalar,

ekzopolisakkaritlerin ¢esitli saglik yararlar1 ve bir antioksidan etkiye sahip oldugunu
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bildirmistir (Das, et al., 2014). Probiyotik bakteri ve mayanin yan1 sira bunlarin hiicresiz
ekstraktlariin (siipernatant-postbiyoti), hiicre i¢i ekstraktlarinin, metabolitlerinin ve hiicre
duvar1 bilesenlerinin antioksidan 6zellikleri hem in vitro hem de in vivo c¢alismalarda
gosterilmistir (Nowak vd., 2018). Bir ¢alismada fermente soya fasulyesinden izole edilen
Pichia pinus suslarinin antioksidan aktiviteleri %72 olarak bildirilmistir (Rashad vd.,
2011). Ural ve Yiiksekdag (2020), Lactobacillus cinsine ait 20 bakterinin bes farkli metot
ile (2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) serbest radikalini giderme, Fe*? iyonu selatlama,
plazma lipit peroksidasyonu, hidroksil radikalini siipiiriici aktivitesi ve siiperoksit anyon
radikali siipiiriicii aktivitesi) antioksidan aktivitelerini aragtirmiglardir. Lactobacillus brevis
KIR12 susunda %81,9 oraninda en yiiksek DPPH serbest radikali giderme yetenegi, L.
fermentum BP5 susu %40,5 ile en yiiksek metal selatlama aktivitesi, L. rhamnosus SMC6
susunda %39,2 lipit peroksidasyon inhibisyonu, L. fermentum FKK3 (%45,8) en yiiksek
hidroksil radikalini siiptiriicii etkisi ve L. brevis YG7 (%75,0) ise siiperoksit radikali
stipiiriicii aktivitesi oldugunu bildirmislerdir. Calisma sonucunda, kullanilan yontemlere
gore bakterilerin antioksidan aktivitelerinde 0,05 diizeyinde anlamli farklilik oldugunu

belirtmislerdir.

Tez calismamizda probiyotik (JD2), postbiyotik (CFSjp2) ve farkli konsantrasyonlarda
prebiyotik (EPS;p2), sinbiyotik (JD2+EPS;p2) ve (CFSip2+EPS;)p2) uygulamanin ti¢ farkl
metot ile belirlenen antioksidan aktivitelerinin ticari prebiyotik olan inulin ve kontrol
grubu olarak askorbik asit ile karsilastirilmasi amaglanmistir. CFSyp2’nin DPPH radikali
giderme %75,4, siiperoksit anyon radikali siipiiriicii aktivitesi %63,4 ve hidroksil radikali
stipiiriicii  aktivitesi %356,6 olarak tespit edilmistir. Probiyotik (JD2) ve postbiyotik
(CFSip2) uygulamalar birbirleri ile karsilagtirildiginda metotlarda DPPH radikali giderme
CFSjp2’de yiiksek iken diger iki metotta probiyotik (JD2) uygulama daha yiiksek ¢ikmustir.
P. kudriavzevii (OP2, 1P2, 2P10) siipernatantinin (postbiyotik) antioksidan aktivitesi 18. ve
48. saatte DPPH serbest radikali ile sirasiyla %59,67-68,51 olarak bildirilmistir (Merchan
vd., 2020). Bu sonu¢ bizim sonuglarimizla uyumludur. Prebiyotik uygulama diger
uygulamalarla karsilastirildiginda hem sinbiyotik hem de prebiyotik+postbiyotik
uygulamalarin prebiyotik uygulamaya gore daha yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi

belirlenmistir.

Bazi oksidanlar ya normal metabolik siireglerin bir parcasi olarak endojen olarak {iretilir ya
da dis gevre tarafindan organizmalara dayatilir (Rogers ve Clarke, 2007). Probiyotik (JD2)
(%67,2) ve postbiyotik (CFSip2) (%75,4) uygulamalari karsilastirildiginda, postbiyotigin
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DPPH radikallerini gidermede daha yiiksek bir etkiye sahip olmasinin nedeninin CFS'nin
iceriginde ¢ok farkli metabolitlerin olmasindan kaynaklandigi sekilnde yorumlanmistir.
Sornsence ve ark. (2021)'nin ¢alismasinda, Lactobacillus izolatilarindan elde edilen
postbiyotigin antioksidan O6zelliklerinin belirlenmessnde DPPH ve ABT™ radikallerinin
stiptirticti aktiviteleri kullanilmig ve tiim izolatlarin antioksidan 6zelliklere sahip oldugunu
gosterdilmistir. L. acidophilus, L. casei, L. reuteri, Lactococcus lactis ve Saccharomyces
boulardii'nin postbiyotiklerinin oksidatif hasari ve serbest radikal temizleme oranini
azalttigr ifade edilmistir (De Marco ve digerleri, 2018). Liu ve Pan (2010), 12
Lactobacillus susunun postbiyotiklerinin DPPH radikal siipiirmede degisen yetenekler
gosterdigini belgelemislerdir. Bu sonuglar fenoliklerin ve flavonoidlerin antioksidan
aktiviteden sorumlu ana bilesikler oldugunu gdstermislerdir. Weissella confusa
KR780676'min hiicrelerinin ve hiicre siipernatanlarinin (postbiyotik) gii¢lii antioksidan
aktivite gosterdigi bildirilmistir (Sharma vd., 2018). Gida endiistrisi i¢in antioksidan
0zelligi olan fonksiyonel maya elde etmek i¢in yapilan bir ¢calismada, bozulmamis hiicre
ve hiicresiz Pichia fermentans BY5 ve Issatchenkia orientalis BY10 ekstraktinin
antioksidan aktivitesi arastirilmistir. Hem saglam hiicre hem de ekstraktlar1 %49 ile %68
arasinda degisen antioksidan aktivite gostermisve 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil serbest
radikallerini temizleme yetenegi %12-41 olarak rapor edilmistir. Ayrica, her iki izolatta
indirgeme aktivitesinin ekstraktlarda miikemmel antioksidan yetenege sahip olarak
yorumlanmigtir (Chen vd., 2010). de Oliveira Coelho ve ark. (2019), Liquorilactobacillus
satsumensis, Leuconostoc mesenteroides ve Sacharomyces cerevisiae'nin hem hiicre igi
hem de hiicre dis1 igeriginin, 2,2-difenil-1 pikrilhidrazil (DPPH) inhibisyonunun %20 ila
28’inde antioksidan sergiledigini bildirmislerdir. Kakao kaynakli Pichia kudriavzevii 2P10
izolatina ait metabolitlerin, DPPH serbest radikallerine kars1 en yiiksek inhibisyon yiizdesi
%68,51 olarak bildirilmis ve P. kudriavzevii 2P10’un fonksiyonel gidalar ve saglik
amaclar1 i¢in umut verici aday oldugu sonucuna varilmistir (Wulan ve ark., 2021).
Postbiyotiklerin oksidatif stres ile iligkili hastaliklara bagl inflamasyonu 6nlemek igin
takviye ve yem katki maddesi olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (Thu vd., 2011).
Calismalar, postbiyotiklerin antioksidanlarindaki varyasyonun, metal iyonlarinin selatlama
yetenegi, antioksidan enzim sistemi ve bunlarda bulunan antioksidan metabolitler gibi

mekanizmalara baglh oldugunu gostermektedir (Yang ve ark., 2017).

Tez c¢aligmamizda, 0,5, 1, 5 ve 10 mg/mL’lik prebiyotik (EPSjp2), sinbiyotik ve
postbiyotik+prebiyotik uygulamalar, konsantrasyon arttikga DPPH radikalini giderme

aktivitesinin de arttirdig1 gozlenmistir. Ayrica ticari prebiyotik olarak kullanilan iniilinin
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10 mg/mL konsantrasyonunda 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikalini giderme
etkisinin ise %71,4 oldugu gozlenmis ve 10 mg/mL’lik prebiyotik (EPSip2, %79,3),
sinbiyotik (JD2+EPS;p2, %83,3) ve CFSip2+EPS;p2 uygulamasidan (%86,6) daha diisiik
bir giderim tespit edilmistir. Weissella confusa KR780676’dan elde edilen galaktan
ekzopolisakaritin pg/mL degerleriyle giicli DPPH siipiirme aktivitesi sergiledigi
gosterilmistir (Kavitake ve digerleri, 2022). Bir ¢alismada, Bifidobacterium bifidum
WBINO03’den elde edilen 0,30 mg/mL B-EPS'min DPPH siiptirme aktivitesinin %60,08 ve
ayn1 konsantrasyonda Lactobacillus plantarum R315’dan elde edilen L-EPS’nin ise
%356,48 oldugu rapor edilmistir (Li ve digerleri, 2014). R. babjevae kaynakli EPS'lerin
DPPH*, ‘OH, O siiplirme oranlari, konsantrasyonlar kademeli olarak artirilmis ve
sonuglar EPS'lerin DPPH, ‘OH ve 0% temizleme oranlarmin 10 mg/mL
konsantrasyonunda sirasiyla %25,2, %27,5 ve %14,1'e ulastigin1 géstermistir (Seveiri vd.,
2020). Ma ve digerleri (2018), Cin Endiistriyel Kiiltiir Koleksiyonu Merkezi'nden elde
edilen bir maya tiirii olan Rhodotorula mucilaginosa CICC 33013'ten ekstrakte ettikleri
EPS’leri DPPH temizleme aktivitelerinin 8 mg/mL konsantrasyonunda yaklasik %60°a
ulastigini kanitlamislardir. Sonuglar calismamizla benzerlik gostermektedir. Ayrica yapilan
literatiir taramalarinda postbiyotik+prebiyotik uygulama ile ilgili herhangi bir ¢alismaya

rastlanilmamustir.

Siiperoksit anyon radikali (O?*"), elektron transfer zincirinden kagan elektronlar tarafindan
oksijenin indirgenmesi yoluyla mitokondriyal solunumun bir yan {riinii olarak
uiretilmektedir (Raha ve Robinson, 2000). Siiperoksit anyonu daha sonra nitrojen oksit ile
reaksiyona girerek norodejeneratif hastaliklarin olusumunda rol oynayan yiiksek oranda
reaktif oksidan peroksinitrit (ONOO") olusturabilir (Szabd, 2007). Son derece reaktif
hidroksil radikali (*OH), gegis metal iyonlarinin varliginda Fenton reaksiyonu yoluyla
H20>'den tiiretilebilir. L. plantarum susunun postbiyotikleri, EPS, lipoteikoik asit ve hiicre
ylizeyi proteinleri dahil olmak iizere metabolitlerin varligina bagli olarak hidrojen
peroksite kars1 yiiksek bir direng ve siiperoksit, hidroksil ve DDPH serbest radikallerine
kars1 yiiksek oranlarda siipiiriicli aktivite sergiledigi rapor edilmistir (Zhang ve digerleri,
2013). Calismalarin ¢ogu Lactobacillus, Lactococcus ve Bifidobacterium suslarinin yani
sira Saccharomyces tiirlerinin hayvan modellerini kullanarak in vivo etkilerini bildirmistir.
Bu tir calismalar, postbiyotiklerin oksidatif strese kars1 etkisine odaklanmstir.
Lacticaseibacillus casei CRL 431'den hiicre i¢i bir postbiyotik kullanmis ve farelere
uygulandiginda antioksidan savunma sistemini modiile ederek aflatoksin Bl'in neden

oldugu oksidatif stresi azaltabildigini gosterilmistir (Aguilar-Toala ve digerleri, 2020).
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Antioksidan potansiyeli, glutatyon peroksidaz, siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyonun
aktivitesine dayali olarak degerlendirilmistir. Yazarlar, 1s1 stresi altindaki etlik pili¢lerin
diyetine %0,6 oraninda Lactiplantibacillus plantarum RI11 susunun postbiyotiginin
eklenmesinin, antioksidan enzim aktivitelerinin plazma konsantrasyonunu arttirdigini
gostermis ve piligler i¢in bir antioksidan takviyesi olarak tatmin edici etkileri ve
potansiyeli 6zetlenmistir (Humam vd., 2021). Antioksidan aktivite ii¢ farkli yontemle
belirlenmis ve en yiiksek 1,1-difenil-2-pikrilhidrazaz (DPPH) radikal giderici etkisi 1
mg/mL 1-EPS (%84,9) L. reuteri KC21L susunda elde edilmistir, Fe*? iyon selatlama
aktivitesi L. reuteri KC21L susunun bakteriyel siispansiyonu+1 mg/mL 1-EPS'de (%76,3)
ve L. salivarius KC27L'nin bakteriyel siispansiyonunda siiperoksit anyon radikali
yakalama aktivitesi belirlendi %73,2 (Celik, 2018). R. babjevae kaynakli EPS'lerin DPPH",
"OH, O?" siipiirme oranlarmin 10 mg/mL konsantrasyonunda sirasiyla %252, %27,5 ve
%14,1'e ulastignr gosterilmistir (Seveiri vd,. 2020). Tez ¢alismamizda, denenen
parametreler icin, siiperoksit anyon radikali siipiiriicii aktivitenin %44,2-78,4 arasinda
degistigi tespit edilmistir. Siiperoksit anyon radikali giderim aktivitesi en yliksek 10
mg/mL’lik JD2+EPS;p2 (Sinbiyotik) uygulamasinda (%78,4) ve en diisiik 0,5 mg/mL’lik
EPSip2 (prebiyotik) (%44,2) uygulamasinda bulunmustur. 0,5, 1, 5 ve 10 mg/mL’lik
prebiyotik, sinbiyotik ve postbiyotik+prebiyotik uygulamalar kiyaslandiginda,
konsantrasyon artisinin siiperoksit anyon radikali giderme aktivitesini arttirdigi
gozlenmistir. Calismamizda 10 mg/mL sinbiyotikler ve postbiyotik+prebiyotik
uygulamalarin siiperoksit radikallerini temizleme aktiviteleri kontrol grubu olan askorbik
asitten daha yiiksek bulunmus aymi zamanda askorbik asidin tiim konsantrasyonlarda
stipiirme aktiviteleri, ticari prebiyotik iniilininkinden daha yiiksek belirlenmistir. Bu sonug
Li ve digerleri, (2014) tarafindan yapilan ¢alisma ile tutarlidir. Ticari prebiyotik olarak
kullanilan iniilinin, siiperoksit anyon radikalini siipiiriicii etkisinin ¢alismamizda

kullandigimiz uygulamalardan ¢ok daha diisiik oldugu belirlenmistir.

Hidroksil radikalleri, hidroperoksitlerin (ROOH) ayrismasindan {retilir. Hidroksil
radikalleri bazen bagisiklik etkisinin bir yan {riinii olarak tiretilebilir. Hidroksil radikali
hemen hemen karbonhidratlar, niikleik asitler, lipidler ve amino asitler gibi tiim
makromolekiil tiirlerine zarar verebilir (Paul ve digerleri, 2013). Hidroksil radikali,
yaklasik 107 saniyelik ¢ok kisa bir in vivo yari dmre ve yiiksek bir reaktiviteye sahiptir, bu
onu organizma i¢in ¢ok tehlikeli bir bilesik yapmaktadir (Nishikawa ve digerleri, 2016).
Bu tez ¢alismasinda, hidroksil radikali siipiiriicii aktivitesi en yiiksek 10 mg/mL sinbiyotik

(JD2+EPSip2)'de (%74,4) ve en disik 0,5 mg/mL’lik prebiyotik (EPSip2) (%52,3)
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uygulamasinda bulunmustur. 0,5, 1, 5 ve 10 mg/mL prebiyotik uygulamalar (EPS;p2)
kiyaslandiginda, konsantrasyon artiginin hidroksil radikali siiptiriicii aktivitesini arttirdigini
gostermistir. Ayni durum sinbiyotik ve postbiyotik+prebiyotik uygulamalarda da tespit
edilmistir. Saccharomyces serevisiae hiicre duvarinin (B-D-glukanlar) polisakkaritlerinin,
antioksidanlar ve antijenotoksik ajanlar olarak koruyucu islevleriyle sonuglanabilecek
antioksidan aktivite sergiledigi gosterilmistir (Kogan ve digerleri, 2008). Calismamizda
hem iniilin hem de askorbik asit, hidroksil radikallerine karsi konsantrasyona bagl
stipiirticii aktiviteler sergilemis ve siipliriicii aktivite, 0,5 ila 10 mg/mL araligindaki
konsantrasyonla artmistir. Bununla birlikte, iniilinin antioksidan aktivitesi, tiim
konsantrasyonlarda askorbik asit ile karsilastirildiginda daha zayif bulunmustur. Bu, birkag
caligsma ile tutarli bulunmustur (Hu ve digerleri, 2014; Shang ve ark., 2018). Bir hidroksil
grubuna sahip polisakkaritlerin antioksidan aktiviteleri, serbest radikallere baglanma ve
onlar1 yok etme ile iliskilendirilmistir (Wang ve ark., 2016). Bununla birlikte, iniilin
tizerindeki indirgeyici hidroksil grup terminallerinin miktart sinirlidir. Bu nedenle iniilinin
in vitro antioksidan aktiviteleri zayiftir (Wang ve digerleri, 2016). Osinska-Jaroszuk ve
digerleri, 2014 beyaz ciiriikkliik mantar1 Ganoderma applanatum'dan elde ettikleri EPS’nin
%?20'den fazla olmayan DPPH siiplirme aktivitesine sahip oldugunu bildirmislerdir. Sun ve
digerleri (2015), arktik deniz bakterisi Polaribacter sp.'den EPS'nin antioksidan
aktivitelerini incelemisler ve EPS'nin 10 mg/mL konsantrasyonundaki DPPH, «OH, 0%
temizleme aktivitelerinin sirastyla %55,4, %52,1 ve %28,2 oldugunu bildirmislerdir.
Calismamizda 10 mg/mL'lik sinbiyotik i¢in siiplirme yetenegi (%74,4) askorbik asitinkine
(%73,9) benzer bulunurken prebiyotik ve postbiyotik+prebiyotikten (sirasiyla, %65,5 ve
%069,0) daha yiiksek bulunmustur. Bu sonuglar, sinbiyotigin (JD2+EPS;p2) daha iyi
stipiirme aktivitesine sahip oldugunu gostermektedir. Bu sonug, Lactobacillus plantarum
R315'n EPS temizleme yeteneginin askorbik aside benzer oldugunu ve Bifidobacterium
bifidum WBINO3'in EPS'sinden daha yiiksek oldugunu bulduklari Li ve digerleri, 2014'in
sonuclartyla tutarlidir. Ticari prebiyotik olarak kullanilan iniilinin hidroksil radikali
yakalama aktivitesi ise 10 mg/mL konsantrasyonda %67,4 olarak belirlenmistir. Sun ve
digerleri (2015), EPS'nin serbest radikalleri temizleme yeteneginin yapisindaki -O-, C=0
ve -OH gibi fonksiyonel gruplarin varligindan kaynaklanabilecegini 6ne siirmiistiir. Zhu ve
digerleri (2018), EPS'nin mannoz iceriginin antioksidan aktivitesinde rol oynayabilecegini
One siirmiistiir. Ayrica Chen ve digerlerine (2017) gore EPS'lerin antioksidan aktiviteleri
tek bir faktore bagli olmadigini ve bir¢ok faktoriin (monosakkarit oranlari, molekiiler

agirlik ve glikozidik dallanma gibi) ¢akismasinin bir sonucu oldugunu rapor etmislerdir.
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Genel olarak antioksidan ¢aligmalarinin sonuglart degerlendirildiginde bizim elde ettigimiz
sonuglarin literatiirlerde verilen sonuglara benzer ve/veya yiiksek olmasi, P. kudriavzeii
JD2 mayasindan elde edilen biyotik uygulamalarin kuvvetli birer antioksidan aday

olabilecegini gostermektedir.

Biyofilm, bir biyotik (gida) veya abiyotik ylizeylerde (gida ile temas eden yiizey) biiyiiyen
bir mikrobiyal topluluktur. Antimikrobiyallerin etkisini sinirlayabilen, kendi kendine
iiretilen bir ekzopolimer matriksi i¢ine yerlestirilmistir. Gida kaynakli patojenler, gida
endiistrisinde gida isleme sirasinda kullanilan paslanmaz ¢elik, lastik eldiven, plastik,
silikon kaucuk ve cam gibi biyotik ve abiyotik ylizeylerde biyofilm olusturarak gida
kalitesi ve giivenligi i¢in ciddi bir tehdit olusturan gida kontaminasyonuna neden olabilir.
Gida bozulmalar1 ve ekipman erozyonu nedeniyle gida endiistrisi isletmelerinin ekonomik
faaliyetlerini olumsuz yonde etkilemektedir (Nahar, vd., 2018; Toushik, vd., 2020).
EPS'lerinin, patojenik bakteriler tarafindan biyofilm olusumunu engelleme veya kontrol
etme yetenegine sahip oldugu bildirilmistir. Bu nedenle, calismalarinin ¢ogu, biyofilm
olusumunu veya patojenik bakterilerin tamamen yok edilmesini sinirlayan alternatif yolu
belirlemeye odaklanmistir (Kanmani ve digerleri, 2011). Bu yaklasimlardan yola ¢ikarak
tez ¢alismasinda probiyotik (JD2), postbiyotik (CFS;p2), farkli konsantrasyonlarda (0,5, 1,
5, 10 mg/mL) prebiyotik (EPS;p2), sinbiyotik (JD2+EPS;p2) ve postbiyotik+prebiyotik
uygulama (CFSyp2+ EPSip2) uygulamalarin antibiyofilm aktivitesi ii¢ farkli patojene karst
belirlenmis ve antibiyofilm degerleri %40-84 arasinda degistigi bulunmustur. Tez
calismasindan elde edilen sonuglara gore, probiyotik uygulama patojenlerin biyofilm
olusumunu %70-77 oraninda, prebiyotik uygulama ise biyofilm olusumunu %40-58
oraninda engellemistir. Antibiyofilm etkinin 0,5, 1, 5 ve 10 mg/mL’lik EPS;p2’lerde %40-
64 oraninda oldugu tespit edilmistir. JD2+EPS;p2 ve CFSyp2+EPS;p2 uygulamalarinda ise
0,5, 1, 5 ve 10 mg/mL konsantrasyonlarinda ise sirastyla, %54-81 ve %58-84 arasinda
antibiyofilm aktivite belirlenmistir. Kontrol amaciyla kullanilan iniilinin 0,5 1, 5 ve 10
mg/mL konsantrasyonunda %40-68 oraninda biyofilm olusumu engellemistir. Sonuglar,
antibiyofilm aktivitesinin konsantrasyona bagli oldugunu ve 10 mg/mL konsantrasyonunda
CFSyp2+EPSjp2’de %84 maksimum inhibitér etkinin oldugunu goéstermistir. Test edilen
tim patojenler arasinda EPSjp2 P. aeruginosa 29212’ye karsi (%40) en diisiik inhibitor etki

gostermistir.

Literatiir taramalar1 sonucunda EPS’nin antibiyofilm etkisinin ortaya konuldugu bir

calismada, L. acidophilus A4 susundan elde edilen EPS’nin, 0,1, 1 ve 10 mg/mL
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konsantrasyonlart hazirlanarak, Enterohemorajik E. coli O157:H7 bakterisi {izerinde
biyofilm inhibisyon etkisi arastirilmistir. En iyi biyofilm inhibisyon etkisinin 1 mg/mL
konsantrasyonda hazirlanan EPS’de meydana geldigi ve bu konsantrasyondaki EPS’nin
biyofilm olusumunu %87 oraninda diisiirdiigii belirlenmis ve biyofilm olusumundaki bu
diisiisiin, bakteriyel ylizey oOzelliklerinin kismen etkilenmesi sonucunda (hiicre yiizeyi
modifikasyonlarinin veya hiicre-hiicre yiizey etkilesimlerinin azaltilmasiyla) hiicrelerin ilk
baglanma ve otoagregasyonunun inhibe edilmesiyle ortaya cikabilecegi 6ne siirtilmiistiir
(Kim ve digerleri, 2009). Koohestani ve digerleri (2018) tarafindan, L. acidophilus LA-5
ve L. casei 431 suslarindan elde edilen kiiltiir siipernatantlarinin mikroplak yontemine
gore, S. aureus ATCC 25923 susu ilizerinde biyofilm inhibisyon etkisi belirlenmistir.
Kiiltlir siipernatantlarinin artan konsantrasyona bagli olarak biyofilm inhibisyon oranini
artirdignt ve L. acidophilus LA-5 ve L. casei 431 suslarmnin %100 konsantrasyondaki
slipernatantlarinin, sirasiyla %70,6 ve %65,3 oranlarinda biyofilm olusumunu engelledigi
tespit edilmistir. Kiiltiir filtratlarinin antibiyofilm etkilerinin ortaya konuldugu literatiir
calismalarinin sonucunda yapilan bir ¢alismada Bacillus licheniformis SP1 ve SP3
suslarindan elde edilen kiiltiir filtratlarinin (postbiyotik), E. coli PHL-628 iizerinde
biyofilm olusumunu %350-65 oranlarinda engelledigi belirlenmistir (Sayem ve digerleri,
2011). Antibiyofilm olusumunun, test edilen tiim EPS 6rnekleri i¢in 1 mg/mL’nin {izerinde
sabit kaldigini, en yiiksek aktivitenin ise Leuconostoc citreum-BMS susuna ait, 2
mg/mL’lik EPS ile E. coli (%61,5), E. faecalis (%53,4) ve S. aureus (%76,95)’a karsi
oldugu bildirilmistir. Leuconostoc pseudomesenteroides-CM EPS’si, 1 mg/mL’de E. coli
(%90) ve E. faecalis’e (%88) karst maksimum adhezyon inhibisyonu gostermistir.
Leuconostoc citreum-BMS EPS’si ise, 1 mg/mL’de S. aureus’a karsi en yiiksek
antibiyofilm aktivitesi gostermistir (%86,9) (Abid ve digerleri, 2018). Lactobacillus
izolatlarinin tiim LCFS'lerinin sadece patojen biyofilm olusumunu inhibe etmekle
kalmayip, aynt zamanda E. coli DMST4212 ve A. baumannii DMST 2271'in olgun
biyofilmlerini yok edebildigii de ortaya koyulmustur (Sornsenee ve digerleri, 2021).

Probiyotikler, patojenlerin aktivitesini ve yiizeylere yapismasini engelleyebilirler.
Probiyotikler, ¢ekirdek biyofilm olusumunu engeller, biyofilm biitiinliigline miidahale eder
ve antagonistik maddeler salgilayarak biyofilmleri yok ederler (Plaza-Diaz ve digerleri,
2019). Kim ve digerleri (2019)'a gore L. brevis DFO1 bakteriyosinin E. coli ve S.
typhimurium tarafindan biyofilm olusumunu engelleyebilecegini gosterilmistir. Bazi

mikroorganizmalar, bakteri hiicre yiizeyinde ATP akisina yol acan gbézenek olusumunu
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indiikleyerek biyofilmleri yok ederken, digerleri proteolitik enzimler araciligiyla biyolojik

aktivitelerini gosterirler (Okuda ve ark., 2013).

Probiyotik mayalarin 6nemli rollerinden birinin diger mikroorganizmalara Kkarsi
antagonistik 6zelligi oldugu bildirilmistir (Hatoum ve ark., 2012). Srinivas ve ark. (2017),
S. cerevisiae OBS2'nin S. aureus da dahil olmak iizere ¢esitli bakteriyel patojenlere karsi
antagonistik aktivitesini incelemis, sonuglar bu susun S. aureus ve diger patojenlere karsi
antimikrobiyal aktivitesini gostermistir. Saidi ve digerleri (2019), S. cerevisiae S3'liin 3
siipernatan ekstraktinin metisiline direngli ve hassas S. aureus suslarinin biyofilm olusumu
tizerindeki etkisini incelemis 512, 1024 ve 2048 upg/mL’lik konsantrasyonlardaki
stipernatan ekstrakti artan konsantrasyonla her iki S. aureus tiiriiniin biyofilm olusumunu
onemli Ol¢iide azaltmigtir. S. cerevisiae IFST062013 mayasinin siipernatan ve lizatinin
antagonistik aktivitesi farkli patojenlere karsi arastirildigi bir ¢alismada, sonuglar hem
stipernatan hem de lizatin S. aureus'a karsi antibiyofilm o6zelliklere sahip oldugunu
gostermistir (Fakruddin ve ark. 2017). Salatalik jangajji'den izole edilen Saccharomyces
cerevisiae'nin hiicresiz siipernataninin (CFS, postbiyotik) S. aureus biyofilmlerini inhibe
ettigi (Kim ve digerleri, 2020), L. monocytogenes'e karsi anti-biyofilm etkileri gosterdigi
bildirilmistir (Kim ve digerleri, 2021). Bu azalmanin nedeninin, mayalarin yiizey
ozelliklerini kismen etkileyerek (hiicre ylizey modifikasyonlarini zayiflatarak veya hiicre-
hiicre ylizey etkilesimlerini azaltarak) hiicrelerin ilk baglanmasinin ve otoagregasyonunun
inhibisyonundan kaynaklanabilecegi 6ne siirtilmistiir (Kim ve digerleri, 2020; 2021). S.
cerevisiae’nin stafilokoklarin biyofilm olusumu {izerindeki etkisine iliskin yapilan bir
arastirmada, S. cerevisiae'nin hiicre duvarindan ekstrakte edilen mannoproteinler, biyofilm
biiylimesini azalttigi ve olgun biyofilmden hiicrelerin dagilmasini kolaylastirdigi
bildirilmistir (Walencka ve ark. 2007). S. cerevisiae’nin ¢esitli enzimler, peptitler ve
antibiyotikler tarafindan anti-biyofilm etkileri oldugu rapor edilmistir (Saidi ve digerleri,

2019). Bu sonuglar bizim ¢alismalarimizla paralellik gostermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Dogal gidaya olan ihtiyacin artmasiyla birlikte biyotiklerin (probiyotik, prebiyotik,
postbiyotik, sinbiyotik ve parabiyotik gibi) insan beslenmesinde besin takviyesi olarak
kullanimina yonelik ¢alismalar artmaktadir. Pichia cinsine ait mayalarin probiyotik olarak
kullanim1 mevcuttur ancak Pichia kudriavzevii'den prebiyotik, postbiyotik ve sinbiyotik ile

ilgili ¢alisma yeterli degildir.

Bu tez kapsamindaki caligmalarin sonuglarindan elde edilen veriler 1s18inda yapilan

cikarimlar asagida 6zetlenmistir.

1. Sonuglarimiza dayanarak, probiyotik maya susu P. kudriavzevii JD2 ve prebiyotik
EPSip2, kolesterol  giderme/presipitasyonunu  yetenegi  gostermistir.  Caligmalar,
kolesteroliin hiicre biiyiimesi, ayrismis safra tuzlar1 ile kolesteroliin presipitasyonunu,
kolesteroliin hiicre zarina baglanmas1 ve kolesteroliin hiicre zarina dahil edilmesi yoluyla
asimile edilebilecegini gostermektedir. Calismamizda, prebiyotik EPS;p2 tarafindan
kolesterol giderme/presipitasyonunu, probiyotiklerin yapmis oldugu
giderim/prespitasyondan daha yiiksek bulunmustur. Bununla birlikte, P. kudriavzevii JD2,
kolesterol diisirme kabiliyetinde Onemli bir potansiyel gostermistir. Sonuglar, P.
kudriavzevii JD2 ve EPS;p2'nin kolesterol seviyesini diistirmek i¢in umut verici
fonksiyonel bilesen ajanlar1 olarak kullanilabilir oldugunu géstermektedir.

2. Mide ve bagirsak sivilarmin nétralizasyonu, verileri dogru bir sekilde sunmak igin
biiylik 6nem tagimaktadir. Probiyotik maya susu P. kudriavzevii JD2’nin, farkli pH’lara
sahip mide sivisini1 ve farkli safra konsantrasyonlarina sahip bagirsak sivisini tolere etme
kabiliyetine sahip oldugu ile bulunmustur. P. kudriavzevii JD2 ile ileride yapilacak hayvan
denemeleri ile in vivo olarak kullanilabilirligi belirlendikten sonra potansiyel probiyotik
aday olarak Onerilebilecektir.

3. Hidrofobik hiicreler, biyofilmlerin olusumunda veya kirleticilerin topraktan ve sudan
uzaklastirilmasinda 6nemli rol oynamaktadirlar. Hiicre ylizeyi hidrofobikligini etkileyen
cevresel ve metabolik faktorler iizerine yapilan bircok ¢alismaya ragmen, bu konudaki
bilgiler hala yetersizdir ve ¢ogu durumda hidrofobikligin adezyon, agregasyon veya
flokiilasyon iizerindeki etkisini gdzlemlemekle sinirlidir. Mevcut ¢alismamizda, probiyotik
maya susu P. kudriavzevii JD2, farkli hidrokarbonlara kars1 yiiksek hidrofobik yetenege
sahip oldugu tespit edilmistir. P. kudriavzevii JD2’nin farkli hidrokarbonlara kars1 yiiksek
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hidrofobik yetenek goOstermesi bize potansiyel probiyotik aday olabilecegini
disiindiirm{istiir.

4. EPS'min kimyasal ozellikleri biyolojik o6zelliklerini etkilediginden, sahip olduklari
monosakkarit birimlerini, molekiil agirliklarini, molekiil bag yapisini belirlemek amaciyla
en yiksek EPS iretim yetenegine sahip P. kudriavzevii JD2 susundan izole edilen
EPSip2’lerin HPLC, NMR ve SEC analizi yapilmistir. EPSjp2’nin polisakkarit yapisinin
sadece glukoz monomerinden olustugu i¢in homopolisakkarit yapida oldugu goriilmiistiir.
EPSip2’nin  polimerik yapisinin dogrusal ve dallanmamis oldugunu dogrulanmistir.
Literatiir taramalari, EPS yapisindaki yiiksek glukoz igeriginin gida ve ila¢ endiistrisinde
uygulanabilirligini arttirdigin1 géstermektedir. EPS;p2 nin molekiiler agirligi diistik olarak
belirlenmistir. Diisilk molekiiler agirligina sahip EPSjp2’nin hiicre zarindan kolay bir
sekilde gecebildiginden biyolojik aktiviteleri yiiksek bulunmustur. EPS;p2’nin
karakterizasyonu ileriki ¢aligmalarda daha ayrintili ¢alisilarak, EPS;p2’nin sahip oldugu
yapisal Ozellikler ¢ikartilarak biyolojik aktiviteleri ile olan iliskileri ortaya
cikartilabilecektir. EPS molekiiliiniin yapisal 6zellikleri, biyolojik aktivitelerini etkiledigi
gibi teknolojik uygulama alanlarim1 da belirlemektedir. Bu nedenle, yeni bir EPS’nin
kimyasal bilesiminin ve yapisinin aydinlatilmasi, potansiyel uygulamalarinin belirlenmesi
acisindan olduk¢a 6nemlidir.

5. P. kudriavzevii JD2 maya susundan izole edilip liyofilize hale getirilen EPSjp2 nin ticari
prebiyotiklere alternatif olarak kullanilabilirliginin arastirilmasit amaciyla yapilan

arastirmalar sonucunda EPS;p2’nin;

Prebiyotik aktivite skorunun, ticari prebiyotik iniilin ile benzer bir oldugu,

Mide asidinde iniilinden daha az hidroliz oldugu,

Potansiyel probiyotik mikroorganizmalar tarafindan fermente edilebildigi,

Bagirsak mikrobiyota dengesinde onemli yeri olan laktobasil ve maya gelisimini
arttirdig1 ve ticari olarak kullanilan inulin prebiyotigine goére daha basarili oldugu tespit
edilmistir. Bu sonuglar dogrultusunda, P. kudriavzevii JD2’den elde edilen EPS;p2’nin
prebiyotik olarak ticari prebiyotiklere alternatif olarak kullanilabilecegi ongoriilmiistiir.
Ancak, P. kudriavzevii JD2 maya susundan elde edilen EPS;jp2’nin prebiyotik ve diger
uygulamada katki olarak Onerilebilmesi icin kesin bir yargiya varabilmek i¢in daha

fazla caligma yapilmasi ve hayvan denemeleri ile desteklenmesi gerekmektedir.

6. P. kudriavzevii JD2’den postbiyotik (CFSjp2) elde edilerek igerigi belirlenmis ve

CFSip2’nin laktobasil ve maya gelisimini diizenleyici etkisi belirlenmistir.
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7. Probiyotik (JD2), prebiyotik (EPS;p2), postbiyotik (CFSip2), sinbiyotik (JD2+EPS;p2) ve
postbiyotik+prebiyotik ~ (CFSyp2+EPSip2)  uygulamanin  antioksidan  aktiviteleri
belirlenmistir. Serbest radikalleri silipiirme aktivitesi bakimindan EPSjp2 giiclii antioksidan
aktivite gOstermesine ragmen hem sinbiyotik hem de postbiyotik+prebiyotik uygulama
daha iyi sonu¢ vermistir. Ortamda postbiyotigin bulunmasi antioksidan aktivitenin
artmasina neden olmustur. Bu da postbiyotik igeriginin primer ve sekonder metabolitler
bakimindan zengin olmasindan kaynaklanmis olabilecegi seklinde yorumlanmistir. Bu
degerlendirmenin dogrulugunu ispatlamak i¢in daha fazla ¢calismaya ihtiya¢ vardir.

8. Biyofilm enfeksiyonlar1 oldukca tehlikeli sonuglara neden olabildiginden bir tedavi
bulmak ve antibiyofilm ajan gelistirmek son yillarda popiiler arastirma konulari
arasindadir. Caligmamizda, probiyotik (JD2), prebiyotik (EPSip2), postbiyotik (CFSip2),
sinbiyotik (JD2+EPSjp2) ve postbiyotik+prebiyotik (CFSyp2+EPSip2) uygulamanin
bakteriyel biyofilm olusumlar1 {izerindeki yiiksek antibiyofilm etkileri nedeniyle, bu
uygulamalarin saglik ve gida alanlarinda anti-biyofilm ajan olarak kullanilabilme
potansiyellerinin mevcut oldugu bulunmustur. Bu konu ile ilgili sinirhi sayida calisma

bulundugundan bundan sonraki ¢aligmalara kaynak olacag1 diisiiniilmiistir.
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EK-1. EPSjp2’lerin HPLC analiz sonuglari
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Sekil 1.1. seker karisimlarinin HPLC analizine iliskin kromatogramlari
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Sekil 1.2. Amino asit karigimlarinin HPLC analizine iliskin kromatogramlari




EK-1. (devam) EPS;p2’lerin HPLC analiz sonuglari
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EK-2. EPS;jp2’lerin GC analiz sonuglari

{100,000

400
37
3.
325]
300]

275

Methyl paimitate

2.5+
225

2.0+

Methyl caproats
Methyl stearate

1.7+
1.5

125

Meathyl ¢ls-7-octadecencate

1.00-

Sekil 2.1. Yag asiti GCMS analizine



177

EK-3. EPS;p2’lerin LC-MS MS, Tandem Kiitle Spektrometrisi ile Stvi Kromatografisi
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EK-3. (devam) EPSjp2’lerin LC-MS MS, Tandem Kiitle Spektrometrisi ile Sivi
Kromatografisi

Area

N R N e
0.0 25.0 50.0 75.0 100.0 125.0 150.0 175.0 Conc.

Sekil 3.4. Vitamin B3 spektroskopisi

Area

0.0 o I2§0I o ISdOI - I7§0I o IlobOI o I1250I o I15b0I tbﬁo

Sekil 3.5. Vitamin B5 spektroskopisi

Area
500001

250001

0 0  s0 om0 100  cone

Sekil 3.6. Vitamin B12 spektroskopisi

Area
7500000

5000000

2500000

C-'"'I"''I""I""I""I""I"'
0.0 25.0 50.0 75.0 100.0 125.0 150.0  Conc.
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EK-3. (devam) EPSjp2’lerin LC-MS MS, Tandem Kiitle Spektrometrisi ile Sivi

Kromatografisi
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EK-4. EPSyp2’lerin SEC analiz sonuglart
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Sekil 4.1. SEC analizinde hazirlanan standarda iliskin spektrumlar
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