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BEYAN

‘Tapyoka Nisastas1 Fermantasyonu Ile Probiyotik Bakteriyel Metabolitlerin Uretimi Ve
Karakterizasyonu’’ adli yiiksek lisans tezimin hazirlik ve yazimi sirasinda bilimsel arastirma
ve etik kurallarina uydugumu, bagkalarinin eserlerinden yararlandigim bdoliimlerde bilimsel
kurallara uygun olarak atifta bulundugumu, kullandigim verilerde herhangi bir tahrifat
yapmadigimi, tezin herhangi bir kisminm Bilecik Seyh Edebali Universitesi veya baska bir
tiniversitede baska bir tez ¢alismasi olarak sunulmadigini, aksinin tespit edilecegi muhtemel
durumlarda dogabilecek her tiirlii hukuki sorumlulugu kabul ettigimi ve vermis oldugum

bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.

Bu calismanin,

Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP), TUBITAK veya benzeri kuruluslarca desteklenmesi durumunda;
projenin ve destekleyen kurumun adi proje numarast ile birlikte, ETIK KURUL onay1 alinmasi durumunda ise
ETIK KURUL tarih karar ve say1 bilgilerinin beyan edilmesi gerekmektedir.
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ON SOz

Tez calismam boyunca danismanligimi yiiriiten ve tez konumun belirlenmesinden
caligmanin sonuglandirilmasina kadar degerli goriis ve Onerilerini sunan, bilgi ve
tecriibelerinden yararlandigim, yardimlarini ve desteklerini hi¢bir zaman esirgemeyen, yogun
caligmalar1 sirasinda sabir gosterdikleri icin Dr. Rafig GURBANOV ve Dog. Dr. Sinem
TUNCER GURBANOV a sonsuz tesekkiirlerimi ve saygilarimi sunarim.

Calismalarim boyunca bilgilerinden yararlandigim, desteklerini higbir sekilde
esirgemeyen ve her kosulda yanimda olan Giilgin CETIN KILICASLAN ve Ozge
KAYGUSUZ’a sonsuz tesekkiir ederim.

Tez calismamda ve laboratuvar ¢aligmalarimda yanimda olup maddi manevi destek
veren ve yalniz birakmayan Seving KARACAM ve Gizem SAMGANE’e sonsuz tesekkiir
ederim.

Yiiksek lisans egitimim de dahil olmak iizere hayatimin her aninda maddi ve manevi
destekleriyle yanimda olan ¢ok kiymetli biiyiikkbabam Riza KARADAG, babam Hasan
Hiiseyin KARADAG, annem Pakize KARADAG, kardeslerim Elif ve Ziilal KARADAG a
sonsuz tesekkiir ederim.
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DIKICIASIK, Gizem KUSCU, Zeynep HAVABULUT ve Ayten KUMAS’a sonsuz tesekkiir

ederim.
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OZET
TAPYOKA NiSASTASI FERMANTASYONU iLE PROBiYOTIK BAKTERIYEL
METOBOLITLERIN URETIMI VE KARAKTERIZASYONU

Postbiyotikler, enzimler, peptitler, teikoik asitler, peptidoglikan tlrevi muropeptitler,
polisakkaritler, hiicre yiizey proteinleri ve organik asitler gibi, canli bakteriler tarafindan
iretilen ve salman biyomolekiilleri ifade eder. Son yillarda canli probiyotik
mikroorganizmalarin kullanima alternatif olmak tizere “postbiyotik” olarak adlandirilan
mikrobiyal tiirevli biyomolekiillerin kullanimi, oldukca ilgi ¢eken konulardandir. Bu tez
caligmasinda, insan bagirsak mukozasina iyi kolonize olabilen baskin bir probiyotik bakteri
olarak Lactobacillus plantarum tarafindan {retilen postbiyotik urunlerin  biyoaktif
ozelliklerinin arastirilmis; dogal bir direngli nisasta kaynagi olarak tapyoka nisastasinin, bir
prebiyotik olarak tek basina ve yagsiz siit ile kombinasyon halinde L. plantarum’un
probiyotik aktivitesini nasil etkileyebilecegi incelenmistir. Sonuglarimiz, tapyoka nisastasi ve
yagsiz siitlin birlikte kullaniminin, L. plantarum post-fermantasyon ortamimin Pseudomonas
aeruginosa ve Klebsiella pneumonia patojenleri (zerindeki anti-bakteriyel ve ayrica kolon
kanseri hiicreleri zerindeki anti-kanser etkinliklerini destekledigini gostermektedir. Tez
calismasinda ayrica tapyoka direngli nisastasi ve yagsiz siit tozunun ayri ayri ve birlikte
kullanimmin, L. plantarum hicresiz post-fermantasyon ortaminin molekiiler i¢erigini nasil
degistirdigi, Fourier Doniisimli Kiziltesi Spektroskopisi (Fourier-Transform Infrared
Spectroscopy, FTIR) kullanilarak belirlenmis ve karsilastirmali olarak degerlendirilmistir.
Diyet, mikrobiyota bilesiminin, ¢esitliliginin ve islevinin ana itici gii¢lerinden biri olarak
kabul edilmektedir. Prebiyotik bilesenler igeren fonksiyonel gidalarin iiretimi, gida
endiistrisinde baskin olma potansiyeline sahip, gelecek vaat eden bir pazardir. Bu agidan bu
tez calismasi, diisiik maliyetli ve kolay erisilebilir gida kaynaklar1 ve dogal ve “temiz etiketli”
gida bilesenleri olarak direncli nisasta kaynagi tapyoka nisastasi ve yagsiz siit tozu yoluyla L.
plantarum postbiyotiklerinin biyofonksiyonelliginin modiile edilebileceginin gdsterilmesi

acisindan 6nemlidir.

Anahtar Kelimeler: Lactobacillus plantarum, Prebiyotik, Probiyotik, Postbiyotik, Tapyoka

Nisastasi.



ABSTRACT
THE PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF PROBIOTIC BACTERIAL
METABOLITES THROUGH TAPIOCA STARCH FERMENTATION

Postbiotics refer to biomolecules produced and released by living bacteria, such as enzymes,
peptides, teichoic acids, peptidoglycan-derived muropeptides, polysaccharides, cell surface
proteins, and organic acids. In recent years, the use of microbial-derived biomolecules, called
"postbiotics”, as an alternative to the use of live probiotic microorganisms, is one of the
subjects of great interest. In this thesis, the bioactive properties of postbiotic products
produced by Lactobacillus plantarum, as one of the dominant probiotic bacteria that can
colonize the human intestinal mucosa, were investigated by focusing on how prebiotic tapioca
starch, as a natural source of resistant starch, can affect the probiotic activity of L. plantarum
when used alone and in combination with skim milk powder. Our results show that the
combined use of tapioca starch and skim milk promotes the anti-bacterial effects of the L.
plantarum post-fermentation medium on the pathogens Pseudomonas aeruginosa and
Klebsiella pneumonia as well as anti-cancer activities on colon cancer cells. In the thesis, the
use of Fourier-Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) technique allowed us to identify the
molecular changes in the post-fermentation medium obtained from the L. plantarum grown in
the presence of tapioca resistant starch or skim milk alone or in combination. Diet is
recognized as one of the main drivers of microbiota composition, diversity, and function. The
production of functional foods containing prebiotic ingredients is a promising market with the
potential to dominate the food industry. In this aspect, this thesis is important in
demonstrating that the biofunctionality of L. plantarum postbiotics can be modulated through
low-cost and easily accessible food sources and natural and “clean label” food ingredients:

tapioca resistant starch and skim milk powder.

Keywords: Lactobacillus plantarum, Prebiotic, Probiotic, Postbiotic, Tapioca Starch.
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1. GIRIS

Bagirsak florasinin ‘’biyo-dost ajanlari®’ olarak da adlandirilan probiyotikler, yeterli
miktarda uygulandiginda konakgi {izerinde saglik yarari saglayan canli mikroorganizmalardir
(LeBlanc vd., 2017: 1). Probiyotik suslar, yerli ve firsatg1 patojenlerin biiyiimesini kontrol
ederken faydali bakteri popiilasyonlarini artirarak, gastrointestinal sistemdeki normal
mikrobiyal dengenin (homeostaz) korunmasina ve geri kazanilmasina yardimci olabilirler
(Weiss, 2013: 3). Antimikrobiyal aktivitelerine dayanarak probiyotiklerin, potansiyel olarak
zararli bagirsak mikroorganizmalarinin oranini kontrol etmek i¢in kullanildigi bildirilmistir
(Arias vd., 2013: 8). Son yillarda patojenik mikroorganizmalarda antibiyotik direncinin
artmasi ile birlikte antimikrobiyal aktiviteye sahip alternatif bilesiklerin arastirilmasi biiyiik
ilgi cekmektedir (Cotter vd., 2013: 100; Danilova vd., 2017: 400). Probiyotiklerin
antagonistik etkileri, antimikrobiyal bilesiklerin iiretimi ve/veya adezyon ve besin i¢in rekabet
yoluyla mikrobiyal biiylimenin dogrudan inhibisyonuna dayanir (Danilova vd., 2019: 752).
Laktik asit bakterileri (LAB) ve bifidobakteriler en yaygin kullanilan probiyotiklerdendir
(LeBlanc vd., 2017: 1). LAB arasinda Lactobacillus plantarum suslari, 6zellikle gida kaynakli
patojenler olmak iizere zararli bakterilere karsi probiyotik &zellikleri nedeniyle fermente
gidalarin giivenligini ve raf Omriinii artirmak i¢in fonksiyonel gida endiistrisinde yaygin
olarak kullanilmaktadir (Behera vd., 2018: 5). Probiyotik L. plantarum'un sadece patojenik
bakterilerin biiylimesini baskilamakla kalmayip, ayn1 zamanda bagirsak epitel hiicrelerine
baglanmalarini da engelledigi bilindiginden (Ashenafi ve Busse, 1991: 610; Golowczyc vd.,
2007: 267; Johansson vd., 1998: 31) L. plantarum suslari, kronik ve/veya sistemik
inflamasyon ile karakterize edilen ¢esitli insan hastaliklarinin tedavisi ve Onlenmesi icin
onerilmistir (Woo vd., 2014: 24). Kompozisyonel ve fonksiyonel mikrobiyom
degisikliklerinin yaygin c¢ok faktorlii hastaliklarin  patogenezi ile iligkili oldugu
bildirildiginden (Fan ve Pedersen, 2021: 5), mikrobiyomun degisen metabolit profillerinin,
konak¢inin immiin yanitlar1 ve metabolizma gibi fizyolojik fonksiyonlar: iizerinde bir etkisi
olabilecegi oOnerilebilir (Blacher vd., 2017: 578). Ayrica, diyetin mikrobiyotayr modiile
edebilecegini ortaya koyan son verilere dayanarak diyet stratejilerinin, mikrobiyal
kompozisyon, c¢esitlilik, aktivite ve stabiliteyi manipiile ederek, konagin fizyolojisini ve
saglhigimi etkileyebilmesi de mimkindir (Wang vd., 2019a: 265). Bu baglamda, prebiyotikler
ile probiyotik bagirsak bakterileri arasindaki etkilesimlerin fonksiyonel ve biyolojik
sonuglarini tanimlamak igin daha fazla bilimsel ¢alismaya ihtiya¢ vardir (Gurbanov vd., 2021:
200).



Genel semsiye terim olarak postbiyotikler, canli bakteriler tarafindan salinan ¢6zUnur
faktorleri veya metabolik yan riinleri ifade eder (Aguilar-Toalé vd., 2018: 106). Dolayisiyla,
bakteriler tarafindan iiretilerek salinan tim fonksiyonel biyoaktif bilesikler yani enzimler,
peptitler, teikoik asitler, peptidoglikan tirevi muropeptitler, polisakkaritler, hicre yizey
proteinleri ve organik asitler, postbiyotik tanimina girmektedir (Wegh vd., 2019: 4673).
Postbiyotiklerle ilgili giincel arastirmalar, bakteriyosinler ve kisa zincirli yag asitleri
(SCFA'lar-Short Chain Fatty Acids) tizerine yogunlagmis olup, 6zellikle SCFA’larin konakg1
Uzerindeki olumlu saglik etkileri vurgulanmaktadir (Bindels vd., 2017: 12; Wegh vd., 2019:
4673). Ayrica, arasinda bakteriyosinlerin de bulundugu bazi postbiyotik Grinler, patojen
bakterilere karsi gida ve saglik alanlarinda antibiyotik kullanimina alternatif olarak
onerilmektedir (Rad vd., 2021: 14535).

Bu tez c¢alismasinda, bir direngli nisasta kaynagi olarak tapyoka nisastasinin, tek
basina ve yagsiz siit tozu ile birlikte kullaniminmn, L. plantarum’un probiyotik aktivitesine
etkilerinin incelenmesi hedeflenmistir. Bu amagla, tapyoka nisastasi ve yagsiz siit tozunun
ayri ayri ve birlikte kullanim durumlarinda probiyotik iizerindeki blyiime module edici etkisi
arastirilmis ve ayrica, bu besi yeri ilaveleri varliginda biiyiitillen L. plantarum’dan elde edilen
post-fermantasyon ortamlarimin, Pseudomonas aeruginosa ve Klebsiella pneumonia
patojenleri Uzerindeki anti-mikrobiyal, kolon kanseri hicreleri Uzerindeki anti-kanser
aktiviteleri belirlenmistir. Tez ¢alismasinda ayrica, tapyoka direngli nisastasi ve yagsiz siit
tozunun ayr1 ayri ve birlikte kullanimimin, L. plantarum hiicresiz post-fermantasyon ortaminin
molekiiler icerigini nasil degistirdiginin karsilastirmali olarak belirlenmesi amaglanmis olup,

bu amagla FTIR spektroskopisi yaklagimi kullanilmistir.



2. LITERATUR OZETI
2.1. Bagirsak Mikrobiyotasi

2.1.1. Bagirsak Mikrobiyotasinin Tanimi

Mikrobiyota terimi, insan viicudundaki ¢esitli ckosistemlerde bulunan tim
mikroorganizmalar1 belirtir. Mikrobiyota; bakteri, arkea, viriis, faj, maya ve mantarlari
kapsayan cesitli tiirlerdeki mikroorganizmalardan olusur (Cani, 2018: 1718). Bu
mikroorganizmlar bagirsak, akciger, vajinal ve idrar yollar1 ve cilt dahil olmak iizere insan
viicudunun gesitli bolgelerinde bulunur. Gastrointestinal sistemde dogal olarak bulunan
mikrobiyal organizmalarin tamami, bagirsak mikrobiyotas1 olarak adlandirilmaktadir. insan
gastrointestinal sistemi, simbiyotik bir sekilde yasayan 10'3-10 mikroorganizmanimn
bulundugu oldukga ¢esitli ve karmagik bir topluluga sahiptir (The Human Microbiome Project
Consortium, 2012: 207). Bagirsakta yasayan mikroorganizmalarin, ¢ogunlukla bakterilerin,
sindirim, metabolizma veya bagisiklik modiilasyonu gibi konagin sagligi tizerinde farkli
islevleri ve etkileri vardir (Sekirov vd., 2010: 860). Bu nedenle bagirsak florasi, belirli
bakterilerin kolonizasyonuna bagli olarak bir bireyin saglik durumu iizerinde yararli veya
zararli etkilere sahip olabilir (O’Connor vd., 2017: 15).

2.1.2. Bagirsak Mikrobiyotasinin Bilesimi ve Gelisimi

Insan viicudu ekseriyeti kalin bagirsakta olmak iizere yaklasik 4 x 10*2 bakteri hiicresi
bulundurur (Sender vd., 2016: 338). Tahmini 100 trilyon hiicre kompozisyonu ile insan
simbiyomlari, konake1 hiicrelerde, konak¢i genomundan en az 10 kat daha fazla benzersiz gen
eksprese eder (Ley vd., 2006: 839). Insan genomu yaklasik 23 000 genden olusmakta iken
bagirsak mikrobiyomu binlerce metabolit iireten iic milyondan fazla geni kodlamaktadir
(Valdes vd., 2018: 37). Bu nedenle, bagirsak mikrobiyotasinin metabolik kapasitesi, insan
hicrelerinin metabolik kapasitesini biiytik 6lgiide asmaktadir (Cani vd., 2019: 34).

Maya ve viriisler dahil olmak {izere ¢esitli mikroorganizma tiirlerinden olusan bagirsak
mikrobiyotasinin ana bileseni bakterilerdir (Feng vd., 2018 :1354). Taksonomik olarak
bakteriler, filuma, siniflara, takimlara, ailelere, cinslere ve tiirlere gore siniflandirilir. Insan
bagirsak mikrobiyotasinda bulunan ana bakteriler Tablo 2.1°de gosterilmektedir (Abenavoli

vd., 2019: 2690).



Tablo 2. 1. Insan Bagirsak Mikrobiyotasinda Bulunan Baslica Bakteriler

ALEM FILUM SINIF TAKIM AILE CiNs
Bakteri  Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroidales Bacteroidacee Bacteroides
Prevotellace Prevotella
Xylanibacter
Rikenellacee Rikenella
Firmicutes Clostridia Clostridiacee Clostridiacee Clostridium
Ruminococcae Faecalibacterium
Ruminococcus
Peptostreptococcae Peptostreptococcus
Fusibacter
Eubacteriacee Eubacterium
Veillonellacee Veillonella
Lachnospiracaea Roseburia
Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus
Lysteriaceae Lysteria
Staphylococcaceae Staphylococcus
Pasteuriaceae Pasteuria
Lactobacillales Lactobacillaceae Lactobacillus
Enterococcaceae Enterococcus
Streptococcaceae Streptococcus
Actinobacteria Actinobacteria Bifidobacteriales Bifidobacteriaceae Bifidobacterium
Gardnerella
Actinomycetales Actinomycetaceae Actynomices
Proteobacteria Deltaproteobacteria Desulfobacteriales Desulfobulbaceae Desulfovibrio
Gammaproteobacteria  Enterobacteriales Enterobacteriaceae Escherichia
Enterobacter
Klebsiella
Proteus

Fusobacteria
Verrucomicrobia
Synergistetes
Spirochates

Cyanobacteria

Epsilonproteobacteria
Fusobacteria
Verrucomicrobiae
Synergistia

Spirochaetes

Cyanobacteria

Kaynak

Camphylobacteriales

Fusobacteriales
Verrucomicrobiales
Synergistales
Spirochaetales

Camphylobacteriaceae
Helycobacteriaceae
Fusobacteriaceae
Verrucomicrobiaceae
Synergistaceae
Spirochaetaceae

. (Abenavoli vd., 2019: 2690)

Camphylobacter
Helycobacter
Fusobacterium
Verrucomicrobium
Synergistes
Spirochaeta
Treponema



Baskin bagirsak mikrobiyal filumlar1 Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria,
Proteobacteria, Fusobacteria ve Verrucomicrobia'dir. Firmicutes ve Bacteroidetes filumlari
bagirsak mikrobiyotasinin % 901 temsil etmektedir. Firmicutes filumu, Lactobacillus,
Bacillus, Clostridium, Enterococcus ve Ruminicoccus gibi 200'den fazla farkli cinsten
olusmaktadir (Rinninella vd., 2019: 14). Yapilan g¢alismalar bagirsak mikrobiyotasinin
parmak izi gibi essiz oldugunu ve her insanda farkli bir model olusturdugunu gostermistir

(Bohan vd., 2019: 210).

Yenidogan ve bebeklik donemleri, bagirsak mikrobiyotasinin olusmasinda 6nemli
asamalardir (Rautava vd., 2012: 565). Vajinal dogum sirasinda, bebekler genellikle
Lactobacillus ve Prevotella tiirlerinin baskin oldugu vajinaya 6zgu bakterilere maruz kalirlar.
Aksine, sezaryen yoluyla dogan bebeklerin mikrobiyotasina vajinal dogumdan farkli olarak
cilt  mikrobiyal popllasyonuna benzer  Staphylococcus, Corynebacterium  ve
Propionibacterium turleri hakimdir (Dominguez-Bello vd., 2010: 11972). Dogumdan itibaren
yenidogan bagirsak mikrobiyotasi beslenme seklinden 6nemli dl¢iide etkilenir. Sadece anne
stitiiyle beslenen bebekler ile mamayla beslenen bebeklerin bagirsak mikrobiyotalar: arasinda
farkliliklar oldugu bilinmektedir (O'Sullivan vd., 2015: 5). Emzirilen bebeklerin bagirsak
mikrobiyotalart mama ile beslenen bebeklere gore daha az cesitlilik gostermektedir. Yapilan
caligmalar anne siitii ile beslenen bebeklerin digkilarinda yiiksek seviyelerde olmak Uzere
Bifidobacterium ve Lactobacilli tlrlerinin, mama ile beslenen bebeklerde ise Enterococcus,
Enterbacteria, Bacteroides, Clostiridia ve Streptococcus tiirlerinin baskin oldugunu
go6stermektedir (Zhuang vd., 2019: 17) Bebek-bagirsak mikrobiyotast simbiyozu dogumdan
itibaren olusur ve yasamin ilk birka¢ yilinda sekillenir (Wopereis vd., 2014: 430) Dogum
sekli ve bebek beslenmesinin yani sira yasam tarzi, diyet, ilaclar ve konagin genetik yapisi
dahil olmak iizere birgok faktdr insan bagirsak mikrobiyotasinin ana bilesenlerini 6nemli
derecede etkilemektedir (Fan ve Pedersen, 2020: 5). Mikrobiyotanin bu gelisimsel siireci,
konagin metabolik fenotipini modiile eder ve konak¢1 biyokimyasini ve hastaliga yatkinligini

blylk 6lctde etkiler (Nicholson ve Wilson, 2003: 669).

2.1.3. Bagirsak Mikrobiyotasinin Islevleri

Insan, dogumuyla beraber baslayan mikrobiyal kolonizasyon nedeni ile
mikroorganizmalarla binlerce yildir simbiyotik iliski halindedir. Bagirsak mikrobiyotasi,
konaker ile etkilesime girer ve insan sagligini korumak icin bircok temel islevi yerine

getirerek "metabolik organ” gorevi gorir (Tremaroli ve Backhed, 2012: 245).



Bagirsak mikrobiyotasi, gastrointestinal sistem boyunca sindirim, besin ve metabolit
ekstraksiyonuna, sentez ve absorpsiyona aracilik etme gibi temel siireglerde diizenleyici rol
oynar (Gubert vd., 2020: 104621).

Kompleks sindirilemeyen diyet karbonhidratlarinin ve proteinlerinin pargalanmasi,
bagirsak mikrobiyotasinin metabolik aktivitesi sayesinde miimkiindiir. Bagirsak bakterileri,
konak¢1 hiicrelerin parcalamakta yetersiz kaldigi karbonhidratlar1 sindirerek faydali
metabolitlere doniistiirebilen enzimlere sahiptir (Sun vd., 2017: 4). Sindirilemeyen
karbonhidratlar, bagirsak mikrobiyotas1 tarafindan anaerobik liimen igerisinde pargalanarak
fermantasyon yan {irlinleri olan kisa zincirli yag asitlerini (SCFA) olusturur (Sun ve
O’Riordan 2013: 95). Bu SCFA'lar gastrointestinal membran yoluyla emilir ve gesitli
dokulara taginir. Basta asetat, propiyonat ve biitirat olmak tizere SCFA'lar, bagirsak epitel
hlcre proliferasyonunu ve farklilasmasini olumlu yonde etkileyen farkli metabolik 6zelliklere
sahiptir (Lepage vd., 2013: 148). Biitirat, insan kolon hucreleri i¢in enerji kaynagi olusturur
ve ayrica kolon kanseri hiicrelerinde apoptozisi indiikleme ve histon deasetilazlari inhibe
ederek gen ekspresyonunu dizenleme yetenekleri ile potansiyel anti-kanser aktivitelere
sahiptir (Steliou vd., 2012: 195). Propiyonat, epitel hiicreleri i¢in bir enerji kaynagidir, ancak
ayni1 zamanda karacigere tasinarak glukoneogenezde rol oynar. Bagirsak glukoneogenezinde
propiyonatin glukoza doniisiimii, hepatik glukoz iiretimini azaltarak dogrudan enerji
homeostazini tesvik eder ve sonug¢ olarak yaglanmayi (adipozite) azaltir (De Vadder vd.,
2014: 86). Asetat, periferik dokulara taginarak kolesterol metabolizmasi ve lipogenezde
kullanilir. Yapilan ¢aligmalar asetatin ayn1 zamanda merkezi istah diizenlemesinde de 6nemli
bir rol oynadigimi gostermektedir (Frost vd., 2014: 3). SCFA dreten komensal tirlerin
eksiklikleri, tip 2 diyabet, obezite, kolorektal kanser, inflamatuar bagirsak hastaligi ve irritabl
bagirsak sendromu dahil olmak {izere bir¢ok metabolik ve inflamatuar hastaligin artan siddeti
ile iliskilendirilmistir (Smith vd., 2013: 570; Pozuelo vd., 2015: 4; Macia vd., 2015: 3; Singh
vd., 2014: 130). Enerji homeostazi ve insiilin duyarliliginin modiilatérleri olan SCFA'larin,
instlin direnci ve glukoz metabolizmasi ile iliskili metabolik hastaliklarda koruyucu ve
iyilestirici etkileri de bilinmektedir (Canfora vd., 2015: 577).

Bagirsak mikrobiyotasi, konagin hem dogustan hem de edinilmis bagisiklik
sistemlerinin gelisiminde Oonemlidir. Bagirsak bakterileri, SCFA’larmin olusumuna bagl
asidik ortam olusturarak, bagirsak epiteli iizerindeki baglanma bolgeleri icin rekabet ederek
ve bakteriostatik triinler Ureterek patojen bakterilerin ¢ogalmasini engelleyebilmekte, boylece

mukozal immin sistemi olumlu olarak etkilemektedir (Neish, 2009: 67).



Ek olarak bagirsak mikrobiyotas: vitamin iiretimine ve amino asit sentezine katilir, iyon
emilimini  etkiler, besinsel polifenolik bilesiklerin doniisiimiinde ve safra asidi
biyotransformasyon surecinde rol oynar (Wu vd., 2011: 106; Cani vd., 2007: 2375). Ayrica
mikrobiyal proteazlar ve peptidazlar yoluyla protein metabolizmasini etkilemektedir. K
vitamini ve B vitamininin ¢esitli bilesenlerinin sentezi, bagirsak mikrobiyotasinin bir bagka
onemli metabolik islevidir (Jandhyala vd., 2015: 8787). Bagirsak mikrobiyal enzimleri safra
asidi metabolizmasina da katkida bulunmaktadir. Nitekim, safra asitleri hem bagirsak
mikrobiyota ¢esitliligini hem de ¢ogalmasini etkileyebilir (Cani vd., 2019: 36). Birincil safra
asitleri, bagirsak mikrobiyotasi tarafindan, sinyal molekiilleri ve metabolik diizenleyiciler
olarak hareket eden konjuge olmayan ikincil safra asitlerine dontistiiriliir (Long vd., 2017:
56). Bununla birlikte, bagirsak mikrobiyal enzimleri, besin maddesi olan kolinin,
trimetilamine (TMA) doniisiimiinii de katalize eder (Dumas vd., 2006: 12513) ve TMA daha
sonra trimetilamin-N-oksit (TMAQO) iiretmek igin karacigerde metabolize edilir. Diyet
kolininin mikrobiyal doniisiimii, karaciger ve kardiyovaskiiler hastaliklarla iligkili metabolik

bir belirtectir (Nicholson vd., 2012: 1265).

Bagirsak mikrobiyotasinin gesitli molekiileri, hiicresel ve metabolik bilesenleri insan
organlariyla sureklilik arz eden bir etkilesim i¢inde olup, bu sekilde konak¢i sagligini
etkilemektedir. Bu nedenle, bagirsak mikrobiyotasinin “unutulmus” organ olarak anilmasi

sasirtic1 degildir (O'Hara ve Shanahan, 2006: 690; ilhan, 2018: 115).

2.1.4. Bagirsak Mikrobiyotasinin Hastaliklar ile Tliskisi

Bagirsak mikrobiyotasi ile konakg1 arasindaki kompleks iligki, bagirsak homeostazinin
korunmasinda anahtar rol oynar. Bagirsak mikrobiyotasinda, birgok farkli bakteri
populasyonu, belirli oranlarda olmak (zere birlikte yasar (Faith vd., 2013:44). Bazi tiirler
digerlerine hitkkmetmeye ve bu turleri baskilamaya bagladiginda (floradaki faydali/zararl
bakteri oran azaldiginda), patolojik bir siire¢ baglayabilir. Bu nedenle, konagin fayda veya
zarar dengesi, mikrobiyal toplulugun ¢esitliligi, tiirleri ve metabolitlerine baghdir (Sekil 2.1)
(Flint vd., 2012: 577). Cevresel faktorler, yasam tarzi, hastalik durumu veya enfeksiyonlarin
neden oldugu herhangi bir degisiklik, bakteriyel kompozisyonunun degismesine neden olarak
mikrobiyotadaki dengeyi bozar. Bu durum, “mikrobiyal disbiyozis” olarak bilinir (Carding
vd., 2015: 26191). Yapilan son ¢alismalar, anormal veya degismis bagirsak mikrobiyomunun
(disbiyozis) kronik gastrointestinal (Hollister vd., 2014: 1450), norolojik (Tremlett vd., 2017:
371) ve metabolik (Mazidi vd., 2016: 152) saglik sorunlarina neden olduguna isaret
etmektedir (Nagpal vd., 2018: 2).



Saghk Mikrobiyal Uretim veya islevler Hastahk

* SCFA iiretimi, vitamin sentezi

* Enerji saglama tizerindeki etkiler,
bagirsak hormonlar, tokluk, enerji
harcama

* Lipopolisakkarit, inflamasyon

vo P
’i_ * Biitirat tiretimi, fitokimyasal salinim

* Toksinler, karsiyogenez, inflamasyon

* SCFA iiretimi, bagirsak pH’1,
bakteriyosinler, substrat ve baglanma
noktalar i¢in rekabet

* Toksin tiretimi, doku istilasi,
inflamasyon

* Anti-inflamatuar sinyallere karsi
proinflamatuar dengesi, gelisme
+ Inflamasyon, bagisiklik bozukluklari

* Sindirilemeyen karbonhidrat
metabolitleri (SCFA, gazlar)

* Lipit, kolestrol metabolizmasi

Sekil 2. 1. Bagirsak Mikrobiyal Topluluklarmin Saglhk Uzerindeki Etkisi

Orta siitunda belirtilen mikrobiyal aktiviteler tiim bagirsak mikrobiyotasi toplulugunun islevleridir. Toplulugun

dengesi, sagliga veya hastaliga net katkiy1 belirler.

Kaynak: (Flint vd., 2012: 577)



Inflamatuar bagirsak hastalign (IBD), gastrointestinal sistemi etkileyen ve bagisiklik
sisteminin aracilik ettigi heterojen bir dizi inflamatuar hastaliktir. Crohn Hastalig1 (CD) ve
ulseratif kolittir (UC), iki ana IBH formudur (Chiara vd., 2020: 944). Cok sayida ¢alismada,
IBD'li hastalar ile saglikli bireyler arasindaki bagirsak mikrobiyotasinin bilesiminde, 6zellikle
mikrobiyal cesitlilik ve spesifik bakteri taksonlarinin goérece bollugu acisindan farkliliklari
ortaya konmustur. Yapilan ¢aligmalarin sonuglari, IBD’li hastalarin mikrobiyota
biyogesitliliginde genel bir azalmanin yan1 sira Firmicutes, Bacteroidetes, Lactobacillus ve
Eubacterium dahil olmak tizere spesifik taksonlarda bir azalma oldugunu gostermektedir
(Frank vd., 2011: 180; Frank vd., 2007: 13782; Morgan vd., 2012: 4; Gevers vd., 2014: 383;
Ott vd., 2004: 686; Li vd., 2015: 141). Ayrica IBD hastalarinda, bitirat Gretimi ile bagirsak
homeostazini pozitif olarak modiile eden ve iltihab1 azaltan bakteri turlerinde de bir azalma
s6z konusudur (Machiels vd., 2014: 1276). Bu hastalarda, Escherichia coli ve Fusobacterium
dahil olmak Uzere Enterobacteriaceae’lerde nispi bir artis gozlenmistir (Lupp vd., 2007: 120).
Genel olarak IBD’de, mikrobiyotanin toplam tiir sayist ve gesitliligin azalmasi, bagirsak
disbiyozu ile iliskilendirilmektedir.

Bagirsak mikrobiyotasinin kolorektal karsinogenez ile de giiclii bir sekilde iliskili
oldugu one stiriilmektedir. Kolorektal kanserin (Colerectal Carcinogenesis-CRC) baslangici
ve tesvikinin, mikrobiyal metabolitlerden ve inflamatuar yollardan kaynaklandigi rapor
edilmektedir (Corréa-Oliveira vd., 2016: €73). Ornegin, IBD’nin kolon kanseri riskini
arttirdig1 gosterilmis olup hem IBD hem de kolon kanserinin ilk asamalarinda normal florada
degisiklik oldugunu bildirilmistir (Tomasello vd., 2014: 18121; Ryan vd., 2014: 385). Yapilan
caligmalar, CRC hastalar1 ve saglikli popiilasyonlar arasinda mikrobiyal farkliliklar oldugunu
onermektedir: Fusobacterium gibi proinflamatuar bakterilerde bir artis goriiliirken, biitirat
ureten bakterilerin azaldigi belirlenmistir (Wu vd., 2013: 462; Wang vd., 2012: 322).
Proinflamatuar bakterilerin normal konakg¢1 tepkilerini inhibe edebilecegi, bozabilecegi veya
siddetlendirebilecegi ve dolayisiyla anormal apoptozise, hicre proliferasyonuna ve
inflamasyona yol acgabilecegi diisiiniilmektedir. CRC'nin baslamasi i¢in Onerilen bagka bir
mekanizma, konak¢t DNA'sina zarar verebilen ve hiicre doniistimiinii indiikleyebilen reaktif
oksijen ara urunleri veya bazi toksinler gibi bakteriyel ikincil metabolitlerin varligidir
(Sobhani vd., 2013: 218; Zackular vd., 2013: e00692).



Bagirsak mikrobiyotasinin, 0zellikle disbiyozis durumunda, nérolojik hastaliklarin
ilerlemesini etkileyebilecegi ve hatta hastaligin olusumunu baslatabilecegi diisiiniilmektedir.
flerleyen yasa bagli olarak bagirsak mikrobiyotasinda azalan cesitlilik, noérodejenerasyon
gelisiminde 6nemli bir faktor olabilir (Westfall vd., 2017: 3770). Bagirsaklardaki hormonal,
sinirsel ve bakteriyel degisim vagus siniri lizerinden beyne iletilmektedir (Wang vd., 2002:
540). Norotransmiterler dahil diger metabolitler bagirsak-beyin ekseninde rol oynar. Bagirsak
bakterileri, norotransmiterlerin seviyelerini ya dogrudan ya da bu bilesiklerin konakg1
biyosentetik yollarinin modiilasyonu yoluyla diizenleyebilir. Bagirsak bakterileri ¢ok sayida
norotransmiter Uretebilir ve metabolize edebilir (Strandwitz, 2018: 129). Spesifik bagirsak
bakterileri ayrica bagirsakta konake¢i tarafindan norotransmiter liretimini kismen uyarir ve
kandaki ve beyindeki norotransmiter seviyelerini modile eder (Yano vd., 2015: 266).
Bagirsak mikrobiyotasinin bu etkileri, depresyon (Kelly vd., 2016: 111; Zheng vd., 2016:
788), anksiyete (De Palma vd., 2017: 379), Parkinson hastaligi (Sampson vd., 2016: 1470),
Alzheimer hastaligi (Minter vd., 2016: 3), multipl skleroz (Berer vd., 2017: 10721) ve otizm
spektrum bozuklugunun semptomlar1 (Gurbanov, 2020: 13) dahil olmak Uzere, insanlardaki

merkezi sinir sisteminin gesitli hastaliklari ile iliskilendirilmistir (Hsiao vd., 2013: 1453).

Yapilan galismalar, bagirsak mikrobiyotasi ile kardiyovaskiiler hastaliklar arasinda da
bir iligkiye isaret etmektedir (Emoto vd., 2016: 32672). TMAO, hem insan hem de hayvan
caligmalarinda kardiyovaskiiler risklerle gii¢lii bir sekilde iliskili olan bakteriyel bir
metabolittir (Org vd., 2017: 4; Heianza vd., 2018: 67; Gao vd., 2014: 477). Kolin ve L-
karnitin, TMAO'nun baglica dnciileridir ve kirmizi et, siit iirlinleri, yaumurta ve balik agisindan
zengin olan Bati diyetinde olduk¢a bol miktarda bulunurlar. Bu molekiiller bagirsak
mikroorganizmalari tarafindan sirasiyla y-butirobetain (y-BB) ve TMA’ya donistiirtilir. TMA
karacigere ulastiginda, flavin iceren enzim monooksijenaz-3 (FMO3) tarafindan TMAOQO'ya
donitistirtlir (Koeth vd., 2014: 780). Artan kanitlar, TMAO veya Onciillerinin yani sira y-
BB'nin artan seviyelerinin de metabolik komplikasyonlarla baglantili  oldugunu
gostermektedir (Cani vd., 2019: 38).

Ozetle, bagirsak mikrobiyotasinda meydana gelen degisimlerin, insan hastaliklari ve
saglik durumu ile iligkili oldugu 6nerilmektedir. Flora dengesinin bozuldugu durumlarda ise
probiyotik destegi 6nem kazanmaktadir. Bu baglamda probiyotik bakteriler, potansiyel bir
biyolojik kaynak olarak oldukga énem arz etmektedir (Gaudana vd., 2010: 1621; Millette vd.,
2008: 1198).
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2.2.Probiyotikler

Bagirsak florasinin “’biyo-dost ajanlar1®’ olarak da adlandirilan probiyotikler, yeterli
miktarda uygulandiginda konakg: {izerinde saglik yarari saglayan canli mikroorganizmalardir
(LeBlanc vd., 2017: 1). Canli mikroorganizmalarin probiyotik olarak adlandirilmasi i¢in
konakg¢i iizerinde kanitlanmig yararli etkiye sahip olmasi, patojenik, toksik ve dnemli bir yan
etkisinin olmamas1 ve diisik pH gibi bagirsak kosullarinda hayatta kalmasigerekmektedir
(Sanders vd., 2019: 832). Konakg¢i-mikrobiyota dengesinin kurulmasi, konak¢inin sagligi i¢in
zorunludur ve gastrointestinal sistemdeki bu etkilesimin bozulmasina dayali olarak ¢ok sayida
patolojik durum tanmimlanmustir (Conte vd., 2006: 1761; Ott vd., 2004: 687). Bu anlamda
probiyotik suslar, firsat¢1 patojenlerin biiyiimesini kontrol ederken faydali bakteri
popiilasyonlari1  artirarak, gastrointestinal sistemdeki normal mikrobiyal dengenin
(homeostaz) korunmasina ve geri kazanilmasina yardimci olabilirler (Weiss, 2013: 3).
Probiyotiklerin, bakteriyosinler ve organik asitler gibi maddeler Ureterek patojenler Gizerinde
dogrudan inhibe edici etkiler sagladigi gosterilmistir (Ott vd., 2004: 687). Probiyotiklerden
tiiretilen antimikrobiyal molekiiller yararli etkilerini, patojenlerin biiyiimesini kontrol etmek
icin tek basina veya sinerjistik olarak gosterir. Probiyotikler, antimikrobiyal maddelerin
uretimiyle birlikte gastrointestinal sistemde yer alan patojenik mikroorganizmalara epitelyal
inhibisyon saglayarak mukozal yapismayi engeller. Ayrica ortamda bulunan simirli besin
maddeleri igin rekabet eder ve patojenlerin istilasini engelleyerek bagirsak mikrobiyotasinin
modiilasyonunu saglar (Wan vd., 2016: 2629). Bagirsak bariyerinin biitlinliigli, bagirsak
emilim kapasitesinin en st dizeyde ger¢eklesmesi ve mikrobiyal ve kimyasal etkilere karsi
savunmanin sirddrtlmesi igin gereklidir. Musin glikoproteinler (masinler), epitelyal mukusun
baslica makromolekiiler bilesenleridir ve uzun siiredir bagirsak sagliginda ve bagirsak ile
iligkili bircok hastalikta rol oynadiklar1 bilinmektedir. Probiyotikler, mukus salgilanmasini
tesvik ederek bagirsak bariyer biitiinliigiine katk:1 saglarlar (Bermudez-Brito vd., 2012: 161).
Ayrica, probiyotik mikroorganizmalarin epitelyal hiicrelere yapigmasi, immiin modiilasyona
yol acan bir sinyal zincirini tetikleyebilir. Alternatif olarak, bazi ¢6ziiniir bilesenlerin
salinmasi, immin hiicrelerin dogrudan veya dolayli (epitel hiicreleri vasitasiyla)
aktivasyonuna neden olabilir. Bu etki, bulasici hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisinde oldugu
kadar, gastrointestinal sistemin veya onun bir kisminin kronik inflamasyonunda da onleyici
bir rol oynar (Oelschlaeger, 2010: 58). Probiyotik mikroorganizmalarin konak¢1 {izerindeki
etkileri Sekil 2.2°de 6zetlenmistir (Gresse vd., 2017: 852).
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Probiyotikler, antimikrobiyal peptitler araciligi ile ve limen pH'sint diisiirerek ve/veya patojenlerle dogrudan
etkilesime girerek patojenik bakterilerin kolonizasyonunu engeller, immiinomodiilatdrler aracigi ile antitimor
bagisiklig1 tegvik eder, miisin {iretimini destekler ve siki baglant1 protein ekspresyonunu arttirirak epitel bariyer

biitiinligiiniin korunmasina katki saglar.

Kaynak: (Gresse vd., 2017: 852)

Klinik ¢aligmalar, probiyotiklerin gastrointestinal sistem ile ilgili patolojiler (6rnegin
irritabl bagirsak sendromu, Helicobacter bagli mide kanseri, inflamatuar bagirsak hastaligi,
ishaller), alerjik hastaliklar (6rnegin atopik dermatit), insiilin direnci sendromu, tip 2 diyabet
ve alkole bagli olmayan yagli karaciger hastaligi gibi hastaliklarin tedavisinde etkili
olabilecegini ©ne siirmektedir. Ayrica, probiyotikler viicudun bagisikligin1 artirarak
(immdinomoddulasyon), insan saghgi tizerinde olumlu etkiler gosterebilir. Probiyotiklerin farkli
kanser tiirlerinde profilaktik olarak ya da kanser tedavi siirecinin bir par¢asi okmak Uzere
tedavi yontemlerinin yan etkilerini azaltmak amaciyla kullanilabilecegi de Onerilmistir
(Markowiak ve Slizewska, 2017: 2). Bu anlamda, en sik kullanilan probiyotikler laktik asit
bakterileri (LAB) ve bifidobakterilerdir (LeBlanc vd., 2017: 1).
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2.2.1. Laktik Asit Bakterileri

LAB, anaerobik (aerotolerant anaerob) olarak biiyliyen ve geleneksel olarak gesitli
fermente gida drlinlerinin korunmasinda kullanilan Gram pozitif, spor olusturmayan,
fermentatif bakterilerdir (De Vries vd., 2006: 1020). LAB, dogada yaygin olarak hayvanlar,
yiyecekler, yemler, insanlar, bitkiler ve toprak gibi besleyici yonden zengin c¢esitli
habitatlarda bulunur (Ruiz Rodriguez vd., 2019: 1091; Duar vd., 2017: 28). Hammaddelerde
bulunan sekerlerin fermentatif olarak laktik aside doniistiiriilmesi ana islevi iken,
antimikrobiyal peptidlerin, ekzopolisakkaritlerin ve ¢esitli diger metabolitlerin tiretimi diger
onemli ozelliklerdir (De Vries vd., 2006: 1020). Cok yo6nlii metabolizmalar1 ve laktik asit
Uretimine ek olarak ¢ok gesitli yararli metabolitleri sentezleme yetenekleri nedeniyle LAB,
biyoteknoloji, gida ve terapétik triinlerde yaygin olarak kullanilmaktadir. LAB, patojenik
mikroorganizmalarin neden oldugu bozulmalari engellemenin yani sira antifungal ve
antibakteriyel ajanlar, bakteriyosin venutrasotik fireticileri, probiyotikler ve baslangic
kiltarleri olarak kullanilir. Cok sayida LAB tiirii ve bunlardan tiiretilen gida katki maddeleri
“genel olarak guvenli (Generally Recognized As Safe-GRAS)” kabul edilmektedir (Mora-
Villalobos vd., 2020: 23). En biylk LAB grubu, 50'den fazla farkl tiir igeren Lactobacillus
cinsine aittir (De Vries vd., 2006: 1020). Baz1 Lactobacillus turlerinin patojenik bakterilerin
biiytimesini ve bagirsak epitel hiicrelerine tutunmasini baskiladigi gosterilmistir (Ashenafi ve
Busse, 1991: 610; Golowczyc vd., 2007: 267; Johansson vd., 1998: 31). Lactobacillus
plantarum, mannoz adezyonunun spesifik bir mekanizmasi nedeniyle insan bagirsak
mukozasina iyi kolonize olabilen probiyotik bir sustur (Johansson vd., 1993: 18). Bir dizi
calismaya gore L. plantarum, Escherichia coli (E. coli 0157: H7 dahil), Pseudomonas
aeruginosa, Helicobacter pylori, Yersinia enterocolitica, Campylobacter jejuni, Listeria
monoctococaccios, Staphylococcus aureus, Klebsiella, Salmonella, Shigella, Bacillus,
Clostridium, Enterococcus, Lactobacillus spp., vb. bircok gram pozitif ve gram negatif
bakterilere ve ayrica Aspergillus, Fusarium, Mucor, Candida spp., vb. bir dizi kif ve maya
tirline kars1 inhibitér aktiviteye sahiptir (Dinev vd., 2018: 3). L. plantarum, gida
endiistrisindeki uygulamalarin yani sira, herhangi bir yan etkisi bulunmadigindan insan
tibbina 6nemli Olciide katkida bulunur ve ilag endiistrisinde genis uygulamalara sahiptir
(Arasu vd., 2016: 9). L. plantarum, Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi, diyabet, obezite,
kanser, hipertansiyon, T{rogenital komplikasyonlar, karaciger rahatsizliklar1 ve
kardiyovaskiiler hastaliklar gibi ¢esitli kronik hastaliklarin tedavi slreclerinde de
uygulanmaktadir (Woo vd., 2014: 24).
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LAB’lar biiylimeleri sirasinda, ¢evre pH'sim1 diistirmek Uzere, patojenler de dahil
olmak iizere diger bir¢ok organizma igin elverissiz kosullar yaratan asidik son tirlinler Uretir.
Probiyotik LAB’larin patojen inhibitor aktivitesi cogunlukla organik asitler, diasetil, hidrojen
peroksit, bakteriyosinler ve bakteriyosin benzeri inhibitér maddeler (BLIS'ler) dahil olmak
tizere gesitli metabolitlerden kaynaklanir (Tunger ve Karagam 2020: 2835). Dolayisiyla, tipta
ve gida endiistrisinde probiyotik ve dogal koruyucu olarak yaygin kullanilan LAB’lar ve

onlarin postbiyotik metabolitleri 6zel bir dneme sahiptir.

2.3. Prebiyotikler

Lactobacillus gibi probiyotik bakterilerin biiylimesi ve metabolik aktivitesi, konak¢i
tarafindan sindirilemeyen, “prebiyotikler” adi verilen ¢esitli diyet karbonhidratlar1 tarafindan
secici olarak uyarilabilir (LeBlanc vd., 2017: 1). Prebiyotikler, gastrointestinal mikrobiyota
tarafindan segici olarak kullanilan, konak¢1 sagligi lizerine fayda saglayan substratlar olarak
tanimlanmaktadir (Gibson vd., 2017: 491). Prebiyotik kavrami genis kapsamli olmasina
ragmen, tipik olarak sindirilemeyen karbonhidratlardan olusurlar (Gibson vd., 2017: 491).
Prebiyotikler, konake¢1 enzimleri tarafindan sindirilmez; bu nedenle proksimal kolona girerler
ve bakteriyel enzimler tarafindan fermente edilirler (Slavin, 2013: 1416). Prebiyotikler,
sindirime yardime1 olma, kabizlig1 azaltma, enfeksiyonlara direng gosterme, ishali dnleme ve
iltihapli bagirsak hastaligin1 iyilestirme yeteneklerine sahip olan Bifidobacterium ve
Lactobacillus tiirlerinin artis1 ile iligkilendirilmistir (Gibson vd., 2010: 2). Prebiyotiklerin
spesifik olarak, bagirsaktaki zararli bakterilere gore faydali bakterilerin biiylimesini
destekledikleri diisiiniilmektedir. Bu nedenle arastirmacilar o6zellikle son yillarda
prebiyotiklerin bagirsak mikrobiyotasini degistirme yetenegine ilgi duymaktadirlar (O’Connor
vd., 2017: 12). Bu alanda 6zellikle direngli nisasta (DN) gibi diyet lifleri incelenmektedir
(Slavin, 2013: 1416). Onceki calismalar lif bakimindan zengin diyetin obezite, kalp
hastaliklari, diyabet ve kanser gibi hastaliklara yakalanma riskini azalttigini ortaya koymustur

(Canovas, Perez-Alvarez, 2006: 88).

2.3.1.Direncli Nisasta

DN, mide ve ince bagirsakta sindirime ugramadan, belirli mikroorganizmalar
tarafindan fermente edilebilecegi kolona ulasir (Bello-Perez vd., 2020: 5010). Bu 6zelliginden
dolay1 kandaki seker seviyesinin kontroliinde, kolesterol metabolizmasi {izerinde, diyabet ve
kolon kanserinin 6nlenmesinde ve mide-bagirsak sagliginin iyilestirilmesinde olumlu etkilere
sahiptir (Higgins ve Brown, 2013: 191; Yue ve Waring, 1998: 692).
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DN, bitkisel ¢ig gidalarda dogal olarak bulunabilir ya da gida isleme sirasinda olusturulabilir.
DN, fonksiyonel olarak ele alindiginda yapisina, hidroliz, jelatinizasyon, retrogradasyon gibi
degisimler gegirmesine ve modifiye olmasina gore bes (5) kategoriye ayrilir (Eliasson, 2004:
4). DNI, hiicre duvarlar1 ve gida matrisleri iginde gomiilmiis, boylece amilolizi 6nleyen
fiziksel olarak erisilemeyen nisastay1 icerir. DN2, graniiler formdaki nisastadir ve enzim
sindirimine dayaniklidir (Fuentes-Zaragoza vd., 2011: 407). DN3 olusumunda nigasta once
jelatinlesir ve sonra retrogradasyon icin sogutulur. Retrogradasyon sirasinda polimer
zincirleri, ¢ift heliks olusturmak iizere hidrojen baglarmin olusumu ile yeniden birlesir
(Hsien-Chih ve Sarko, 1978: 28). DN4 kimyasal olarak modifiye edilmis nisastadir ve
esterifikasyon, eterifikasyon veya ¢apraz baglama gibi modifikasyonlari igerir (Ashwar vd.,
2016: 288). DNS5, jelatinlesme igin daha yiiksek sicakliklar gerektiren ve retrogradasyona
daha duyarli olan amiloz-lipit kompleksli nisastadir (Jiang vd., 2010: 5634). DN, insan
bagirsak mikrobiyotasi tarafindan fermente edilerek anaerobik ortamda bulunan bakteriler i¢in
karbon ve enerji kaynagi saglar ve bdylece mikrobiyotanin bilesimini ve metabolik
aktivitesini degistirebilir (Fuentes-Zaragoza vd., 2011: 407). Siganlar iizerine yapilan bir
calismada, DN bakimindan zengin bir diyetin, Lactobacilli, Bifidobacteria ve Streptococci
popiilasyonlarin1 6nemli 6lglide artirdigi, Enterobacteria popiilasyonunu ise azaltarak kalin
bagirsagin enzim metabolizmasini degistirdigi gosterilmistir (Silvi vd., 1999: 522). Ayrica,
DN gibi karbonhidratlarin anaerobik bakteriler tarafindan fermantasyonu sirasinda limen
pH'smmi diisliren ve kanserin olusumuna daha az egilimli bir ortam yaratan SCFA

uretilmektedir (Yao vd., 2009: 2041).

Tapyoka nisastasi, manyok bitkisinin (Manihot esculenta) kokiiniin temel bilesenidir
ve kok agirhiginin yaklasik %80'ini olusturur (Charoenthai vd., 2018: 196). Manyok kolayca
yetistirildiginden, tapyoka nisastasi tedariki siirdiiriilebilir ve ucuzdur ve gida sektériinde rutin
olarak kullanilir (Kasote vd., 2018: 1). Ham tapyoka nisastasinin DN2 igerigi DN3'ten daha
yiksek oldugundan, DN3 igerigini arttirmada nemlendirme ve 1s1l iglemlerin (otoklavlama)
etkili oldugu gosterilmistir (Kasote vd., 2018: 1). Ek olarak, tapyoka nisastasindaki DN3

olusumunun otoklav siiresi ve sicakliga bagli oldugu bulunmustur (Kasote vd., 2018: 1).

Manyok kokenli nisastanin saglik lizerindeki etkileri iyi arastirilmamistir, ancak
literatrde konuyla ilgili sinirli sayida da olsa galismalarin mevcut oldugunu da belirtmek
gerekir. Ornegin, manyok pulpasmimn SCFA'larmn {iretimini arttirdig1 ve insan kolonunun in
vitro similasyon modelinde intlin benzeri “bifidojenik etki” yarattig1 gosterilmistir (de Souza
vd., 2014: 211).
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Tapyoka ve sago direngli nisastalarin probiyotik Lactobacillus acidophilus ve
Bifidobacterium animalis tizerindeki “bifidojenik etkisi” de bilinmektedir (Arshad vd., 2018:
3). Tapyoka nisastasinin mikrobiyal amilomaltaz ve transglukozidaz enzimleri tarafindan
parcalanmasiyla tiretilen uzun zincirli izomaltooligosakkaritlerin (IMO) prebiyotik 6zellikler
sergiledigi ve probiyotik Lactobacillus casei'nin biiyiimesini tesvik ettigi de in vitro olarak
gosterilmistir (Kaulpiboon vd., 2015: 128). Insanlar iizerinde yakin zamanda yapilan bir
calismanin bulgularina gore, tapyoka nisastasi dahil olmak tizere farkli direngli nisastalar
asetat, biitirat ve propiyonat gibi yararli SCFA'larin olusumunu indiiklemistir (Erickson vd.,
2018: 18). Bu kapsamda, grubumuz tarafindan yapilan bir ¢alismada, tapyoka nisastasinin
oral mikrobiyota Uyesi probiyotikler olan Streptococcus salivarius K12/M18 suslarinda birgok
hiicresel stireci degistirerek, bu bakterilerin probiyotik potansiyelini arttirdigi gosterilmistir
(Gurbanov vd., 2020: 205). Buna ragmen tapyoka nisastasinin prebiyotik etkisini ortaya
koyacak daha kapsamli ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.4.Postbiyotikler

Probiyotik kullaniminin olumlu gostergelerini ortaya koyan caligmalara ragmen,
probiyotik hiicrelerin canli formunun tiikketilmesiyle ilgili istenmeyen sistemik enfeksiyonlar
ve asir1 bagisiklik uyarimi gibi yan etkiler de dahil olmak tzere onerilen riskler nedeniyle,
canli probiyotik bakterilerin yerine canli olmayan probiyotik tiirevli biyomolekiillerin, yani
postbiyotiklerin kullanilmas1 s6z konusudur (Karagam ve Tunger 2021: 13). Ongoriilemeyen,
niglere 6zgu aktiviteler ve metabolit tretimi, konak¢i kaynakli gen ekspresyon degisimleri,
firsatc1 enfeksiyonlara neden olma potansiyeli, kommensal bagirsak mikroflorasinin
kolonizasyonuna miidahale etme ve kan veya diger dokulara bakteriyel translokasyon,
probiyotik tiiketiminin teorik riskleri arasindadir (Nataraj vd., 2020: 15). Hastalarda uzun
stireli probiyotik kullaniminin etkilerini inceleyen uzun siireli ve kapsamli klinik ¢alismalar
ise bulunmamaktadir. Ayrica, teknolojik tiretim siirecleri sirasinda canlilik ve safligin
korunmasi da dahil olmak iizere probiyotik hiicrelerin ilag sektorlerinde ve gida iiretimindeki
tim potansiyeli ile kullanimint kisitlayan biyoteknolojik sinirlamalar s6z konusudur. Bu
nedenle arastirmacilar, saglik acisindan olumlu etkileri yoniinden canli probiyotiklere kiyasla
benzer ve hatta artmis biyolojik etkinlik sunan canli olmayan bakterilerin, bakteriyel
bilesiklerin veya postbiyotiklerin kullanimma daha fazla ilgi gostermektedir (Karacam ve

Tuncer, 2021: 15; Rad vd., 2021: 14540).
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Genel semsiye terim olarak postbiyotikler, canli bakteriler tarafindan salinan ¢OzunUr
faktorleri veya metabolik yan riinleri ifade eder (Aguilar-Toalé vd., 2018: 106). Dolayisiyla,
bakteriler tarafindan tretilerek salinan tim fonksiyonel biyoaktif bilesikler yani enzimler,
peptitler, teikoik asitler, peptidoglikan tirevi muropeptitler, polisakkaritler, hiicre ylzey
proteinleri ve organik asitler, postbiyotik tanimina girmektedir (Wegh vd., 2019: 4673).
Postbiyotikler, tanimlanan kimyasal bilesim, giivenlik, kullanim ve saklama kolaylig1, genis
bir pH ve sicaklik araliginda stabilite ve genis spektrumlu antimikrobiyal aktivite nedeniyle
probiyotiklerden daha fonksiyonel olarak kabul edilmektedir (Barros vd., 2020: 2).
Postbiyotiklerin saglhiga yararli etkilerine dahil olan mekanizmalari tam olarak
aydinlatilmamis olmasina ragmen bilimsel veriler, postbiyotiklerin antimikrobiyal,
antioksidan ve immiinomodiilator aktivitelerinin yani sira farkli fonksiyonel ozelliklere de
sahip olduguna dair kanitlar saglamigtir. Bu 6zellikler, mikrobiyota homeostazini ve konakg1
metabolik ve sinyal yollarin1 olumlu etkileyebilir; bdylece spesifik olarak fizyolojik,
immanolojik ve néro-hormonal etki gosterebilirler (Aguilar-Toalé vd., 2018: 107).

LAB kaynakli hiicresiz silipernatantin benzersiz bilesimsel profili, cesitli saglik
gelistirici Ozelliklere sahip biyomolekiiller aramay1 hedefleyen arastirmacilar arasinda ilgi
uyandirmistir. LAB hiicresiz siipernatantlarinin (postbiyotiklerin) diisiik molekiiler agirlikli
(hidrojen peroksit, reuterin, organik asitler, karbon dioksit ve di-asetilen gibi) metabolitler ve
yiksek molekiiler agirlikli (bakteriyosinler ve bakteriyosin benzeri molekiiller)
biyomolekiilleri icerdigi bilinmektedir (Siedler vd., 2019: 139). Organik asitler, aside
toleransli olmayan patojenler i¢cin ¢evre pH'sini diislirerek, bu patojenleri hayatta kalma
kabiliyetini azaltir. L. plantarum suslari tarafindan postbiyotik iiretimi sirasinda, iretici
hicrelerin buytumesini desteklemek icin asetik asit ve laktik asit Gretilir (Savadogo vd., 2006:
9; Foo vd., 2003: 404). Yiiksek organik asit konsantrasyonlar1 ve diisik pH, gida kaynakli
patojenlerin ve organizmalarin bozulmasini 6nleyebilir (Cintas vd., 2001: 282).

Remesy ve arkadaslarma (1993: 858) gore, prebiyotik inulin ve FOS'un
fermantasyonu, onemli miktarda organik asit liretimine yol agar. Ayrica bagirsak igeriginin
asitlesmesini de artirabilir. Dahasi, prebiyotikler, mikrobiyotanin belirli tiyeleri i¢in
fermantasyon elemanlar1 olarak islev goriirler ve hem sayilarint hem de postbiyotik
fermantasyonu arttirirlar (Kareem vd., 2014: 5). Prebiyotiklerin dolayli antimikrobiyal
etkisinin, bakteriyosin ve pH’nin diistirtilmesi yoluyla patojenleri azaltabilen SCFA gibi
fermantasyon Urtinlerinin Gretiminden kaynaklanabilecegi bildirilmistir (Dunkley vd., 2009:
27; Rehman vd., 2009: 76).
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Diyet bilesenlerinin fermantasyonu ile iiretilen postbiyotikler arasinda, Bacteroidetes ve
Firmicutes aile Uyesi suslar tarafindan iiretilen SCFA’lara ve bagirsak mikrobiyotasinin
baslica son {irlinlerine biiyilk Oonem verilmistir. SCFA'lar, bagirsaktaki anti-inflamatuar
ozellikleri ve yararli bakteri suslarinin verimli bir dongl iginde gelismesini destekleme
yetenekleri nedeniyle kapsamli bir sekilde c¢alisilmistir (Corréa-Oliveira vd., 2016: 73).
Gastrointestinal sistemde SCFA 'lar, liiminal pH'y1 azaltabilir ve bazi besin maddelerinin
emilimini artirabilir (Macfarlane ve Macfarlane, 2012: 52). Ayrica, SCFA'lar bagirsak
mikrobiyota kompozisyonunu dogrudan etkileyebilir.

Bir yandan, SCFA 'lar bagirsak mikrobiyotasi i¢in bir karbon kaynagi olarak hizmet
edebilirken, diger taraftan, yiiksek konsantrasyondaki SCFA 'lar baz1 bagirsak mikrobiyota
tirleri (Salmonella spp., Campylobacter jejuni, Listeria monocytogenes vb.) Uzerinde toksik
etkiler sergilerler (Sun ve O’Riordan, 2013: 96). Basta asetat, propiyonat ve biitirat olmak
Uzere SCFA'lar, diyetle alinan prebiyotiklerin fermantasyonu ile dretilir ve hem lokal hem de
sistemik seviyelerde etki gosterebilir (Nataraj vd., 2020: 4). Asetat ve propiyonatin bagirsakta
adsorbe edildigi ve dolasima girerek kaslara ve diger dokulara ulastigi bilinmektedir.
Ozellikle propiyonat karaciger tarafindan alinir. Biitirat, daha diisiik konsantrasyondaki
enterositler icin bir enerji kaynagi gérevi goriir, ancak daha yiiksek konsantrasyonlarda hiicre
dongusund inhibe eder (LeBlanc vd., 2017: 5). Lokal olarak ise SCFA'lar, inflamatuar
bagirsak hastaliklarinda giiclii anti-inflamatuar etkileri agisindan incelenmektedir. Ayrica
bagirsak bariyerinin gelisimini destekledikleri ve kolonda kanserli hiicrelerinin gelisimini
engelleyebildikleri gosterilmistir (Zeng vd., 2019: 1214). Genellikle artan bagirsak mikrobiyal
cesitliligi ve SCFA iiretimi ile iliskilendirilen diyet lifi alimi1 simirlandiginda mikrobiyal
metabolizma, daha verimsiz substratlarin, yani diyet ve endojen proteinlerin ve diyet
yaglarinin fermantasyonuna dogru kayar; bu da daha diisiitk miktarda SCFA (retimine neden
olur ve insan sagligin1 olumsuz etkileyebilir (Makki vd., 2018: 706). Bu baglamda SCFA’lar
norolojik, metabolik ve bagirsak hastaliklarinin tedavisinde umut verici ve potansiyel biyo-

miidahale ajanlar1 olarak nitelendirilmektedir.

Bakteriyosinler, ribozomal olarak sentezlenmis ve gucli bakterisidal veya
bakteriyostatik fonksiyonlara sahip kii¢iik antimikrobiyal peptitlerin bir sinifidir (Perez vd.,
2014: 3). L. plantarum susu tarafindan iiretilen bakteriyosinler plantarisinler olarak bilinir
(Yusuf, 2013: 46). Sinif II bakteriyosinlere ait olan plantarisinler, amfifilik a-sarmal yapilara
sahip, 1stya dayanikli, kiigiik (<10 kDa), hidrofobik peptidlerdir (Heeney vd., 2019: 827).
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Plantarisinlerin klinik olarak bazi patojen bakteriler i¢in yiiksek 6zgiilliige sahip oldugu ve
coklu antibiyotige direncli suslara karsi aktif oldugu bildirilmistir (Perez vd., 2014: 3). L.
plantarum suslari, ST28MS, ST26MS, bacST202Ch, bacST216Ch, ST71KS, AMA-K,
plantarisin B, D, G, K, K25, S, BN, UGL, S, T, C19, CTC 305, CTC 306, 35d, Q7, MG, 163,
ASMI1, EF, JK, N, NC8, ZJ008, vb. gibi genis bir bakteriyosin {iretim yelpazesine sahiptir
(Buntin ve Hongpattarakere, 2014: 74; Dinev vd., 2018: 3; Enan vd., 1996: 210; Gong vd.,
2010: 95; Hata vd., 2010: 96; Liu vd., 2016: 388; Martinez vd., 2013: 380; Todorov ve Dicks,
2005: 321; Todorov vd., 2007: 662; Wen vd., 2016: 435; Zhu vd., 2014: 220).

L. plantarum ST8SH tarafindan salgilanan bir bakteriyosinin ve vankomisin
antibiyotiginin kombine uygulamasi, bazi Listeria monocytogenes suslari tarafindan iiretilen
biyofilmin inhibisyonunu saglanistir (Todorov vd., 2018: 52). Ote yandan baz
bakteriyosinler, patojen mantarlara ve mayalara karsi da etki gostermistir. L. plantarum sp.
TN635 tarafindan saliman BacTN635 plantarisini, patojen maya Candida tropicalis R2
CIP203'e kars1 aktivite gostermistir (Smaoui vd., 2010: 1142). Benzer sekilde L. plantarum
MTCC 9503 ve Lactobacillus acidophilus NCDC 291 tarafindan iiretilen bakteriyosinler,
Alternaria, Aspergillus, Fusarium ve Penicillium gibi birgok mantar tiiriiniin spor canliligini,
spor ¢imlenmesini ve misel biiytimesini azaltmistir (Garcha, 2018: 624). Plantarisinlerin insan
saglig iizerine olumlu etkileri de bildirilmistir. Ornegin, plantarisin E ve plantarisin F’in
l6kosit, hematokrit ve hemoglobin seviyelerini diizenlendigi ve malondialdehit (lipit
peroksidasyonu firlinii) seviyelerini diistirdiigii bildirilmistir (Hanny vd., 2019: 6510). L.
plantarum genomunun pin lokuslarinda on dort farkli plantarisin kodlayan genin kolesterol
diistiricii ve antioksidan aktiviteye sahip olmasi da kayda degerdir (Devi ve Halami, 2019:
18). Bakteriyosin uygulamalarindan biri de potansiyel antikanser ajanlari olarak
kullanilmasidir (Baindara vd., 2018: 10396). Ilging bir sekilde bakteriyosinler, biiyiik
olasilikla saglikli ve kanser hiicrelerinin zarlarinin karakteristik farkliliklar1 nedeniyle, kanser
hiicrelerine karsi secici olarak etki edebilmektedir (Meade vd., 2020: 32). L. plantarum
PBS067 susundan izole edilen plantarisin P1053’iin, saglikl1 hiicrelerin canliligini artirarak ve
kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini azaltarak insan epitel hiicre hatlarinda olumlu etkiler
gosterdigi de rapor edilmistir (De Giani vd., 2019: 9). Diinyada hizla artan mikrobiyal direng
nedeniyle dogal antibakteriyel maddelerin kullanimi gilinlimiiziin acil bir ihtiyaci haline
gelmistir. Bilimsel g¢alismalar, plantarisinlerin dogal ve giivenli antimikrobiyal peptidler
olarak patojen bakteri/mayalara karsi antimokribiyal etkilerinin yani sira antikanser 6zellikler

sergiledigini de ortaya koymustur.
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Dolayisiyla, plantarisinlerin ¢esitli yan etkiler gésteren kimyasal kdkenli ilag molekiillerinin
yerine alternatif biyolojik ajan olarak kullanilmasi 6nerilmektedir (Mokoena, 2017: 1255).

L. plantarum, mukemmel antimikrobiyal aktiviteye sahip 6nemli bir LAB tirt olarak
kabul edilir. Bundan dolay1 L. plantarum suslari, gida endiistrisinde etkili biyo-koruyucular
olarak veya zorlu/inat¢1 patojenlerin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde destekleyici
terapotik ajanlar olarak kullanilabilir. Bu kapsamda L. plantarum kokenli postbiyotiklerin
yeni ve daha etkin bir yaklasim olarak koruyucu ve terapotik alternatifler olarak kullanimi
umut vadetmektedir.

Ozetle tanimlanmis kompozisyonel ve fonksiyonel mikrobiyom degisiklikleri, yaygin
multifaktoriyel hastaliklarin patogenezi ile iliskilendirilmistir. Bu nedenle, mikrobiyomun
degistirilmis metabolit profillerinin ¢ok sayida hastalikla baglantili olabilecegi agiktir. Bu
degismis metabolit seviyeleri ve kombinasyonlari, bagisiklik fonksiyonunu ve metabolizmay1
ve ayni zamanda fizyolojik fonksiyonlar1 etkileyebilir (Blacher vd., 2017: 578). Son veriler,
diyetin mikrobiyota kompozisyonunu dolayisiyla olusacak metabolit profillerini
etkileyebilecegini gostermekte olup, diyet-mikrobiyom iligkisinin konak¢i organizma
fizyolojisi Uzerinde son derece Onemli etkileri olduguna isaret etmektedir. Tapyoka
nisastasinin bagirsak bakterileri iizerindeki "bifidojenik etkisi" ve probiyotik bakteriler
tarafindan fermente edilebilirligi hakkinda literatiirde yer alan ¢aligmalar olduk¢a sinirhidir.
Bu tez ¢alismasi kapsaminda, direngli tapyoka nisastasinin tek basina ve yagsiz siit tozu ile
kombinasyon halinde probiyotik L. plantarum {izerindeki probiyotik aktivite uyarici
etkilerinin incelenmesi amacglanmistir. Prebiyotikler ile desteklenen L. plantarum hiicresiz
post-fermantasyon ortamimnin anti-mikrobiyal, anti-biyofilm ve anti-kanser etkinlikleri
arastirilarak, hiicresiz post-fermantasyon ortaminin mevcut metabolit igerigi FTIR

spektroskopisi ile teknigi ile incelenmistir.
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3. MATERYAL METOT

3.1. Besiyerinin Hazirlanmasi ve Bakteriyel Biiyiime Kosullar:

Ortam bilesenlerinin L. plantarum biiyiime kinetigi iizerindeki etkisini ve L. plantarum
hiicre icermeyen siipernatantinin anti-bakteriyel ve anti-kanser etkilerini degerlendirmek igin
probiyotik bakteriler, tek basimma veya kombinasyon halinde tapyoka modifiye nisastasi
(Tapioca Modified Starch-TMS) ve yagsiz siit (Skim Milk-SM) ile inkibe edilmistir. TMS,
bunzen beki lizerinde kaynatilarak dH20 ile ¢ozindirilmistir. Takiben De Man, Rogosa ve
Sharpe (MRS) s1v1 besiyeri bilesenleri (kazein pepton 10 g/L, et oziitii 8 g/L, maya 0ziitii 4
g/L, di-potasyum fosfat 2 g/L, Tween 80 1,1 mL/L, di-amonyum hidrojen sitrat 2 g/L, sodyum
asetat 5 g/L, magnezyum sulfat 0.2 g/L, manganez sulfat 0.04 g/L) glikoz hari¢ olmak Uzere
¢ozlinmiis TMS {izerine ilave edilerek elde edilen besi yeri 121°C 'de 15 dakika
otoklavlanmistir. Alevle kaynatma ve ardindan otoklavlama sonucunda hem kiiltiir islemi i¢in
gerekli steril kosullar saglanmis hem de probiyotik bakteriler tarafindan metabolize edilecek
TMS'nin direngli nisasta oranlar1 artirtlmistir (Kasote vd., 2018: 1). Yagsiz siit tozu (%0 yag,
Sigma) dH20 iginde ¢ozindulrilmiis ve 90°C'de 5 dakika sterilize edilerek TMS'li veya
TMS'siz sterilize edilmis ve sogutulmus MRS ortamina ilave edilmistir. Aksi belirtilmedikge
MRS ortami, yalnizca potansiyel birincil karbon kaynagi olarak TMS'nin etkisini belirlemek
icin glikozsuz (G-) olarak hazirlanmistir. Karsilagtirma igin pozitif kontrol olarak glikoz
iceren (G+) MRS besi yeri (20 g/L glikoz) kullanilmistir. L. plantarum B-1846 susu (Lp
olarak kisaltilmistir), daha once bildirildigi sekli ile (Gurbanov vd., 2021: 200) diisiik oksijen
kosullari altinda 37°C'de c¢alkalama inkiibatorde (160 rpm) ve yukarida belirtilen farkli besi
yeri ortamlarinda (Tablo 3.1) biiyiitiilmiistiir. Probiyotik bakteri inokiile edilmemis ancak ayni
kosullarda inkiibe edilen besi yeri “sadece besi yeri (Only medium-OM)” kontroll olarak

kullanilmastir.
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Tablo 3. 1. Deneysel Kosullar

Lactobacillus plantarum biiyiimesi i¢in kullanilan bilyiime ortamlari. Lp: Lactobacillus plantarum; TMS:

Modifiye tapyoka nisastasi; MRS broth: De Man, Rogosa ve Sharpe; SM: Yagsiz siit tozu; G: Glikoz

Calismada kullanilan Lactobacillus plantarum biiyime ortamlari

Lp+MRS | Lp+ MRS broth | Lp + MRS broth | Lp + MRS broth | Lp + %2 (v/w)
broth + 9%1.0 (v/w) +9%0.5 (v/w) +9%0.5 TMS glikoz iceren
G(-) SM T™MS (viw) + G(+) MRS broth

G(-) G(-) 9%1.0 (v/iw) SM
G(-)

3.2. Buyume Dinamiklerinin Belirlenmesi

Bakteri kulturlerinin buyume dinamiklerinin belirlenmesi icin, kiltirlerin 600 nm'de
(ODes0o) optik yogunluklari 72 saat boyunca 2 saatte bir 6l¢iilmiistiir. Ayrica fermantasyon
ortaminin pH degisimini belirlemek icin her 2 saatte bir numune alinarak pH metre cihazinda
Olcim yapilmistir. Her bir deney kosulunda probiyotik canliligi belirlemek i¢in CFU'lar
(Koloni Olusturan Birimler) sayilmis ve CFU/mL olarak hesaplanmistir. Bunun igin 100 pL
numuneler 1 mL MRS broth icinde seri dilisyonlara (1071-107) tabi tutulmus ve her
dilisyondan 100 pL alinarak MRS agar plakalarina yayilmistir. Plakalar, 37°C'de 48 saat
streyle inkiibe edilmis, inkiibasyonun sonunda koloniler sayilarak CFU/mL degerleri

belirlenmistir.

3.3. Hiicresiz Post-Fermantasyon Ortamin Elde Edilmesi

Biyofonksiyonel ¢alismalarda kullanilmak tizere hiicresiz siipernatantlar, daha once
bildirildigi gibi elde edilmistir (Tuncer ve Karagam, 2020: 2828).
yukarida belirtildigi sartlar altinda 14 saat boyunca 15 mL falkon tlplerde biydtilmiis,
4°C'de 1844 xg'de 10 dakika

santrifiijlenmis, ardindan siipernatanlar toplanarak mikrofiltrasyona (0.22 um PES membran)

Kisaca, L. plantarum,

inkiibasyon sonunda fermantasyon ortami stireyle
tabi tutulmustur. Tez c¢alismasi kapsaminda filtratlar, L. plantarum'un hicre igermeyen
stipernatantin1 (Lp supernatant) belirtmek icin "SLp" olarak adlandirilarak 1.5 mL steril
eppendorf tiiplerine alikotlanarak toplanmis ve sonraki deneylerde kullanilmak iizere -80°C'de

saklanmustir.
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3.4. Antibakteriyel Aktivitenin Belirlenmesi

L. plantarum hicresiz post-fermantasyon ortaminin antibakteriyel aktivitesi,
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) ve Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603)
Uzerinde analiz edilmistir. P. aeruginosa ve K. pneumoniae suslari, kazein 17 g/L, soya
peptonu 3 g/L, sodyum klorir 5 g/L di-potasyum fosfat 2.5 g/L, dekstroz 2.5 g/L iceren triptik
soya besiyeri (TSB; Merck Cat No: M105459.0500) ortaminda biiyiitiilmistiir. Her iki susun
gecelik kiilturi (10° CFU/mL) 96 kuyulu plakalarda (Nest Scientifc, Maryland, ABD) % 50
(v/v) hiicresiz post-fermantasyon ortami (TSB icinde) veya kontrol biiyliime ortami (%50 v/v
OM, TSB icinde) ile 37°C'de 24 saat boyunca g¢alkalanmadan inkiibe edilmiistiir. Probiyotik
hlicre icermeyen siipernatantlarin patojen biiytimesini inhibe edici etkilerini belirlemek igin P.
aeruginosa ve K. pneumoniae suslarinin ODeggo degerleri, 24 saatlik inkiibasyonun sonunda
cok kuyulu plaka okuyucu (Multiskan FC, Thermo Scientifc, Massachusetts, ABD)
kullanilarak belirlenmistir. Agar spot plaka deneyleri icin, P. aeruginosa ve K. pneumoniae,
96 kuyulu plakalarda % 50 (v/v) hiicresiz post-fermantasyon ortami (veya kontrol biiyiime
ortami, OM) iceren TSB'de 24 saat blyutuldikten sonra TSB igerisinde seri seyreltmeye tabi
tutulmus, her seyreltmeden 3.0 ulL alinarak triptik soya agar (TSA) petrilere damlatma
yapilmis ve petriler gece boyunca 37°C'de inkiibe edilmistir. Damlatmalar, G: BOX Chemi

XRQ goriintiileme sistemi (Syngene, Ingiltere) kullanilarak fotograflanmistr,

3.5. Antibiyofilm Aktivitenin Belirlenmesi

L. plantarum hiicresiz siipernatantinin anti-biyofilm etkisinin belirlenmesi igin statik
biyofilm olusum deneyleri daha 6nce belirtildigi sekli ile ancak bazi modifikasyonlar
uygulanarak gerceklestirilmistir (Zamani vd., 2017: 40). Bunun igin, biyofilm Grettigi bilinen
bir bakteri olan P. aeruginosamin gecelik kiiltiirii 106 CFU/mL olacak sekilde 96 kuyulu
polistiren plakalara (Nest Scientifc) 100 pL/kuyu olarak inokule edilerek 8 saat boyunca
37°C'de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda kuyulardaki besiyeri uzaklastirilmis ve
plakalar, planktonik hucreleri uzaklastirmak i¢in kuyu basina 120 pL fosfat tamponlu tuz
cozeltisi (Phosphate Buffered Saline-PBS) ile ii¢ kez yikanmustir. Takiben, kuyu basma 120
uL L. plantarum hiicresiz post-fermantasyon ortami ve her grubun kontrol ortami (OM)
eklenmis ve plakalar 37°C'de 24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyonun sonunda L. plantarum
hiicresiz siipernatantit veya OM uzaklastirilmis ve kuyular U¢ kez dH20 ile yikanmustir.
Fiksasyon i¢in kuyulara 150 uL metanol eklenmis ve plakalar, oda sicakliginda 15 dakika

inkibe edilmistir.
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Metanol uzaklastirilip oda sicakliginda kuruma gerceklestikten sonra, kuyularinda
olusan statik biyofilmler, kristal mor (Crystal violet-CV) boyama yontemi ile
degerlendirilmistir (Tuncer ve Karagam, 2020: 2828). Bu amagcla her kuyuya 130 pL % 0,1
(w/v) CV (Sigma-Aldrich) boya solisyonu eklenerek plakalar 15 dakika oda sicakliginda
inkibe edilmis, inkiibasyon sonunda boya uzaklastirilmis ve dH20 iceren kaplara plakalarin
daldirilmasi suretiyle {li¢ kez yikama yapilmistir. Oda sicakliginda gercgeklestirilen kurutmadan
sonra biyofilme bagli CV'yi ¢6zmek i¢in her bir kuyuya 130 puL % 30 asetik asit (v/v, dH20
icinde) eklenmis, her kuyunun OD'si, ¢ok kuyulu plaka okuyucu (Multiskan FC, Thermo
Scientific) kullanilarak 550 nm'de 6lciilmiistiir. Inokiile edilmemis kiiltiir ortami iceren

kuyular, kor (blank) olarak kullanilmistir.

3.6. Hucre Kultdrd, Muamelesi ve MTT Deneyleri

Probiyotik hiicre icermeyen supernatantlarin anti-kanser etkinligi, HCT-116 kolon
kanseri hticreleri tzerinde in vitro olarak arastirilmistir. Calismada kullanilan HCT-116 kolon
kanseri hicreleri, %10 fetal sigir serum (FBS), %1 pen/strep, 2.8% v/v NaHCOs3 (7.5%, w/v)
iceren, 10.5 g/L RPMI-1640 (cat. no: 11-100; Biological Industries, Israil) besi yerinde (pH
7.5), 37°C’de, % 5 CO2, %95 hava iceren nemli inkiibatorde buyutllmistir (Karagam ve
Tuncer, 2021: 10).

Hcresiz post-fermantasyon ortaminin kolon kanseri hiicreleri Uzerindeki etkisini
belirlemek icin MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) deneyi
yapilmistir (Onat vd., 2019: 25). MTT deneyi, biyolojik olarak aktif olan hicrelerde
tetrazolyum bilesiginin, Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) bagimli hiicresel
oksidoredliktaz enzimleri tarafindan mor renkli c¢ozinmeyen formazana indirgenmesi
prensibine dayanir(Kuete vd., 2017: 275). Olusan formazan kristalleri uygun bir cozelti
kullanilarak ¢ozdiirtiliir ve renk degisimi 500-600 nm’de Olgiiliir. Cozelti ne kadar koyu
olursa, metabolik olarak aktif (canli) hiicrelerin sayist o kadar fazla olur (Mosmann, 1983:
59).

MTT deneyi icin HCT-116 hiicreleri, 96 kuyulu bir plakaya 1x10* hiicre / kuyu olarak
sekilde ekilmis ve sonraki giin, % 30 (v/v), post-fermantasyon hicresiz siipernatant (SLp)
veya kontrol ortami1 (OM) iceren RPMI-1640 besi yeri ile inkiibe edilmistir. 37°C'de ve % 5
COz2, % 95 hava inkiibatoriinde 24 saat inkiibasyonun ardindan besi yeri uzaklastirilmis ve
hicreler, 1.2 mM MTT igeren 100 pL besi yeri ile 4 saat boyunca 37°C'de inkibe edilmistir.
MTT indirgeme trunt formazan kristallerini ¢6zmek icin SDS-HCI ¢ozeltisi kullanilmistir.
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Bunun icin her bir kuyuya 100 uL SDS-HCI (10 ml 0.01 M HCI iginde 1 g SDS)
cozeltisi eklenmis ve plakalar 16 saat boyunca 37°C’de inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda ise her bir kuyudaki renk degisimi 570 nm absorbansta, ¢ok kuyulu
plaka okuyucu (Multiskan FC, Thermo Scientific) kullanilarak oOl¢iilmis ve MTT
indirgenmesi, kontrol ortami (OM) ile muamele edilmis hiicrelere gore ylzde olarak
hesaplanmistir. Blank olarak MTT ajan1 ve SDS eklenmis ancak hiicre icermeyen kuyulardan
alinan absorbans degerleri kullanilmistir. Hiicreler, MTT ve western blot deneyleri éncesinde
Nikon Eclipse TS100 (Japonya) ters 151k mikroskobu ile 4X objektif lens ile gézlenmis ve

Toupcam (Cin) HD kamera ile fotograflanmistir.

3.7. Hicresiz Post-Fermantasyon Ortamindan Protein Coktiirme

Hicresiz post-fermantasyon ortaminda bulunan proteinler, trikloroasetik asit (TCA)-
aseton yontemi kullanilarak ¢oktiiriilmistiir (Link ve LaBaer, 2011: 993). Proteazlari inhibe
etmek icin fenilmetil stlfonil florir (PMSF, 1mM) eklenmis orneklere (1 mL), 0.11 hacim
buzda beklemis % 100 (v/w) TCA c¢ozeltisi ilave edilmistir (1 mL numune i¢in 110 pL). 10
dakika boyunca buz tizerinde inkiibasyon ardindan 500 uL buzda beklemis % 10 (v/iw) TCA
sollisyonu eklenmis ve 20 dakika boyunca buz iizerinde inkiibasyona devam edilmistir. +4°C
‘de 30 dakika boyunca 20.000 xg'de gergeklestirilen santrifiij sonunda stipernatant, protein
pelletini bozmadan dikkatlice uzaklastirilmig ve pellete 500 uL soguk aseton ilave edilmis ve
pelleti yikamak i¢in tiip nazikce bir -iki kez calkalanmistir. TUpler 20.000 xg'de 10 dakika
streyle +4°C'de santrifiij edilmis ve protein pelletini bozmamak icin supernatant cok dikkatli
bir sekilde uzaklastirilmistir. Protein pelleti, tiip kapag1 agik (20 dakika) birakilarak havayla
kurutulmustur. Pellet 50 uL 2x SDS yiikleme tamponunda siispanse edildikten sonra 100°C'de
10 dakika inkibe edilmistir. Orneklere SDS yiikleme tamponu eklendiginde, bromofenol
mavisi igeriginden dolayr mavi renk olusur, mavi yerine koyu sar1 goriiniiyorsa TCA
kontaminasyonunu gosterir (Link ve LaBaer, 2011: 994). TCA kalintisindan kurtulmak icin
protein Orneklerine 1 M Tris-HCI tampon soltsyonu (pH 8.0) damlatilmis ve mavi renk
almasi saglanmistir. Bu sekilde denatiire edilen protein Ornekleri ya hemen SDS-PAGE
deneyinde kullanilmis ya da daha sonra kullanilmak {izere -80°C'de saklanmigstir. Saklanmasi

halinde kullanimdan 6nce bir kez daha denatiirasyon uygulanmistir.
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3.8. Sodyum Dodesil Sulfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

2.6 mL dH20, 2.1 pL 4x ayirma tamponu (0,5 M Tris 181.7 g/L, SDS 3.84 g/L, pH
6.8), 3.3 mL akrilamid/bis akrilamid, 40.0 pL amonyum persiilfat ve 10.0 uL TEMED’ten
olusan % 12.5 ayirma (separating) jeli () ve 1.8 mL dH20, 780 uL 4x yigilma tamponu (5 M
Tris 60.56 g/L, SDS 3.84 g/L, pH 8.8), 400 pL akrilamid/bis akrilamid, 15.0 pL amonyum
persulfat ve 3.75 uL TEMED’ten olusan % 4 yigilma (stacking) jelinden (olusan protein jeli
hazirlanmis ve proteinler, SDS-PAGE sistemi (OmniPage Mini, Clever Scientific)
kullanilarak ayrilmistir. Bunun igin 2x SDS yikleme tamponunda denatiire edilmis proteinler
30 uL olacak sekilde kuyulara yuklenerek 70V'de stacking jel (Ust jel) ve 110V'de separating
jel (alt jel) boyunca yurutlilmistir. Yiritme islemi bittiginde jel 15 dakika boyunca
Coomassie brillant mavi G-250 boyama tamponunda (% 50 metanol, % 10 asetik asit, % 0,1
Coomassie brillant mavi) shaker kullanilarak inkiibe edilmistir. 15 dakika sonunda sonunda
jel % 10 (v/v) asetik asit, % 40 (v/v) metanol ve % 50 dH2O igeren yikama soliisyonuna
alinarak gece boyunca, oda sicakliginda, shaker tizerinde inkibe edilmistir. Boyadan
arindirilan  jel, G: BOX Chemi XRQ jel dokiimantasyon sistemi (Syngene) ile
gorinttlenmistir. Eksprese edilen proteinlerin toplam miktarlari (% bant alani), ImageJ
(https://imagej.nih.gov/ij/) goriintii isleme programi kullanilarak hesaplanmistir. 11-245 kDa
Protein Ladder (Applied Biological Materials Inc. Cat.No: G266), protein bantlarinin
molekiiler agirligint (MW) belirlemek i¢in kullanilmistir.

3.9. Western Blot

HCT-116 kolon kanseri hicresinin L. plantarum post-fermantasyon ortami ile
muamele edildiginde apoptozisi tetikleyip tetiklemedigini degerlendirmek igin, anti-apoptotik
protein X'e bagli apoptoz inhibitdriiniin (XIAP) ekspresyon seviyelerindeki degisiklikler
western blot kullanilarak incelenmistir. Bu amagla HCT-116 hiicreleri, 24 kuyulu plakaya
3x10° hiicre/kuyu olacak sekilde ekilmistir. Gece boyunca inkiibasyonun ardindan hiicreler, %
30 (v/v) post-fermantasyon hiicresiz ortam (SLp) veya kontrol ortami (OM) ile 24 saat
boyunca 37°C'de ve %5 CO;,, %95 hava iceren inkiibatorde inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun
sonunda besi yeri uzaklastirilmig ve toplam hiicre proteinleri daha dnce belirtildigi sekilde
izole edilmistir (Tuncer vd., 2020: 334). Total protein izolasyonu igin hiicreler buz tzerinde,
soguk PBS kullanilarak yikanmis ve lizis, proteaz (Roche, Switzerland) ve fosfataz inhibitor
kokteyli (Roche) iceren 60 pL T-PER (Thermo Scientific) protein ekstraksiyon tamponu

kullanilarak yapilmistir.
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Lizis tamponu eklenen hiicreler eppendorflara hiicre kaziyici (scraper) kullanilarak
toplanmistir ve her 10 dakikada bir kuvvetli bir sekilde vortekslenerek 30 dakika boyunca buz
tizerinde inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda proteinler, 14.000 xg’de, 4°C’de, 15 dakika
boyunca santrifujlenen 6rneklerin tist fazinin toplanmasi ile elde edilmistir. Western blot’ta
kullanilacak proteinlerin miktar tayini i¢in Bradford ajani (Comassie Plus Protein Assay
Reagent, Thermo Scientific) kullanilmistir. Bunun icin éncelikli olarak BSA (Bovin Serum
Albumin)’nin bilinen konsantrasyonlar1 ile bir standart egri olusturulmustur. Bu egrinin
olusturulmasinda iiretici firmanin (Comassie Plus Protein Assay Reagent, Thermo Scientific,
ABD, Cat.N0:23238) talimatlar1 takip edilmistir. Kullanilan BSA diliisyonlar1 Tablo 3.2’de
verilmistir. Western blot’ta SDS jele yiiklenecek proteinlerin miktarini belirlemek amaci ile

protein konsantrasyonu, elde edilen bu standart egriye gore belirlenmistir (Sekil 3.1).

Western blot i¢in, 15 pg protein, % 12 SDS, % 30 B-merkaptoetanol, % 30 gliserol, %
0.02 bromofenol mavisi, 375 mM Tris HCI (pH 6.8) igeren 6X yiikleme boyasi ile 95°C'de 6
dakika kaynatilmis, % 10’luk ayirma (separating) jeli ve % 4’lik yigilma (stacking) jeli
olacak sekilde hazirlanan SDS-PAGE’e yiiklenmis ve 70V'da stacking jel (st jel) ve 110V'da
seperating jel (alt jel) boyunca yirutilmustir. Jeldeki proteinlerin Poliviniliden florir (PVDF)
membrana aktarimindan 6nce membran 30 saniye metanol ile aktive edilmis ve ardindan 5
dakika transfer tamponunda bekletilmistir. Proteinler Hoefer TE70XP yari-kuru transfer
sistemi (Massachusetts, ABD) kullanilarak 200 mA'da 1.5 saat siireyle poliviniliden difloriir
(PVDF) membrana aktarilmistir. Membran, TBS-T (Tris tamponlu salin, % 0.1 Tween 20)
igerisinde hazirlanan % 5 yagsiz siit tozu ile 1 saat bloke edildikten sonra, XIAP (Cat. No: sc-
11426, Santa Cruz Biotechnology, Texas, ABD; % 5 yagsiz siit icinde 1:300 seyreltme)
antikoru ile gece boyu, +4°C'de inkube edilmistir. Gliseraldehit-3-Fosfat Dehidrojenaz
(GAPDH, kat. No: sc-25778, Santa Cruz Biotechnology; % 5 yagsiz siit icinde 1:1000
seyreltme) ise yiikleme kontrolii olarak kullanilmigtir. Primer antikor toplandiktan sonra
membran 3 kez 15 dakika boyunca 1X TBS-T ile yikanmis ve ardindan HRP konjuge ikincil
antikor (G-HRP, kat. no: bs-0295, anti-rabbit, Bioss, Massachusetts, ABD; % 5 yagsiz siit
icinde 1:1000 seyreltme) ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilmistir. 3 kez 15 dakika
boyunca 1X TBS-T ile yikanan membran, ECL soliisyonu (Bio-Rad, California, ABD)

kullanilarak Syngene G: BOX goriintiileme cihazinda gorlintilenmistir.
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Tablo 3. 2. BSA Standart Egrisi i¢in Seyreltme Semasi (Calisma Araligi = 100-1500 pg /

mL)
Ependorf etiketi Diliisyon miktari BA (emg/ml) | Final BA
kaynag1 ve hacmi konsantrasyonu
A 0 300 pl stok BSA 2000 pg/ml
B 125 pl 375 ul stok BSA 1500 pg/mi
C 325 pl 325 pl stok BSA 1000 pg/ml
D 175 pl 175 pl B dilisyonu | 750 pg/ml
E 325 pl 325 ul C dilisyonu | 500 pg/ml
F 325 pl 325 pl E diltisyonu | 250 pg/ml
G 325 ul 325 ul F dilisyonu 125 pg/ml
H 400 pl 100 pl G diltsyonu | 25 pg/mi
I 400 pl 0 0 pg/ ml = Blank

o o =
o o [ [N)

ABSORBANS (OD )
o
N

0.2

BSA STANDART GRAFiIGI

500

y-=0,0005x +0,0344
R2=0,98671

1500 2000 2500
Protein konsantrasyonu (pg/ml)

Sekil 3. 1. BSA Standart Grafigi
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3.10. ATR-FTIR Spektroskopi Olguimleri ve Veri Analizi

L. plantarum hucresiz post-fermantasyon ortami igerisindeki metabolitler FTIR teknigi
kullanilarak incelenmistir. 10 pL hiicresiz post-fermantasyon ortami, ATR (Attenuated Total
Reflectance) iinitesinin (MIRacle, PIKE) Zn/Se kristali tizerine yerlestirilmis ve inert azot
gaz1 (N2) ile 5 dakika streyle kurutulmustur. Ornekler ATR-FTIR spektrometresi (Frontier
FTIR Spectrometer, Perkin Elmer) ile 4 cm™ ¢ozunurliuk, 32 tarama olarak 4000-650 cm™
spektral araliginda toplanmistir. Spektrumlar her biri iki teknik replike icermek (zere ug
biyolojik replikeden hem bakteriyel post-fermantasyon ortamlart hem de bakteri
uygulanmamis kontrol ortamlar1 i¢in elde edilmistir. Her bir post-fermantasyon ortaminin
spektrumunun karsilik gelen kontrol besi yeri spektrumlardan fark: alinarak elde edilen fark
(difference) spektrumlar, detayli spektral veri analizleri i¢in kullanilmistir. Spektrumlarin
eldesi Spectrum One (Perkin Elmer) yazilimi ile, spektral veri analizi OPUS 5.5 (Bruker)
yazilimi kullanilarak gergeklestirilmistir. Incelenen spektrumlardan elde edilen her bir gruba
ait ortalama spektrumlar, degisimlerin gorsel ifadesi i¢in temel ¢izgi (baseline) diizeltmesi
yapilip normalize edilmis olup, detayli spektral analizlerde ise ham spektrumlarin OPUS 5.5
(Bruker) yazilimi ile farkli spektral bolgelerde ikincil tiirevleri alinarak vektor-
normalizasyonu uygulanmis ve % 10 sensivity pikler secilmistir. Bu sekilde islenen
spektrumlardaki cesitli biyomolekiillere 6zgii bantlarin birim zamandaki dalga sayis1 ve

mutlak yogunluklari (absolute intensity) analiz edilmistir (Gurbanov ve Tunger, 2021; 15).

3.11. istatistiksel Analiz

Sonuglarin istatistiksel degerlendirmeleri ve grafik ¢izimleri GraphPad Prism 6.01
(GraphPad, ABD) kullanilarak yapilmistir. Veriler unpaired t-test uygulanarak analiz edilmis
olup anlamlilik dereceleri P 0,05 *, P < 0,01 ** P < 0,001 *** P < 0,0001 **** olarak
belirtilmistir. Sonuglar ortalama (Mean) + standart hata (SEM-standard error of the mean)
olarak ifade sunulmustur. Deneyler her biri en az dort teknik replikeden olusmak iizere en az

iki kez tekrarlanmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Modifiye Tapyoka Nisastasi ve Yagsiz Siit Tozunun Lactobacillus plantarum

Biyime Dinamikleri Uzerindeki Etkisi

Glikoz icermeyen ancak SM (Lp-SM) ve TMS (Lp-TMS) ile tek basma veya
kombinasyon halinde (Lp-TMS+SM) MRS besiyeri icerisinde 72 saat boyunca inkibe edilen
L. plantarum'un biyumesi, 600 nm’de optik yogunluklar 6lgllerek belirlenmistir (Sekil 4.1a).
Inkiibasyon boyunca, her 2 saatte bir bakteri kiiltiirlerinin pH's1 élgiilerek biiyiime ortaminin
pH’sindaki degisiklikler de belirlenmistir (Sekil 4.1b). Onceki raporlara gére (Minato ve Suto,
1979: 82; Crittenden vd, 2001: 3472), optik yogunluklar ve CFU sayilar1 arasindaki
tutarsizlik, probiyotik bakterilerin nisastaya yapistigint gosterir. Belirli bakterilerin nisasta
graniillerine baglanabildigi ve bu baglanma yeteneginin popiilasyonun optik yogunlugunun
azalmasina neden oldugu bilindiginden (Minato & Suto, 1979: 82), L. plantarum’'un biyime
modeli, her bitylime kosulu i¢in CFU sayimlar1 yapilarak da incelenmistir (Tablo 4.1). CFU
sayilari, glikoz igermeyen biiylime ortamina SM eklenmesinin L. plantarum buyumesini
arttirdigin1 ve yagsiz siit tozu igeren ortama ayrica tapyoka nigsastasinin eklenmesinin
(TMS+SM) probiyotik bakterilerin bliytimesini tesvik ettigini gostermektedir. Ayrica bakteri
Uremesinin bir gostergesi olarak, SM veya SM+TMS ile buyuttlen L. plantarum i¢in basta
laktik asit olmak Qzere organik asitlerin Uretiminden kaynaklanmak U(zere fermantasyon
ortaminin pH'sinda bir diisiis de gézlenmistir (Ummadi ve Curic-Bawden, 2010: 110): Lp ve
Lp-TMS gruplar i¢in biiyime ortaminin pH’s1, bakteri biiyiimesi duragan faza ulagmadan
oncepH 5.5’i gosterirken, Lp-SM ve Lp-TMS+SM gruplari i¢in ortamim pH seviyesi 5.0
civarina diigmiistlr (Sekil 4.1b). Biiylime egrilerine dayanarak elde edilen bir diger sonug,
duragan fazin baslangicinin inokiilasyonu takiben yaklasik 14 saat sonra olmasidir (Sekil
4.1a). Onceki galigmalarda L. plantarum tarafindan iiretilen antimikrobiyal biyomolekiillerin
konsantrasyonunun, blyumenin duragan fazinin baglangicinda maksimuma ulagtigi rapor
edildiginden (Messi ve digerleri, 2001: 195), probiyotik stpernatantlar, bundan sonra
gerceklestirilecek olan biyofonksiyonellik deneylerinde kullanilmak tizere 14 saatlik

inkiibasyondan sonra toplanmustir.
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Sekil 4 1. Modifiye Tapyoka Nisastasi ve Yagsiz Siit Tozu Varliginda Biiyiitiilen
Lactobacillus plantarum'un Buyime Dinamikleri
72 saat boyunca, a) L. plantarum'un biyiimesi 600 nm'de optik yogunluklari 6lgiilerek belirlenmis ve b) biiylime
ortaminin pH's1 2 saatte bir dl¢iilmiistiir. Biiyiime ve pH egrileri zamanin fonksiyonu olarak ¢izilmistir. Ug
bagimsiz tekrara ait sonuglar ortalama + SEM olarak sunulmusgtur. Lp: Lactobacillus plantarum; SM: Yagsiz siit;
TMS: Modifiye tapyoka nisastasi; G: Glikoz.
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Tablo 4. 1. Yagsiz Siit Tozu Ve Modifiye Tapyoka Nisastas1 Varliginda Biiyiitiilen

Lactobacillus plantarum'un Koloni Olusturan Birimleri (CFU'lar)

Her saat icin belirlenen hiicre sayilar1 CFU/mL olarak ifade edilmistir. U¢ bagimsiz tekrara ait sonuglar ortalama

+ SEM olarak sunulmustur. Istatistiksel anlamlilik, Lp gruplarina gére t-test kullanilarak belirlenmistir (P <0.01

** P <0.001 *** P<0.0001 **** ns=non-significant).

Deneysel CFU/mL
Gruplar
10s 14's 34s 72s
Lp 8.833x10" + 2.557x108 + 1.850x10% + 9.400 x 10" +
1.764x10° 1.417 x107 1.732x10° 3.055x10°
Lp-SM 1.747x108 + 1.043x10° + 1.337x10° + 1.000x107 + 0.0
1.525x107 (**) | 1.202x10’ 4.485x10’ (***)
(****) (****)
Lp-TMS 8.967x10" + 2.745x10° + 2.677x10° + 1.807x10%+
1.041x107 (ns) | 4.550x10’ 3.528x10° 1.719x10’
(ns) () ()
Lp-TMS+SM | 1.565x108 + 2.235x10° + 6.850x108 + 2.000x107 + 0.0
2.500x10° 1.350x108 5.500x10’ (***)
(***) (***) (**)
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4.2. Lactobacillus plantarum  Hucresiz  Post-fermantasyon  Ortaminin
Pseudomonas aeruginosa ve Klebsiella pneumoniae Patojenlerine Karsi Antibakteriyel
Etkisi

Farkli deney gruplarindan toplanan ve SLp, SLp-SM, SLp-TMS, SLp-TMS+SM ve
SLp-G(+) olarak adlandirilan hicresiz post-fermantasyon ortamlarimin (toplam hacimin %
50’si olarak uygulanmak tizere), P. aeruginosa (Sekil 4.2) ve K. pneumoniae (Sekil 4.3)
patojenlerine karsi antibakteriyel etkisi test edilmistir. Pozitif kontrol olarak SLp-G(+)
kullanilmis ve her deneysel kosulun OM'si de test edilmistir. 24 saatlik inkiibasyon
sonrasinda, probiyotik siipernatanlarin patojenleri biiyltimesi {izerindeki etkisi, patojen
kiiltiirlerinin 600 nm'de optik yogunluklart Slgiilerek ve sonrasinda agar spot plaka testi
kullanilarak analiz edilmistir. Hem P. aeruginosa hem de K. pneumonia igin, L. plantarum'un
tim deney gruplar1 patojenlerin hiicre canliligini azaltmis; bununla birlikte en belirgin
inhibisyonlar, SLp-SM ve SLp-TMS+SM gruplarinda elde edilmistir. Dikkat cekici bir
sekilde, SLp-SM ve SLp-TMS+SM gruplari, pozitif kontrol olarak kullanilan SLp-G(+)
grubuyla benzer sekilde, K. pneumoniae Uzerinde daha kuvvetli bir inhibe edici aktivite

gostermistir.
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Sekil 4 2. Lactobacillus plantarum Hiicresiz Post-Fermantasyon Ortaminin Pseudomonas

aeruginosa Uzerindeki Antibakteriyel Etkisinin Arastiriimasi

a) 24 saat boyunca % 50 (v/v) oraninda L. plantarum post-fermentasyon besi yeri veya sadece besi yeri (OM) ile
inklibe edilen P. aeruginosa'nin iiremesi, her bir deney grubuna ait OM’ye gore normalize edilerek yiizde olarak
verilmistir. b-d) Hiicre biiylimesinin gorsellestirilmesi igin hiicresiz post-fermantasyon ortami veya kontrol
ortami (OM) ile inkiibasyonun ardindan agar spot plaka deneyleri yapilmistir. Deneyler, her biri dort teknik
kopya iceren (¢ biyolojik replike olarak tekrarlanmig ve sonuglar ortalama + SEM olarak sunulmusgtur. SLp-SM,
SLp-TMS, SLp-TMS+SM ve SLp-G(+) gruplarin1 SLp grubu ile karsilagtirmak igin t-testi kullanilmigtir (P <
0.01 ** P <0.001 *** P <0.0001 **** ns: non-significant). SLp: L. plantarum siipernatanti; SLp-SM: Yagsiz
slit tozu varhiginda biyiitilen L. plantarum slipernatant;; SLp-TMS: Modifiye tapyoka nisastasi varliginda

blyutulen L. plantarum siipernatanti; SLp-G(+): Glikoz varliginda biiyiitiilen L. plantarum siipernatanti.
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Sekil 4 3. Lactobacillus plantarum Huicresiz Post-Fermantasyon Ortaminin Klebsiella

pneumoniae Uzerindeki Antibakteriyel Etkisinin Aragtirilmast.

a) 24 saat boyunca % 50 (v/v) oraninda L. plantarum post-fermentasyon ortami veya sadece besi yeri (OM) ile
inklibe edilen K. pneumoniae’nin Uremesi, her bir deney grubuna ait OM’ye gére normalize edilerek yiizde
olarak verilmistir. b-d) Hiicre biiyiimesinin gdrsellestirilmesi i¢in hiicresiz post-fermantasyon ortami veya
kontrol ortami (OM) ile inkiibasyonun ardindan agar spot plaka deneyleri yapilmistir. Deneyler, her biri dort
teknik kopyadan olusmak {iizere {i¢ kez tekrarlanmis ve sonuglar ortalama = SEM olarak sunulmustur. SLp, SLp-
SM, SLp-TMS ve SLp-TMS+SM gruplarin1 SLp-G(+) grubu ile karsilastirmak igin t-testi kullanilmigtir (P <
0.01 ** P <0.001 *** P <(.0001 **** ns: non-significant). SLp: L. plantarum siipernatant; SLp-SM: Yagsiz
stit tozu varhiginda biiyiitilen L. plantarum stipernatant;; SLp-TMS: Modifiye tapyoka nisastasi varliginda

blydtllen L. plantarum siipernatanti; SLp-G(+): Glikoz varliginda biiyiitiilen L. plantarum siipernatanti.
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4.3. Lactobacillus plantarum  Huicresiz  Post-fermantasyon  Ortaminin
Pseudomonas aeruginosa Patojeninin Onceden Olusturulmus Biyofilmine Karsi Dagitici

Etkisinin Belirlenmesi

L. plantarum hiicresiz post-fermantasyon ortaminin P. aeruginosa tarafindan tiretilen
biyofilm Uzerindeki etkisinin belirlenmesinde CV boyama yontemi kullanilmistir. Her bir
probiyotik siipernatant grubunun kontroliine (OM) kiyasla probiyotik post-fermentasyon
hlcresiz besi yerinin 6nceden olusturulmus biyofilm iizerine etkisi, Sekil 4.4a ‘da gosterildigi
gibi ylzde (%) olarak verilmistir. Sekil 4.4b'de yapilan CV boyamalarindan birine ait olmak
iizere temsili plaka goriintlisii yer almaktadir. Sekil 4.4a-b’de gorildiigii tizere OM'ye gore
kargilagtirildiginda, SLp ve SLp-TMS gruplarmin, onceden olusturulmus P. aeruginosa
biyofilmlerini dagittig1 belirlenmistir. Ancak yagsiz siit tozu (SM) igeren gruplar i¢cin CV
boyamasi sonucu elde edilen absorbans degerlerinin, OM gruplarinda diisiik, siipernatant
(SLp-SM ve SLp- TMS+SM) gruplarinda yiiksek oldugu goriilmektedir. Oldukga ilging olan
bu sonuglardan yola ¢ikilarak, probiyotik hiicresiz siipernatantlarinda bulunan proteinler
¢coktirilmiis ve SDS-PAGE ile analiz edilmistir. Sekil 4.4c’de yer alan SDS-PAGE
gorinttsinde goriildiigii gibi SLp ve SLp+TMS gruplarinda ¢oken protein miktari, karsilik
gelen OM gruplarindan fazla iken, SLp-SM ve SLp-TMS+SM gruplarinda ¢oken protein
miktari, karsilik gelen OM gruplarinin ¢oktiiriilmesi ile elde edilen protein miktarina kiyasla
diisiiktiir. Sekil 4.4d’de bu azalmay1 ortaya koyan kantitatif analiz grafigi yer almaktadir. Elde
edilen bu sonug, yagsiz siit tozu varligiyla iliskili gérunmektedir ve mevcut sonuglar, SM
iceren post-fermantasyon ortaminin biyofilme karsi etkili olmadigini, ancak karsilik gelen
OM (kontrol ortami) gruplarinin biyofilm dagitici bir etkiye sahip oldugunu gostermistir. Elde

edilen bu ilging sonug, tezin “Tartisma ve Sonug” boliimiinde irdelenmistir.
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Sekil 4 4. Lactobacillus plantarum Hiicresiz Post-Fermantasyon Ortaminin Pseudomonas

aeruginosa Biyofilmi Uzerindeki Dagitic1 Etkisi.

P. aeruginosa tarafindan onceden olusturulmus biyofilm yapisi, farkli gruplardan elde edilen L. plantarum
hiicresiz post-fermantasyon ortami ile 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda biyofilmlerin
varligl a) Kristal viole (CV) boyama deneyi ile belirlenmistir. b) % CV boyama farkli post-fermantasyon
ortamlarin P. aeruginosa biyofilmi tizerindeki etkisini gostermektedir. Boyanan her kuyunun optik yogunluklar
ODsso nm'de dlgiilmiistiir. CV boyama seviyeleri her bir grup i¢in kontrol ortamina (OM) gore normalize edilmis
ve yiizde (%) degisim olarak verilmistir. L. plantarum hucresiz post-fermantasyon ortammdan TCA-Aseton
yontemi ile ¢oktarilen proteinlerin ¢) SDS-PAGE profili ve d) ve SDS-PAGE’de goriilen proteinlerin ImagelJ
programi kullanilarak yapilan analizlere gore miktarlart gosterilmektedir. Deneyler, her biri dort teknik
kopyadan olusmak {iizere ii¢ biyolojik replike olarak tekrarlanmig ve sonuglar ortalama + SEM olarak
sunulmustur. SDS-PAGE goriintust temsilidir. SLp, SLp-SM, SLp-TMS ve SLp-TMS+SM gruplarini OM
grubuna gore karsilastirmak igin t-test kullanilmistir (P 0.01 **, P < 0.001 * ** P < (0.0001 ****). M: Marker;
SLp: L. plantarum siipernatanti; SLp-SM: Yagsiz siit tozu varliginda biiyiitiilen L. plantarum siipernatanti; SLp-
TMS: Modifiye tapyoka nisastasi varliginda biiyiitiilen L. plantarum siipernatanti.
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4.4. Lactobacillus plantarum Hiucresiz Post-fermantasyon Ortamimmin Kolon

Kanseri Hucreleri Uzerindeki Anti-kanser Etkisinin Belirlenmesi

Besi yeri ilave igerikleri olarak yagsiz siit tozu ve tapyoka nisastasinin L. plantarum'un
anti-kanser aktivitesini etkileyip etkilemedigini degerlendirmek igin, HCT-116 kolon kanseri
hicreleri, SLp, SLp-SM, SLp-TMS, SLp-TMS+SM ve SLp-G(+) hiicresiz post-fermantasyon
ortamlart ile 24 saat inkiibe edilmistir. Daha 6nce belirtildigi gibi pozitif kontrol olarak glikoz
iceren MRS ortami (SLp-G+) karsilastirma igin ise glikozsuz MRS ortaminda inkiibe edilen
L. plantarum hicresiz post-fermantasyon ortami (SLp) kullanilmistir (Yilmaz ve Simsek,
2020: 3293). inkiibasyon sonunda hiicre canliligi, proliferasyon ve sitotoksisitenin bir
goOstergesi olarak hiicresel metabolik aktiviteyi 6lgmek zere MTT deneyi ile belirlenmistir
(Karagam ve Tuncer, 2021: 12). Sekil 4.5a'da gosterildigi gibi, glikoz iceren SLp-G(+)
muamelesi, onceki ¢alismalarla uyumlu bir sekilde, HCT-116 kolon kanseri hiicreleri
uzerinde 6énemli derecede biiyiime inhibe edici etki gostermistir (Chuah vd, 2019: 9). Benzer
inhibitér aktivite SLp-TMS+SM grubunda da goriilmiistiir. Farkli post-fermantasyon
ortamlar1 ile inkiibe edilen hiicreler ayrica 151k mikroskobu altinda gozlenmis ve
fotograflanmistir  (Sekil 4.5b). Hucre goruntuleri, L. plantarum post-fermantasyon
ortamlarmin, 6zellikle SLp-TMS+SM grubunun, HCT-116 hiicrelerini morfolojik olarak nasil
etkiledigini ortaya koymaktadir.

Bu tez ¢alismasinda ayrica SM ve TMS’nin tek baslarina ya da kombine uygulamasi
ile elde edilen L. plantarum hiicresiz post-fermantasyon ortaminin, HCT-116 kolon kanseri
hicreleri (izerinde apoptozis indukleyici aktivitesi de arastirilmistir. Sekil 4.5¢'de gosterildigi
gibi, SM, TMS veya SM+TMS varliginda biyutulen L. plantarum’dan elde edilen hiicresiz
post-fermantasyon ortami, anti-apoptotik bir protein olarak XIAP'nin ekspresyonunu

azaltarak, apoptozisi indiiklemistir.
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Sekil 4 5. Lactobacillus plantarum Hucresiz Post-Fermantasyon Ortaminin Anti-Kanser

Potansiyeli.

HCT-116 kolon kanseri hcreleri, SLp, SLp-SM, SLp-TMS, SLp-TMS+SM ve SLp-G(+)hiicresiz post-
fermantasyon ortamlari ile 24 saat inkiibe edilmistir. a) Metabolik canliligin bir degerlendirmesi olarak MTT
indirgenme seviyeleri, post-fermantasyon ortamin bilyiime inhibe edici aktivitelerini gostermektedir. Her grup
icin MTT'nin indirgenme seviyeleri, kontrol ortami (OM) ile muamele edilmis hiicrelere gére normalize edilerek
ylizde (%) degisim olarak verilmistir. Karsilagtirmalar i¢in SLp veya SLp-G(+) gruplari kullanilmistir. Deneyler,
her biri alt1 teknik teknik replike icermek (zere iki biyolojik replike olarak tekrarlanmis ve sonuglar ortalama +
SEM olarak sunulmustur. Istatistiksel analiz igin t-test kullamlmistir. (P < 0.05 *, P < 0.01 ** P < 0.001 *** P <
0.0001 **** £ P < 0.05, ns: non-significant). b) Post-fermantasyon ortam muamelesi sonunda HCT-116
hticrelerinin mikroskop gérintuleri, 4X objektif kullanilarakters 1s1k mikroskobu ile elde edilmistir. ¢) Western
blot goriintiisii, kontrol ortami (OM) veya L. plantarum post-fermantasyon ortamu ile inkiibe edilmis HCT-116
hiicrelerindeki XIAP ekspresyon seviyelerini gostermektedir. GAPDH yiikleme kontrolii olarak kullanilmustir.
SLp: L. plantarum siipernatanti; SLp-SM: Yagsiz siit tozu varliginda biiyiitiillen L. plantarum siipernatanti; SLp-
TMS: Modifiye tapyoka nigastasi varliginda biiyiitillen L. plantarum siipernatanti; SLp-G(+): Glikoz varliginda
buydtdlen L. plantarum siipernatanti.
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4.5. Lactobacillus plantarum Hucresiz Post-fermantasyon Ortammin ATR-FTIR

Spektroskopisi ile Tanimlanmasi

FTIR spektroskopisinden elde edilen spektrumlar, bir bilesigin yapisindaki bag tiirleri,
fonksiyonel gruplar ve dolayisiyla ortamdaki mevcut molekiillerin belirlenmesini saglar ve
ayrica bu molekdllerin konsantrasyonu ile yap1 ve fonksiyonu hakkinda énemli bilgiler verir
(Garip vd., 2009: 1304; Ozek Simsek vd., 2010: 45). Tez ¢alismasinda L. plantarum hiicresiz
post-fermantasyon ortaminda bulunan bilesenlerinin analizi i¢in ATR-FTIR spektroskopisi
kullanilmustir. Spektral degisimlerin detayli analizleri, parmak izi bolgesi (fingerprint) olarak
bilinen 1800-650 cm™ dalga sayis1 araliginda gerceklestirilmistir. 1800-650 cm™ spektral
bolgesi, cesitli hiicresel molekiillerin farkli fonksiyonel gruplarindan ortaya ¢ikan molekiiler
titresimleri temsil etmektedir. Bu molekiiler titresimlerdeki modiilasyonlar, kilit tasi
biyomolekiillerin yapisini ve islevselligini etkilemektedir (Gurbanov vd., 2021: 200). Elde
edilen spektral veriler, L. plantarum hiicresiz post-fermantasyon ortaminin lipit, yag asidi,
trigliserit, kolestrol, protein, protein ikincil yapilar1 gibi farkli molekiillerin fonksiyonel
gruplarindan kaynaklanan pek ¢ok spektral bant igcerdigini gostermistir. Bu nedenle spektral
bantlar, alt bolgelere ayrilarak incelenmis (Sekil 4.6-9a) ve kantitatif analizler icin gruplar
aras1t degisim gosteren bantlar segilerek, mutlak yogunluklari belirlenmistir (Sekil 4.6-9b).

Elde edilen tiim spektral verilerin bant ve detayli tanimlamalar1 Tablo 4.2°de verilmistir.
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Tablo 4. 2. Lactobacillus plantarum Hiicresiz Post-Fermantasyon Ortamina Ait Baslica

Spektal Bant Bdélgeleri ve Bantlarin Tanimlari

Bant | Dalga Bant Tanim Kaynak
Kizilotesi Bolge | No Boyu
(cm™)
1800-1700 cm™ 1 1767 B-laktam C=0 Gerilmeleri Ragnoni vd., 2021
2 1744 Ester C=0O (Trigliseridler, Kolesterol Esterleri) Candogan vd.,
2021
3 1733 Ester C=0 Gerilmeleri (Lipitler, Yag Asitleri) Vodnar vd., 2010
4 1715 Ester C=0 Gerilmeleri (Yag Asitleri) Lasch ve
Naumann, 2006
5 1695 Antiparallel Uzamis B-Tabaka (Proteinler) Gurbanov ve Unal,
2018
6 1681 B-turn yapisi (Proteinler) Gurbanov ve
Yildiz, 2017
7 1674 B-turn yapisi (Proteinler) Quintelas vd., 2018
8 1667 Hidrojeni Olmayan C=0 Grubuna Sahip Rastgele | Perisic vd., 2011
Yumak Kisimlar (Proteinler)
9 1660 a-Helix Yapisi (Proteinler) Gurbanov ve
1700-1500 cm** Yildiz, 2017
10 | 1652 a-Helix Yapisi (Proteinler) Gurbanov ve
Yildiz, 2017
11 | 1644 Rasgele Yumak Kisimlar1 (Proteinler) Haris ve Severcan,
1999
12 | 1630 B-Tabaka Yapisi (Proteinler) Perisic vd., 2011
13 | 1618 B-Tabaka Yapisi (Proteinler) Haris ve Severcan,
1999
14 | 1611 Tirozin Amino Asit Yan Zincirleri Titresimleri Gurbanov ve Unal,
(Proteinler) 2018
15 1577 Amid Il (Proteinler) Talari vd., 2017
16 | 1561 Amid II (a-Helix Yapilari) Naseer vd., 2021
17 | 1551 Amid Il (Proteinler) Talari vd., 2017
18 | 1537 C=N, C=C Gerilmeleri (Proteinler) Talari vd., 2017
19 | 1527 C=N, C=C Gerilmeleri (Proteinler) Talari vd., 2017
20 | 1509 C=C Gerilmeleri (Aromatik Halka Baglar1) Doblies vd., 2019
21 | 1494 Dizlem igi C-H Bukutlmeleri (Lipitler) Talari vd., 2017
22 | 1468 CH; Makaslama (Lipitler) Gurbanov vd.,
2015
1500-1300 cm- 23 | 1457 CHs Bikilmeleri (Lipitler ve Proteinler) Talari vd., 2017
24 | 1416 CHs Gerilmeleri (Lipitler) Hands vd., 2014
25 | 1339 CH: Yan Zincir Titresimleri (Kolajen) Talari vd., 2017
26 | 723 CH> ‘nin C—H Sallanmasi (Lipitler) Lasch ve
Naumann, 2006
27 | 705 ?-Tanimlanmamis
800-650 cm™* 28 | 673 C-H (Aromatik) Yadav vd., 2013
Boudjelal vd.,
2011
29 | 664 Diizlem dis1 OH Biikiilmeleri (Seliiloz) Liu vd., 2017
Abidi vd., 2014
30 | 658 C-Br Gerilmeleri Yadav vd., 2013
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4.5.1. 1800-1700 cm* Spektral Bolgesinin Analizi

1800-1700 cm™ spektral araliginda gorilen C=O gerilme bandi, trigliserit ve
kolesterol esterlerinden kaynaklanir. L. plantarum hiicresiz post-fermantasyon ortaminin yag
asidi bolgesine ait spektrumlar incelendiginde 1767 cm™, 1744 cm®, 1733 cm™ ve 1715 cm™
bantlar1 tanimlanmis olup (Tablo 4.2), bu bantlarin detayli spektral veri analizleri
gerceklestirilmistir (Sekil 4.6a). Ester C=0 gerilmelerinden kaynaklanan 1744 cm™, 1733 cm
1 ve 1715 cm™? bantlarinin ortalama yogunluklari, toplanmi yag asitlerini biitiinsel olarak ifade
etmek tizere Sekil 4.6b’de verilmistir. Buna goére, SLp-TMS, SLp-TMS+SM ve SLp-G(+)
gruplarinin yag asidi menseli biyomolekiil icerigi, SLp grubuna kiyasla anlamli bir sekilde

azalmgtir.

42



=— SLp

a —— SLp-SM
—— SLp-TMS
— SLp-TMS+SM
—— SLp-G(+)

dA2/d2 (v)

1800 1780 1760 1740 1720 1700

Wavenumber (cm-)

SLp

SLp-SM

SLp TMS
SLp-TMS+SM

150
SLp-G(+)

100+ NS % 4

Yogunluk (%)
[4)]
T

0-

Total yag asitleri

Sekil 4 6. Lactobacillus plantarum Hiicresiz Post-Fermantasyon Ortamina Ait 1800-1700
Cm! Bélgesinin A) Ikincil Tiirevi Alinmis ve Vektor-Normalize Edilmis Ortalama

Spektrumlari ve B) Spektral Bantlarin Mutlak Yogunluklari.

Her grup igin mutlak yogunluk, SLp grubuna gére normalize edilmis ve yiizde (%) olarak hesaplanmustir.
Deneyler, her biri iki teknik replikeden olugmak iizere ii¢ kez tekrarlanmis ve sonuglar ortalama = SEM olarak
sunulmustur. SLp-SM, SLp-TMS, SLp-TMS+SM ve SLp-G(+) gruplarmi SLp grubu ile karsilagtirmak igin t-test
kullanilmustir (P < 0.05 *, P < 0.01 ** P < 0.0001 **** ns: non-significant). SLp: L. plantarum siipernatanti;
SLp-SM: Yagsiz siit tozu varliginda biiyitiilen L. plantarum siipernatanti; SLp-TMS: Modifiye tapyoka nisastasi
varh@mda biyiitilen L. plantarum siipernatanti; SLp-G(+): Glikoz varhginda biiyiitilen L. plantarum

siipernatanti.
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4.5.2. 1700-1500 cm* Spektral Bolgesinin Analizi

1700-1500 cm™ spektral bolgesindeki amid 1 ve amid II bandlarna ait titresimler
protein ikincil yapilarindaki olast degisimler hakkinda bilgi verir (Haris ve Severcan, 1999:
210). L. plantarum hiicresiz post-fermantasyon ortaminin protein bolgesine ait spektrumlari
incelendiginde 1695 cm™, 1681 cm™, 1674 cm, 1667 cm™, 1660 cm™, 1652 cm™, 1644 cm™,
1630 cm™, 1618 cm?, 1611 cm, 1577 cm™, 1561 cm™, 1551 cm™, 1537 cm?, 1527 cm™ ve
1509 cm* bantlar1 tanimlanmis olup (Tablo 4.2), bu bantlarin detayli spektral veri analizleri
gergeklestirilmistir (Sekil 4.7a).

Sekil 4.7b’de verilen protein ikincil yapilarna ait band yogunluklari, SLp grubuna
gdre normalize edilerek karsilastirilmistir. Proteinlerin, B-turn yapist (1681 cm™ ve 1674 cm”
1, SLp-SM, SLp-TMS+SM, SLp-G(+) gruplarinda, Amid 1l (1577 cm™) yapilar1 ise SLp-SM
ve SLp-TMS+SM gruplarinda azalirken, SLp-TMS gruplarinda degisim goriilmemistir.
Bununla birlikte SLp-G(+) grubunda proteinlerin Amid Il (1577 cm™) yapisinda artis
goriilmiistiir. Tirozin amino asit yan zincirleri yapist (1611 cm™) SLp-SM ve SLp-TMS+SM
gruplarinda artarken, SLp-G(+) grubunda azalmis ve SLp-TMS grubunda ise degisim
gozlenmemistir. Amid II (a-helix) yapist (1561 cm™®) ise SLp-SM, SLp-TMS, SLp-TMS+SM
ve SLp-G(+) gruplarinin tiimiinde artmistir. Amid II yapist (1551 cm™) SLp-TMS, SLp-
TMS+SM ve SLp-G(+) gruplarinda azalirken, SLp-SM grubunda degisim gdzlenmemistir.
Proteinlerin C=N, C=C gerilmesini géstermek tizere 1527 cm™* bandinin yogunlugu ise SLp-
SM, SLp-TMS ve SLp-G(+) gruplarinda anlamli bir sekilde azalirken, SLp-TMS+SM
grubunda degismemistir. 1695 cm™, 1667 cm™, 1660 cm™, 1652 cm™, 1644 cm™, 1618 cm™,
1537 cm ve 1509 cm™ konumundaki bantlara ait yogunluklara bakildiginda ise, SLp-SM,
SLp-TMS ve SLp-TMS+SM gruplarinda degisim goézlenmemis, ancak SLp-G(+) grubunda
1509 cm bant yogunlugu artarken (P < 0.01), diger tiim bantlar igin yogunluklar azalmistir
(P <0,0001).
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Sekil 4 7. Lactobacillus plantarum Hiicresiz Post-Fermantasyon Ortamina Ait 1700-1500
Cm! Bélgesinin A) Ikincil Tiirevi Alinmis ve Vektor-Normalize Edilmis Ortalama
Spektrumlari1 ve B) Spektral Bantlarin Mutlak Yogunluklari.

Her grup i¢in mutlak yogunluk, SLp grubuna goére normalize edilmis ve ylizde (%) olarak hesaplanmustir.
Deneyler, her biri iki teknik replikeden olugmak iizere ii¢ kez tekrarlanmis ve sonuglar ortalama = SEM olarak
sunulmugtur. SLp-SM, SLp-TMS, SLp-TMS+SM ve SLp-G(+) gruplarin1 SLp grubu ile karsilagtirmak igin t-
testi kullanilmigtir (P < 0.05 *, P < 0.01 ** P < 0.001 *** P < 0.0001 **** ns: non-significant). SLp: L.
plantarum siipernatanti; SLp-SM: Yagsiz siit tozu varliginda biiyiitiilen L. plantarum siipernatanti;; SLp-TMS:
Modifiye tapyoka nisastasi varhiginda buyiitilen L. plantarum siipernatant;; SLp-G(+): Glikoz varliginda
buydtdlen L. plantarum siipernatanti.
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4.5.3. 1500-1300 cm* Spektral Bolgesinin Analizi

1500-1300 cm™ spektral bolgesinde agirlikli olarak hem lipid ve hemde proteinlerin
CH; ve CHsz bikilme titresimlerinden kaynaklanan absorpsiyon profilleri birlikte
gozlendiginden bu bolge, “karmasik spektral bolge” olarak bilinmektedir (Lasch ve Naumann,
2006: 6). L. plantarum hiicresiz post-fermantasyon ortammin 1500-1300 cm™ spektral
bolgesine ait spektrumlar: incelendiginde 1494 cm™, 1468 cm™, 1457 cm™, 1416 cm™ ve
1339 cm™ bantlar1 tanimlanmis olup (Tablo 4.2), bu bantlarin detayli spektral veri analizleri
gergeklestirilmistir (Sekil 4.8a).

Sekil 4.8b’de lipitlerin CH3 gerilmelerinden kaynaklanan 1416 cm™ bandmin ortalama
yogunluklart sunulmustur; buna goreSLp grubuna kiyasla SLp-SM, SLp-TMS, SLp-
TMS+SM ve SLp-G(+) gruplarinda bant yogunlugunun anlamli bir sekildeazalmasi soz
konusudur. 1494 cm™ spektral band1 sadece SLp ve SLp-SM gruplarinda elde edilmis ve SLp
grubuna gore incelendiginde, bandin yogunlugu anlamli bir sekilde (P < 0.05 ) azalmistir.
1457 cm™ bandi ise sadece SLp, SLp-SM ve SLp-G(+) gruplarinda elde edilmis ve SLp-SM
grubu (P < 0.01) anlamli bir sekilde azalirken SLp-G(+) grubunda degisim goriilmemistir.
1468 cm™ spektral band1 sadece SLp-SM, SLp-TMS+SM ve SLp-G(+) gruplarinda, 1339 cm™
spektral band1 ise sadece SLp-SM, SLp-TMS, SLp-TMS+SM ve SLp-G(+) gruplarinda elde
edilmis olup her iki bandin yogunluklar1 sadece SLp-G(+) grubunda degisim (azalma)

gostermistir.
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Sekil 4 8. Lactobacillus plantarum Hiicresiz Post-Fermantasyon Ortamina Ait 1500-1300
Cm! Bélgesinin A) Ikincil Tiirevi Alinmis ve Vektor-Normalize Edilmis Ortalama
Spektrumlar ve B) 1416 Cm*bandinin Mutlak Yogunluklari.

Her grup i¢in mutlak yogunluk, SLp grubuna goére normalize edilmis ve yilizde (%) olarak hesaplanmistir.
Deneyler, her biri iki teknik replike igermek {izere ii¢ kez tekrarlanmig ve sonuglar ortalama + SEM olarak
sunulmugtur. SLp-SM, SLp-TMS, SLp-TMS+SM ve SLp-G(+) gruplarmi SLp grubu ile karsilastirmak igin t-test
kullanilmustir (P < 0.01 **). SLp: L. plantarum siipernatanti; SLp-SM: Yagsiz siit tozu varhiginda biiyiitiilen L.
plantarum siipernatanti; SLp-TMS: Modifiye tapyoka nisastasi varliginda biyiitiilen L. plantarum stipernatanti ;

SLp-G(+): Glikoz varhiginda biiyiitiilen L. plantarum siipernatanti.
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4.5.4. 800-650 cm™* Spektral Bélgesinin Analizi

800-650 cm™ spektral bolgesi son derece karakteristik 6zellikler sergiler. Bu bolge,
fenilalanin, tirozin, triptofan ve gesitli niikleotidlerin aromatik halka titresimlerinden
kaynaklanan diisiik yogunluklu bantlar1 icerebilir. Bu nedenle, bu spektral alan “gercek
parmak izi bolgesi” olarak adlandirilmistir (Lasch ve Naumann, 2006: 6). L. plantarum
hiicresiz post-fermantasyon ortammin 800-650 cm™ spektral bolgesine ait spektrumlar
incelendiginde 723 cm™, 705 cm™, 673 cm™, 664 cm™ ve 658 cm™ bantlar1 tanimlanmis olup
(Tablo 4.2), bu bantlarin detayli spektral veri analizleri ger¢eklestirilmistir (Sekil 4.9a).

C-H aromatik bag yapismi yansitan 673 cm™ bandinin yogunlugu incelendiginde,
band yogunlugunun SLp grubuna goére, SLp-TMS, SLp-TMS+SM ve SLp-G(+) gruplarinda
anlamli bir sekilde arttig1 goriilmiis, SLp-SM grubunda ise degisim gézlenmemistir (Sekil
4.9b). Seltloz yapisiin diizlem dist OH biikiilmelerini yansitan 664 cm™ bandi igin ise bant
yogunlugunun, SLp grubuna kiyasla SLp-SM, SLp-TMS, SLp-TMS+SM ve SLp-G(+)
gruplarinin  tiimiinde anlamli bir sekilde artist s6z konusudur. Lipit CHx‘deki C—H
sallanmasini yansitan 723 cm™ konumundaki bant sadece SLp, SLp-SM, SLp-TMS+SM ve
SLp-G(+) gruplarinda elde edilmis ve bandin yogunlugu SLp grubuna kiyasla SLp-SM, SLp-
TMS+SM ve SLp-G(+) gruplarinda degismemistir. Tanimlanmamis 705 cm™ konumundaki
bandin gruplar arasi yogunluklari incelendiginde, band yogunlugunun SLp grubuna gore,
SLp-SM (P < 0.05) ve SLp-TMS+SM (P < 0.05) gruplarinda anlaml bir sekilde azalirken,
SLp-TMS grubunda (P < 0.05) anlaml bir sekilde arttigi belirlenmistir. SLp-G(+) grubunda
ise degisim s6z konusu degildir. 658 cm™ spektral bandi ise sadece SLp ve SLp-SM

gruplarinda elde edilmistir ve bandin mutlak yogunlugu iki grup arasinda fark géstermemistir.
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Sekil 4 9. Lactobacillus plantarum Hiicresiz Post-Fermantasyon Ortamina Ait 800-650 Cm™
Bolgesinin A) Ikincil Tiirevi Alinmis ve Vektor-Normalize Edilmis Ortalama Spektrumlar1 ve

B) Spektral Bantlarin Mutlak Yogunluklari.

Her grup icin mutlak yogunluk, SLp grubuna gore normalize edilmis ve ylizde (%) olarak hesaplanmistir.
Deneyler, her biri iki teknik replike igermek {izere ii¢ kez tekrarlanmig ve sonuglar ortalama + SEM olarak
sunulmugtur. SLp-SM, SLp-TMS, SLp-TMS+SM ve SLp-G(+) gruplarin1 SLp grubu ile karsilagtirmak igin t-
testi kullanilmigtir (P < 0.05 *, P < 0.01 ** P < 0.001 *** P < 0.0001 **** ns: non-significant). SLp: L.
plantarum siipernatanti; SLp-SM: Yagsiz siit tozu varliginda biiyiitiilen L. plantarum siipernatanti; SLp-TMS:
Modifiye tapyoka nisastasi varhiginda buyiitilen L. plantarum siipernatanti; SLp-G(+): Glikoz varliginda

buydtdlen L. plantarum siipernatanti.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bagirsak mikroorganizmalari, ¢ogunlukla bakteriler olmak {izere, sindirim,
metabolizma ve bagisiklik tepkileri gibi konagin fizyolojik fonksiyonlarint modiile ederek
saglik tizerinde farkli islevlere ve etkilere sahiptir (Sekirov vd., 2010: 863). Bu nedenle,
bagirsak florasi, belirli bakterilerin kolonizasyonuna bagli olarak bir bireyin saglik durumu
tizerinde yararli veya zararli etkilere sahip olabilir (O’Connor vd., 2017: 12). Floradaki
faydali/zararli bakteri oran1 azaldiginda “mikrobiyal disbiyozis” ad1 verilen patolojik bir stire¢
baslar. Son c¢alismalar, anormal veya degistirilmis bagirsak mikrobiyomunun (disbiyozis)
cesitli hastaliklarla iliskili oldugunu gostermistir (Nagpal vd., 2018: 3). Diyet aliskanliklar
bagirsak mikrobiyal ¢esitliligini etkileyebileceginden, prebiyotik ve/veya probiyotik diyet
miidahalesi, bagirsak mikrobiyotasinin bilesimini ve metabolik aktivitesini modiile edebilir
(Matijasi¢ vd., 2016: 578). Prebiyotikler, genellikle sindirilemeyen karbonhidratlardan olusan
gida bilesenleridir. Spesifik olarak, bagirsaktaki zararli bakterilere gore Lactobacillus gibi
probiyotik bakterilerin blylmesini ve metabolik aktivitesini secici olarak uyarabilirler
(LeBlanc vd., 2017: 5). Bu galismada, enzimatik olarak modifiye edilmis, ticari olarak temin
edilebilen gida smifi tapyoka nisastasininin (TMS), insan bagirsaklarini kolonize etme
yetenegi bilinen bir probiyotik olan L. plantarum iizerinde biiyime kinetigine ve sdz konusu
probiyotigin  anti-mikrobiyal ve anti-kanser aktivitelerine etkilerinin  arastirilmasi
amaclanmistr.

Prebiyotiklerle diyet miidahaleleri baglaminda, dogal direngli nisasta (DN) kaynaklari
olarak diyet liflerinin tlketimi 6zel bir ilgi alanidir (Slavin, 2013: 1420). DN, ince bagirsakta
sindirilemeyen ancak kalin bagirsakta fermente edilen ve insan sagligina fayda saglayan diyet
nigasta Urundddr (Gurbanov ve Tunger, 2021: 24). Prebiyotik olarak islev géren DN'nin
probiyotik bakteri tirlerinin buyimesini tegvik ettigi ve 6zellikle DN'nin fermente edildigi
kalin bagirsakta, bagirsak sagligmma fayda sagladigi bildirilmistir. Sekonder safra asitleri,
amonyak ve fenol iceriginin konsantrasyonunu azaltarak, SCFA'larin iiretimini artirarak,
cinko, kalsiyum ve magnezyum iyonlarinin emilimini tesvik ederek ve bagirsak pH'sii
diisiirerek DN, konakgtya bir dizi fizyolojik fayda saglamanin yani sira sindirim rahatligi da
saglayabilir (Gurbanov ve Tunger, 2021: 24). Ayrica tapyoka nisastasinin DN igeriginin
prebiyotik Ozellikler sergiledigi ve laktobasiller i¢in bir fermantasyon substrati olarak
kullanildigi rapor edilmistir (Kaulpiboon vd., 2015: 129; Arshad vd., 2018: 953). Benzer
sekilde, grubumuz tarafindan yakin zamanda tapyoka nisastasinin farkli hiicresel siiregleri
module ederek oral mikrobiyota LAB Uyeleri Streptococcus salivarius K12 ve S. salivarius

M18'in probiyotik potansiyelini arttirdig1 da gdsterilmistir (Gurbanov vd., 2021: 204).
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Siit idirtinleri imalatinda silit mayasini1 zenginlestirmek i¢in yagsiz siit tozu kullanimi
oldukca yaygindir (isleten ve Karagiil-Yiiceer, 2006: 2868). Vitamin ve minerallere ek olarak
nispeten yiiksek bir protein konsantrasyonu igerdiginden yagsiz siit tozu, LAB'nin biiylimesi
icin erisilebilir bir protein kaynagidir ve bu nedenle probiyotik icecekler ve probiyotik
yogurtlarin tretiminde kullanilir (Pato vd., 2019: 15). Zhang ve arkadaslari, farkli karbon
kaynaklari (glikoz, laktoz, galaktoz ve fruktoz) ile yagsiz siit takviyesinin L. fermentum F6'nin
bakteri sayilar1 ve ekzopolisakkarit (EPS) iiretimi lizerindeki etkisini incelemis ve yagsiz siite
seker ilavesinin bakterilerin biiyiimesini ve EPS biyosentezini arttirdigini gostermistir (Zhang
vd., 2011: 2085). Bu tez ¢alismasinda ise modifiye tapyoka nisastasi (TMS) ile yagsiz siit tozu
(SM) kombinasyonunun canli bakteri sayisini arttirdigini ve bu nedenle probiyotik L.
plantarum B-1846 susunun biiytimesini desteklemek i¢in kullanilabilecegi gosterilmistir.

LAB, hicresiz fermantasyon sonrasi ortamda bulunan metabolitlerin ¢esitliligi ve
miktarlar1 nedeniyle potansiyel dogal antimikrobiyal ajan kaynaklarindan biridir (Wang vd.,
2020: 32). Literatiirdeki ¢alismalar LAB’den elde edilen fermantasyon ortamlarimin Listeria
monocytogens, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermis, Bacillus subtilis,
Salmonella typhimurium, Escherichia coli O157: H7, Salmonella typhimurium, Enterobacter
cloacae, Enterococcus faecalis, Clostridium difficile, Helicobacter pylori, Shigella sonnei
Staphylococcus aureus Campylobacter jejuni, Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa
ve Klebsiella pneumoniae gibi birgok insan patojenini inhibe ettigini gostermistir (Strus vd.,
2001: 138; Abedi vd., 2013: 260; Muhammad vd., 2019: 71; El-Mokhtar vd., 2020: 543,;
Tunger ve Karagam, 2020: 2829; Kostelac vd., 2021: 104828). Sonuglarimiz, L. plantarum'un
hlicresiz post-fermantasyon ortaminin (SLp), K. pneumoniae ve P. aeruginosa'nin biiyiimesini
yuksek oranda inhibe ettigini gostermektedir; bununla birlikte, probiyotik biiylime ortaminin
SM ve TMS+SM ile desteklenmesi ile, post-fermantasyon ortamin patojen biiyiimesini inhibe
edici aktivitesinin arttig1 da belirlenmistir. Patojenik bakterilerin inhibisyonu, LAB tarafindan
tiretilen ve fermantasyon ortamina salinan postbiyotiklere atfedilmis olup (Yazgan vd, 2021:
e15085), postbiyotiklerin {iretimlerinin, biiylime ortaminin bilesiminden biiylik Olgiide
etkilendigi bilinmektedir (Nataraj vd., 2020: 15). Bu nedenle mevcut sonuglarimizdan yola
cikilarak, SM ve TMS+SM takviyesinin postbiyotik metabolitlerin kompozisyonunu
degistirebilecegi ve bu nedenle post-fermantasyon ortaminin patojenik bakteriler lizerindeki

biiytime inhibitor etkinligini modiile edebilecegi Onerilebilir.
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K. pneumoniae ve P. aeruginosa, 6zellikle bagisikligi zayiflamis kisilerde bakteremi,
pnomoni, idrar yolu enfeksiyonlar1 ve yumusak doku enfeksiyonlar: gibi ciddi nozokomiyal
enfeksiyonlara neden olabilen Gram-negatif firsat¢1 patojenlerdir (Chung, 2016: 219). Birden
fazla antibiyotige kars1 gosterdikleri diren¢ nedeniyle bu patojenlerin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisi, son derece zordur (Elgendy vd., 2018: 972). Antibiyotiklere
alternatif olarak onerilen postbiyotikler, hiicresel sitoplazmanin asitlenmesi, enerji tiretiminin
ve duzenlenmesinin dnlenmesi, hedef hiicre zarlarinda gézenek olusumu yoluyla patojenik
biliyiimenin baskilanmasi ve ayrica hiicresel bilesenlerin oksidasyonun tetiklenmesi yoluyla
antimikrobiyal etki gosterirler (Rad vd., 2021: 14532). Ote yandan Gram-negatif bakteriler,
yapilarindaki dis zar nedeniyle LAB tarafindan {iretilen antimikrobiyallerin gegigine ve
baglanmasina fiziksel bir engel olusturarak direng gosterirler (Pehrson vd., 2015: 139).
Bununla birlikte, dis zar destabilizasyonunun Gram-negatif bakterileri bakteriyosinlere
duyarl hale getirebilecegi bildirilmistir. Bu agidan laktik asit, Gram-negatif bakterilerin dis
zarmdan lipopolisakkaritleri (LPS) uzaklastirir ve 0zmotik bir molekulolarak hareket ederek
Gram-negatif bakterilerin dis zar biitiinliigiinii bozar (Alakomi vd., 2000: 2003). Cogu
bakteriyosin, sitoplazmik zarda gegirgenligi ve gozenek olusumunu indiikleyerek veya temel
enzimlerle etkilesimler yoluyla duyarli bakterileri oldurir (Wen vd., 2016: 432).
Bakteriyosinler, proteinler gibi hiicresel bilesenlerin morfolojik ve fonksiyonel
degisikliklerini indiikleyerek hasar1 daha da artirabilir ve bu nedenle hedefin hasarli dis
zarindan gegtikten sonra hiicre i¢i biyomolekiillerin aktivitesini de inhibe edebilirler
(Helander vd., 2001: 236). L. plantarum susu tarafindan iiretilen bakteriyosinler plantarisinler
olarak adlandirilir (Yusuf, 2013: 46). Plantarisinlerin klinik olarak bazi patojen bakteriler igin
yiiksek ozgiilliige sahip oldugu ve ¢oklu antibiyotige direngli suglara karsi aktif oldugu
bildirilmistir (Perez vd., 2014: 8). Dolayisiyla mevcut literatiir verileri, bu tez ¢aligmasinda
elde edilen veriler ile bir arada degerlendirildiginde asidik post-fermantasyon ortaminin
antibakteriyel aktivitesinin organik asitler, bakteriyosinler ve diger postbiyotik bilesiklerin

varligindan kaynaklanabilecegi 6ne surtlebilir.

52



Biyofilm olusumu, patojen bakterilerin artmis antibiyotik direnci 6zelligi ile iliskili
onemli bir faktor olarak kabul edilmektedir (Zamani vd., 2017: 41). Biyofilm matriksindeki
bakteriler, farkli antimikrobiyallere direng¢lidir ve bu nedenle biyofilm, patogenezin ve
terapotik basarisizligin en 6nemli nedenlerinden biri olarak gorulir (Nataraj vd., 2020: 12).
Biyofilm, ekstra polimerik maddelerden, polisakkaritlerden, proteinlerden ve DNA'dan olugur
(Rana vd., 2020: 104105). Biyofilmlerle basa ¢ikmak i¢in iki strateji vardir: biyofilm
olusumunun &nlenmesi veya gelisen biyofilmin ortadan kaldirilmasi. Onceden olusturulmus
biyofilmin engellenmesi veya bozulmasi, patojen bakteri toplulugunun konakg¢idaki
kolonizasyonunu zayiflatmaya yardimci olabilir (Rana vd., 2020: 104105). Post-fermantasyon
ortaminin anti-biyofilm ajan olarak kullanimasina yonelik ¢aligsmalar artmaktadir. Zamani ve
ark (2017) tarafindan yapilan bir ¢alismada L. plantarum izolatlarindan elde edilen post-
fermantasyon ortamin, P. aeruginosa tarafindan onceden olusturulmus biyofilm yapisini
bozdugu gosterilmis, ayrica koruyucu ve terapotik yaklagimlar igin kullanilabilecek
maddelerin Uretilmesinde L. plantarum spp.’nin uygun bir tiir oldugu bildirilmistir. Yapilan
bagka bir caligmada L. acidophilus’dan elde edilen post-fermantasyon ortaminin P,
aeruginosa tarafindan 6nceden olusturulmus biyofilm yapisin1 bozdugu ve bu anti-biyofilm
etkinin ortamda bulunan biyosiirfaktan ve ekzopolisakkaritlerden kaynaklandigi belirtilmistir
(El-Mokhtar vd., 2020: 543). Postbiyotiklerin antibiyofilm etkileri belirli bir bilesenle
(bakteriyosin veya organik asitler gibi) smurli degildir; postbiyotik molekiller olarak
bakteriyosinler, organik asitler, hidrojen peroksit, biyo ylzey aktif maddeler (Biosurfaktanlar-
BS'ler) ve EPS gibi metabolitlerin de antibiyofilm aktivitesine sahip oldugu gosterilmistir.
Bununla birlikte birden ¢ok postbiyotik bilesen sinerjik olarak etki gostererek antibiyofilm
aktiviteden sorumlu olabilir (Moradi vd., 2020: 3398). Bu tez calismasinda, farkli gruplardan
elde edilen L. plantarum post-fermantasyon ortaminin P. aeruginosa tarafindan 6nceden
olusturulmus biyofilmleri dagitict etkisi arastirilmistir. SLp ve SLp+TMS gruplarinin
biyofilm dagitict etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Ancak, ilging sekilde, bakteri ile inokile
edilmeyen ve SM ile desteklenen kontrol besi yeri gruplarinin (OM-SM ve OM-SM+TMS)
biyofilmi dagittigi goriiliirken benzer etki probiyotik post-fermentasyon besi yeri igin
(SLp+SM ve SLp+TMS+SM) s6z konusu degildir. SM iceren besi yerinde buydtilen L.
plantarum’dan elde edilen post-fermentasyon ortaminin (SLp+SM ve SLp+TMS+SM) protein
miktarinin, SM iceren OM (OM-SM ve OM-TMS+SM) gruplarindan diisiik oldugu

belirlenmistir.
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Siitte bulunan proteinlerin yaklasik % 80’ini kazeinler, % 20’sini ise “whey
proteinleri” (serum proteinleri) olusturmaktadir. Whey proteinleri globiiler yapida olup, -
laktoglobulin (%50), a-laktalbimin (%20), serum albumin (%10), imminoglobulinler (%210)
ve proteoz-peptonlar (%10) ile diger mindr protein fraksiyonlar: (laktoferrin vb.) icermektedir
(Glr vd., 2010: 24). Laktoferrin, a-laktalblimin ve kazein gibi sut proteinlerinin, oral
mikroorganizmalarin yapisma ve biyofilm olusturma kabiliyetlerini inhibe ettigi bilinmektedir
(Schlafer vd., 2012: e41534). Siitiin en 6nemli bilesenlerinden biri olan laktoferrinin (LF)
(Sharbafi vd., 2016: 19) yiksek miktarlarda demir baglama kapasitesine sahip oldugu
bilinmektedir (Adlerova vd., 2008: 459). Demir, bakteriler icin temel bir besin maddesi
olmakla birlikte biyokimyasal, hiicresel ve metabolik fonksiyonlarin duzenleyicisidir. Demir,
biyofilm gelisimi ve biiytimesi i¢in gereklidir (Ammons ve Copié, 2013: 446). Yapilan bir
calismada, sigir LF’nin E. coli S. aureus, P. aeruginosa, L. innocua ve L. monocytogenes
tarafindan olusturulan biyofilmleri doza bagimli olarak inhibe ettigi gosterilmistir (Shahidi
vd., 2020: 280). Mikroorganizmalarin demire erisiminin sinirlandirilmast onlar1 hareket
etmeye zorlayarak boylece ylzeylere tutunma-yapisma kabiliyetlerini azalttigindan (Jahani
vd., 2015: e27954), LF’nin demir baglama kapasitesinin biyofilm f{izerindeki inhibitor etki
g6stermesinin bir nedeni olarak 6ne surulebilir. Wakabayashi ve ark. yaptiklari bir caligmada,
Porphyromonas gingivalis ve Prevotella intermedia tarafindan 6nceden olusturulan biyofilmi
demir bagli insan ve sigir kaynakli LF ile 5 saat siireyle inkiibe ederek, biyofilm yapisinin
azaldigimi gostermiglerdir (Wakabayashi vd., 2009: 3310). Bozulmamis bir LF yapisinin,
biyofilm olusumu {izerindeki inhibitor etkisi i¢in Onemli olabilecegi varsayilmaktadir
(Wakabayashi vd., 2009: 3310). P. aeruginosa'min kullanildigr in vitro ¢alismalar,
laktoferrinin  biyofilm olusumunu engelledigini ve mevcut biyofilmleri bozdugunu
gostermistir (Singh vd., 2002: 553; Lesman-Movshovich vd., 2003: 232). Baska bir
calismada ise LF’nin klinik P. aeruginosa izolatlarinin biyofilm olusumunu inhibe ettigi ve
ayni zamanda onceden olusturulmus biyofilmler iizerinde dagitici etkisi oldugu gosterilmistir
(Kamiya vd., 2012: 49). LF'nin katepsin proteazlar1 tarafindan pargalanmasi sonucu, P.
aeruginosa biyofilm olusumu fizerindeki inhibitor aktivitesini yitirmesine neden oldugu
bildirilmistir (Rogan vd., 2004: 1246). Sigir siitiiniin toplam protein igeriginin %80'ini
olusturan kazeinler ise, 4:1:4:1 oranlarinda aS1-, aS2-, B- ve k-kazeinden meydana
gelmektedir (Kazimierska ve Kalinowska-Lis, 2021: 3253). Hidrolize k-kazein’in bakterilerin
ylizeye tutunma yetenegini engelleyerek biyofilm olusumunu inhibe ettigi belirtilmistir

(Duanis-Assaf vd., 2020: 221).
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Ancak Varhimo ve ark tarafindan yapilan bir ¢alismada, kazein o ve B’nin Streptococcus
uberis biyofilm olusumunu destekledigi, serin proteaz aktivitesine bagli olarak kasein
degradasyonun ise biyofilm iiretimini en iist diizeye ¢ikardigir gosterilmistir (Varhimo vd.,
2011: 385). LAB, sit proteinlerini hidrolize edebilecek karmasik proteolitik sistemlere
sahiptir: proteaz aktivitesi sonucu polipeptidler ve oligopetidler ve takiben daha kiglk
peptidler ve serbest amino asit gruplari olusur Ki bu serbest amino asitler bakteriyel
proliferasyon igin gereklidir (Li vd., 2019: 3699). Amino asitler, mikrobiyal metabolizma ve
mikrobiyal blylmeyi desteklemenin yani sira mikrobiyal biyofilm olusumunda da 6nemli rol
oynar. Ancak D-enantiyomerler veya D-amino asitlerin mikrobiyal biyofilmleri inhibe etme
ve dagitma yetenegine sahip oldugu bildirilmistir (Idrees vd., 2020: 330). Yagsiz sut, D-
amino asitlere kiyasla oldukg¢a yiiksek miktarda amino asitlerin L formunu icermektedir
(Gobbetti vd., 1993: 2502). Dolayisiyla L. plantarum proteolitik aktivitesine bagli olarak
ortaya cikan serbest amino asitler, biyofilm gelisimini desteklemis olabilir. Ozetle,
literattrdeki sonuglar bazi sut proteinlerinin biyofilm olusumunu inhibe ettigini ve mevcut
biyofilmler tlizerinde dagitict bir etkiye sahip oldugunu, ancak hidrolize durumda biyofilm
destekleyici etki gosterebilecegini ortaya koymaktadir. L. plantarum da dahil olmak Uzere
bircok LAB, proteolitik aktiviteye sahip oldugundan fermantasyon sirasinda kazein de dahil
olmak (zere st proteinlerini hidrolize edebilir (Edebali vd., 2021: 270; Li vd., 2019: 3699).
SLp gruplarinda azalan protein profili de slt proteinlerinin L. plantarum tarafindan
metabolize edildigini gostermektedir.

Antipatojenik ve onceden olusturulan biyofilmi dagitma Ozelliklere ek olarak, L.
plantarum post-fermantasyon ortamininin kanser hticreleri tizerinde sitotoksik etkileri oldugu
da bildirilmistir (Chuah vd., 2019: 10). Glikoz igeren MRS’de biyuttlen farkli L. plantarum
suslarindan elde edilen post-fermantasyon ortamimm HT-29 ve HCT-116 kolon kanseri
hlcrelerinde apoptozisi indiikledigi in vitro ¢alismalarla belirlenmistir (Nami vd., 2014: 496;
An ve Ha, 2016: 1492). Bu tez ¢alismasinda ise yalnizca SM veya TMS ile inkiibe edilen L.
plantarum’dan elde edilen post-fermantasyon ortamina kiyasla, SM ve TMS’yi bir arada
iceren besi yerinde biyutilen probiyotikten elde edilen hiicresiz besi yerinin, kolon kanseri
hlcreleri Gzerinde sitotoksik etkisinin artmis oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte, tek
basina kullanildiklarinda hem SM hem de TMS, apoptozis tesvikinin bir gostergesi olarak
XIAP ifadesinde azalmaya neden olmustur. Anti-patojen aktivite analizinden elde edilen
sonuglara benzer sekilde bu sonuglar, L. plantarum postbiyotiklerinin anti-kanser aktivitesinin

de besi yeri igeriginin degistirilmesi yolu ile modiile edilebilecegini vurgulamaktadir.
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Bu tez ¢alismasinda antibakteriyel, anti-biyofilm ve anti-kanser aktivitesi gosterilen L.
plantarum post-fermantasyon ortaminin metabolit igerigi FTIR spektroskopisi ile
incelenmistir. Belirli metabolik olaylarin kapsamli bir sekilde detaylandirilmasinda protein,
yag asitleri ve polisakkarit molekiillerindeki belirgin degisikliklerin nicel bir sekilde
vurgulandigi ikincil tiirev spektrumlart son derece faydalidir (Gurbanov vd., 2021: 198).
Proteinlerin {i¢ boyutlu yapilarinda meydana gelen degisiklikler (a-helix ve B-turn gegisleri),
bakteri fizyolojisini sekillendiren ¢ok cesitli genetik mekanizmalar ile iliskilendirilebilir
(Gurbanov vd., 2021: 15). Bu ¢alismada elde ettigimiz bulgular, protein B-turn yapilarinin
azalirken o-helix yapilarindaki artis1 gostermektedir. Antimikrobiyal Peptit Veritabaninda
(https://aps.unmc.edu/), bilinen AMP'lerin % 59,87'si bilinmeyen ¢ boyutlu yapilar olarak
sunulur. B-konformasyonlu (% 2,67) ve birlesik helix/beta paketli yapilara (% 3,53) sahip
AMP'ler gosterilmis olsa da, AMP'lerin ¢cogu (% 14,22) helix peptitler olarak ortaya cikar
(APD, 2020a). Probiyotik L. plantarum suslarinin bilinen plantarisinleri (Plantarisin A, EF,
JK) o-helix yapisindadir (APD, 2020b). Prebiyotiklerin varliginda, probiyotikler tarafindan
sentezlenen AMP iiretiminin arttigi bilinmektedir (Gurbanov vd., 2021: 198). o-helix
yapilarindaki artis probiyotik L. plantarum tarafindan salinan plantarisinlerin bilinen protein
konformasyonlar1 ile uyumlu oldugundan, SM, TMS ve SM+TMS takviyesinin plantarisin
iretimini tesvik edebilecegi Onerilebilir. Grubumuz tarafindan yapilan 6nceki calismada
tapyoka nisastas1 takviyesinin S. salivarius K12/M18 suslarinin a-helix protein yapisinda
artisa neden oldugu gosterilmis olup, bu artis salivarisinler ile iligskilendirilmistir (Gurbanov
vd., 2021: 199). Ayrica, enzimatik igleme tabii tutulan yagsiz siit proteinlerinin B-turn
yapilarinda azalma ve bununla birlikte o-helix yapilarinda artis oldugu da bilinmektedir
(Grewal vd., 2018: 162). L. plantarum tarafindan siit proteinlerinin hidroliz edildigini
gosteren bir diger sonug, tirozin amino asit yan zincirlerinin (1611 cm™) SLp-SM ve SLp-
TMS+SM gruplarinda SLp grubuna kiyasla daha yiiksek oranda bulunmasi, SLp-TMS
grubunda ise degisim gozlenmemesidir. Tirozin, esansiyel olmayan bir aminoasittir ve bir st
proteini olan kazeinde yiksek miktarda bulunur (Kapalka, 2010: 90). Bu tez ¢alismasinda
elde edilen sonuglar, daha 6nce bahsedildigi tizere L. plantarum proteolitik aktivitesine bagl
olarak serbest tirozin amino asitinde bir artisa isaret etmektedir. Cesitli hormonlar ve
epinefrin, norepinefrin ve dopamin gibi noérotransmitterler ile melanin sentezi icin bir
prekorsir olan tirozinin (Slominski vd., 2012: 19), L. plantarum probiyotik aktivitesinin bir
sonucu olarak artig gostermesi, dikkat gekici bir bulgudur. Ek olarak plantarisinlerin aromatik
amino asitler icerdigi ve aromatik amino asit kaybinin aktivitede bir azalmaya neden olacagi

bildirilmistir (Syaputri ve Iwahashi, 2020: 128).
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Bu baglamda, tirozin aminoasit yan zincir titresimleri ve C-H aromatik baglarinin
yogunluklarindaki artis gz Oniine alindiginda, SM ve TMS+SM prebiyotik takviyesinin,
plantarisinlerin aktivitesini destekleyebilecegi diigiiniilmektedir.

FTIR analizleri, SLp, SLp-TMS, SLp-TMS+SM ve SLp-G(+) gruplarinin yag asidi
iceriginin, SLp grubuna kiyasla anlamli bir sekilde azaldigini gostermektedir. Cogu
antimikrobiyal ajan genellikle yag asitleri de dahil olmak iizere bakteri hiicre zarlarinin
anahtar molekullerini hedefler (Wang vd., 2018: 485). Cesitli bakteri tiirleri, membran
ozelliklerinin modiilasyonu ve antimikrobiyallerle temasin en aza indirilmesi i¢in yag asidi
bilesimlerini benzersiz bir sekilde degistirir; belirli bakteriler i¢in benzersiz olan yag
asitlerinin dogasina, tiirline ve konsantrasyonuna gore yag asidi bilesiminin modifikasyonu
s0z konusudur (Wang vd., 2018: 486; Zhu vd., 2014: 4090). Tapyoka nisastasi ile
zenginlestirilmis ortamda yag asitlerinin azalmasi, de novo lipid biyosentezinin inhibisyonu
veya farkli metabolik aktiviteler i¢in mevcut hiicresel lipidlerin kullanimi ile
iliskilendirilebilir (Gurbanov vd., 2021: 197). Bununla birlikte, trigliserit ve kolestrol gibi
daha buyik molekillerin kiigiik doymus yag asitlerine (6rnegin; SCFA'lar) par¢alanmasi
hiicrenin metabolik 6nceligine baglh olarak gerceklesir. Prebiyotik nisastalarin, fonksiyonel
SCFA'lar iiretmek icin probiyotik bakteriler tarafindan kolonda fermente edildigi de
bilinmektedir (Lockyer ve Nugent, 2017: 36; Zeng vd., 2017: 9220). SCFA'larin iiretimi,
probiyotik kapasitenin arttiritlmasi i¢in 6nemli bir olay olabilir.

Bu tez ¢alismasinda post-fermentasyon ortaminin spektral yontemle analizi sonucu
elde edilen bir diger bulgu, seliiloz yapisinin diizlem dis1 OH biikiilmelerini yansitan 664 cm™
band1 bant yogunlugunun, SLp grubuna kiyasla SLp-SM, SLp-TMS, SLp-TMS+SM ve SLp-
G(+) gruplarmin timiinde anlamli bir sekilde artmis olmasidir. Bakteriyel seliiloz (BS), bazi
bakteriler tarafindan iretilen hiicre dis1 bir polisakkarittir (Rajwade vd, 2015: 2496). BS,
bitkilerden elde edilen seliiloza kiyasla, yapisinda hemiseliiloz ve lignin barindirmadigindan
yiksek safliga sahiptir ve basit iiretim ve saflastirma siireci nedeniyle son derece ilgi
cekmektedir (Reiniati vd., 2017: 515). Seliloz gibi insan vicudunda sindirilemeyen,
trigliserid ve toplam kolesterol seviyesini azaltabilen BS, geleneksel olarak Giiney Dogu
Asya’da iiretilen bazi yerel gidalarda kullanilmaktadir. BS’lar, gida endiistrisi diginda, yem
tiretimi, kozmetik, aga¢ iiriinleri, kagit, seliiloz tiirevleri, slirdiiriilebilir yakit tiretimi ve tekstil
alanlarinda faydali yeni firiinlerin gelistirilmesinde kullanilabilir (Tunger, 2021: 99). BS
uretimi genellikle asetik asit bakterilerine atfedilmektedir ancak Adetunji ve Adegoke
tarafindan yapilan bir ¢alismada LAB’nin (L. plantarum dahil) de BS diireticisi oldugu
gosterilmistir (Adetunji ve Adegoke, 2007: 2617).
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LAB’nin BS iiretim potansiyelinin arastirildigi bir tez c¢alismasinda ise Lactobacillus
rhamnosus’un yiksek verimde BS iirettigi gosterilmistir (Giirsoy, 2016). BS Uretimi taksonlar
arasinda farkliliklar gosterebilir ve hatta organizmanin biiyiime kosullarina bagli olarak
degisebilir (Tunger, 2021: 98). Glikozun, BS iiretimi i¢in en iyi karbon kaynagi oldugu rapor
edilmistir (Castro vd., 2012: 1035). Ancak ekonomik maliyetinden dolay1 arastirmacilar BS
dretimi i¢in yeni karbon kaynagi arayisi igindedirler (Supian vd., 2021: 012048). Bu
calismada elde edilen bulgular, L. plantarum post-fermantasyon ortaminin artmis seliiloz
miktarlarin1  gostermektedir. Pozitif kontrol olarak kullanilan glikoz ortami ile
karsilastirildiginda, diisiik maliyetli direngli tapyoka nisastasi, BS Uretimi icin bir karbon
kaynag1 olarak kullanilabilir.

DN, tiiketicilere, 6zellikle asir1 kilolu veya obez olan diyabetliler i¢in, aglik glikozunu
ve aclik insiilinini diizenlemek, insiilin direncini azaltmak ve duyarliligini arttirmak gibi
saglik yararlari sunar (Wang vd, 2019b: 9). Dogal kaynakli bir gida bileseni olarak daha
kremsi ve daha yogun duyumlar saglamak icin gida endiistrisinde stabilizatdr olarak da
kullanilabilir (Lobato-Calleros vd., 2014: 112; Morell vd., 2015: 69). Yagsiz siit tozu ile
hazirlanan yag1 azaltilmis yogurtlara DN ilavesinin, yagsiz siit jellerindeki nisasta
graniillerinin suyu emerek sismesi sirasinda siit protein konsantrasyonunu artirabilecegini 6ne
stren onceki raporlara uygun olarak (Lobato-Calleros vd., 2014: 112) DN’nin blylk boyutlu
kazein yumaklar1 olusturarak Sinerezi azalttigi da gosterilmistir (Zuo vd., 2008: 1570; Singh
ve Byars, 2009: 108). Bu nedenle, tapyoka nisastast ve yagsiz siit, siit liriinlerinin reolojik,
yapisal ve duyusal Ozelliklerini gelistirmenin yani sira, tiiketicilere saglik yararlar1 sunmak
icin fonksiyonel gidalarin ve probiyotik siit Giriinlerinin iiretiminde bir tiretim stratejisi olarak
uygulanabilir. Mevcut literatlr, postbiyotiklerin, canli probiyotiklerin kullanimina yonelik
risklerden de kaginmak {tizere, mikrobiyal bozulmay: 6nlemek ve fonksiyonel gidalar
gelistirmek i¢in gida pratiginde umut verici araglar olarak uygulanabilecegini gostermektedir
(Moradi vd., 2020: 3398). Bu ¢alismanin bulgulari, yagsiz siit tozu ve tapyoka nisastasinin
birlikte kullanimimin bir probiyotik olarak L. plantarum'un anti-bakteriyel ve anti-kanser
ozelliklerini destekledigine isaret etmektedir; bagka bir deyisle, bu kombinasyon L.
plantarum'un probiyotik potansiyelini arttirmaktadir. Diisiik maliyetli, kolay erisilebilir, dogal
ve “temiz etiketli (clean label)” gida bilesenleri olarak nisasta bazli prebiyotik tapyoka ve
yagsiz siit yoluyla L. plantarum postbiyotiklerinin biyofonksiyonelliginin modiilasyonunu
gostermek acisindan 6nemli olan bu tez caligmasi, diyetin mikrobiyotay1 ve aktivitesini
etkileyebilecegine isaret etmesi acisindan da onemlidir ve yeni arastirma konularina kapi

acacak sonuclar sunmaktadir.
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