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Oz: Ekzopolisakkaritin (EPS) biyolojik potansiyeli, probiyotik mikroorganizmalarin
yetigtirilmesinde kullanilan fermantasyon kosullarindan etkilenen kimyasal yapisina baghdir.
Probiyotik maya tarafindan tretilen EPS, antimikrobiyal, immiinomodiilatér, anti-inflamatuar,
antioksidan, anti-tiimér, anti-viral, anti-diyabetik, anti-iilser ve kolesterol diisiiriicii aktiviteler
gibi terapotik uygulamalarda ¢ok 6nem kazanmistir. Bu ¢aligmada, Pichia kudriavzevii mayasi
kullanilarak elde edilen sinbiyotik (JD2+EPSip2), postbiyotik+prebiyotik (CFSip2+EPSip2)
uygulamalarinin bazi biyolojik aktivite (antioksidan ve antibiyofilm) ¢aligmalarinin yapilmasi
amaglanmistir. Elde edilen sonuclarin etkili/etkisiz oldugunu yorumlayabilmek i¢in ayn
kosullarda ticari prebiyotik olarak satilan iniilin kullanilmis ve analiz sonuglari karsilagtirilmistir.
Farkli konsantrasyonlar denenerek belirlenen biyolojik aktivite caligmalarinda 10 mg/L derisimde
sirastyla en yiiksek antioksidan ve antibiyofilm kapasite postbiyotik+prebiyotik (CFSip2+EPSip2)
(%86,6+0,6 ve %841 sirastyla) uygulamasinda tespit edilmistir. Ayrica, ticari prebiyotik olarak
kullanilan iniilinin antioksidan aktivitesinin (%71,4+0,3) ve biyofilm olusumunu engelleme
(%68+4) kapasitesinin arastirmamizda kullandigimiz uygulamalardan daha diisiik degerde
oldugu gézlenmistir.

Anahtar kelimeler: Antibiyofilm, antioksidan, Pichia kudriavzevii, postbiyotik, prebiyotik,
sinbiyotik.
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Postbiotic+Prebiotic Applications

Abstract: The biological potential of exopolysaccharide (EPS) depends on its chemical structure,
which is affected by the fermentation conditions used in the cultivation of probiotic
microorganisms. EPS produced by probiotic yeast has gained great importance in therapeutic
applications such as antimicrobial, immunomodulatory, anti-inflammatory, antioxidant, anti-
tumor, anti-viral, anti-diabetic, anti-ulcer, and cholesterol-lowering activities. In this study, it was
aimed to conduct some biological activity (antioxidant and antibiofilm) studies of synbiotic
(JD2+EPS;p2), postbiotic+prebiotic (CFSip2+EPSip2) applications obtained by using Pichia
kudriavzevii yeast. To interpret the results obtained as effective/ineffective, commercial prebiotic
inulin was used under the same conditions and the analysis results were compared. In biological
activity studies determined by testing different concentrations, the highest antioxidant and
antibiofilm capacity was identified in postbiotic+prebiotic (CFSip2+EPSip2) (86.6+0,6% and
84+1%, respectively) application, respectively, at 10 mg/L concentration. In addition, it was
observed that the antioxidant activity (71.4+0,3%) and the capacity to prevent biofilm formation
(68+4%) of inulin, which is used as a commercial prebiotic, were lower than the applications we
used in our research

Keywords: Antibiofilm, antioxidant, Pichia kudriavzevii, postbiotic, prebiotic, synbiotic.
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GiRisS

Orta Dogu ve Kuzey Afrika bolgesinde hem yaygin
olarak tiiketilen hem de geleneksel tipta kullanilan hurma
(Phoenix dactylifera L.), diyet lifi, seker, protein, vitaminler,
mineraller, flavonoidler ve fenolik bilesikler agisindan
olduk¢a zengin bir besin tirtdiir (Al-Shwyeh, 2019).
Hurmalar maya, kiif ve bakteri gibi mikroorganizmalar ile
kontamine olabilmekte ayni zamanda
mikroorganizmalarin biiyiimesini de tesvik edebilmektedir
(Elleuch vd., 2008). Bu sayede hurma orneklerinden ¢esitli
mikroorganizmalarin elde edilebilmesi
olabilmektedir.

Okaryotik tek hiicreli mikroorganizmalar olan
mayalar, bilesenlerinde ve biyolojik aktivitelerinde, gida
katki maddeleri ve fonksiyonel gidalarin iretiminde
kullanilmalarina yol acan ozelliklere sahip
mikroorganizmalardir. Bu bilesenler kimyasal, farmasotik,
kozmetik, tip ve diger endistriyel uygulamalarda da
kullanilabilmektedir (Banik vd., 2019). Ticari anlamda
mayalar; alkoller, ekmek mayasi, fermente {riinler ve
enzimlerin iiretiminde kullanilmaktadir. Ayni1 zamanda gida
endiistrisinde, biyoremediasyon
uygulamalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (EI-
Ghawas vd., 2021). Mayalarin probiyotik &zelliklerinden
yararlanilarak bagirsak hastaliklarinin  engellenmesine
yonelik caligmalarla saglik alaninda da yaygin uygulama
alanlar1 bulunmaktadir (Homayouni vd., 2020). Probiyotik

Ve

mimkin

aroma arttirmada ve

mayalarin bagirsak sisteminde bulunmasi mikrobiyotasinin
dengesinin saglanmasi, bagisiklik sisteminin uyarilmasi ve
kuvvetlendirilmesi agisindan da énemlidir (Cift¢i & Onciil,
2022).

Pichiaceae familyasinda yer alan Pichia cinsinin
100'den fazla tiirii oldugu bilinmektedir (Burkhardt, 2022).
Bu tiirler igerisinden Pichia kudriavzevii biyoyakit agisindan
yiiksek verimli etanol iiretme yetenekleri nedeniyle diger
mayalara kiyasla daha fazla 6nem teskil etmektedir (Oberoi
vd., 2012). Ayrica gidalarin korunmasina katkida bulunan ve
bazi patojen mikroorganizmalarin gelisimini inhibe eden
RY55 toksini iiretme yetenegine sahiptir (Bajaj vd., 2013).
Daha 6nceleri Candida krusei olarak bilinen bu maya tiirii,
Pichia kudriavzevii ismiyle yeniden smiflandirilmigtir
(Borman & Johnson, 2021). P. kudriavzevii patojenik
olmadig1 kabul edilen ve biyoteknoloji ve gida endiistrileri
gibi 6nemli uygulama alanlarinda kullanilan bir maya
tiiriidiir (Douglass vd., 2018).

Probiyotikler, insan sagliginda yararl etkileri olan,
genellikle konak¢inin  bagirsak mikrobiotasinda  etki
gbsteren, Immiin sistemi baskilanmis olanlar disinda
patojenik etki gdstermeyen canli mikroorganizmalardir.
Probiyotikler antiviral, antimikrobiyal, antikolesterol,
antibiyofilm ve antikanserojenik 6zellik gostermektedir
(Datta vd., 2017; Banwo vd., 2021). Gida sanayisinde
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kullanilan en yaygin probiyotikler mikroorganizmalar laktik
asit bakterileridir. Ancak Saccharomyces, Kluyveromyces,
Debaryomyces, Candida, Pichia, Hanseniaspora ve
Metschnikowia cinslerine ait mayalarin probiyotik 6zellik
gosterdikleri de bilinmektedir (Smith vd., 2015). Mayalarin
probiyotik ve besin takviyesi olarak kullanimi biiyiik 6nem
kazanmistir (Bekatorou vd., 2006). Maya probiyotiklerinin,
bagisiklik diizenleyici ozellikleri, bagirsak bozukluklarini
onleme ve tedavi etme yetenekleri gibi dnemli yararli etkileri
bulunmaktadir (Moslehi-Jenebian vd., 2010). Maya
probiyotiklerinin ~ diger = 6nemli  avantajlart  ise,
gastrointestinal enzimlere, safra tuzlarma, pH degisimlerine,
organik asitlere ve sicaklik degisimlerine karst oldukca
direngli olmasidir. Probiyotik mayalar, bagirsak yolu ile
mukozaya tutunarak istenmeyen patojenlerin ve diger
bakterilerin mukozaya yapismasini engellemektedir (Dogan,
2012).

Prebiyotikler, mikrobiyota elemanlarimin
biliylimesini ve/veya aktivitesini uyarmak i¢in konakgrya
yarar saglayan ve konak¢r saglifini iyilestiren, insanlarda
sindirim  enzimleri tarafindan sindirilemeyen gida
bilesenleridir (Ayaz, 2021). Frukto-oligosakkaritler ve
galakto-oligosakkaritler, insan saghgi tiizerinde faydali
etkileri olan iki Onemli prebiyotik grubudur. Diisiik
miktarlarda frukto-oligosakkaritler ve galakto-
oligosakkaritler gidalarda dogal olarak bulundugundan,
bilim insanlar1 endiistriyel lgekte prebiyotikler {iretmeye
caligmaktadirlar (Stinson, 2017). Prebiyotikler, yararl
bakterileri besleme, kalsiyum basta olmak iizere mineral
emilimine yardimci olma, gidalar1 daha hizli fermente
edebilme, sindirimi kolaylagtirma gibi 6nemli yardimci
ozellikler gostermektedir (Okan Bakir, 2011). Prebiyotik
olan ekzopolisakkaritler (EPS), suslarin epitel yiizeylere
yapismasinda, otoagregasyonunda ve pihtilasmasinda etkili
olan  sekonder  metabolitlerdir. ~ Mikroorganizmalar
tarafindan salgilanan EPS, hiicreleri kuruma, fagositoz ve faj
etkisinden koruyarak, antibiyotiklere ve toksik maddelere
kars1 koruyucu etkilere sahiptir (Gientka vd., 2015).

Postbiyotikler, bagirsakta probiyotikler tarafindan
gerceklestirilen fermantasyon siirecinin yan iriinleridir.
Yani probiyotikler prebiyotiklerle beslendikce
postbiyotikler iretilmektedir. Bunlar temel olarak
probiyotiklerin ~ “atiklar’” olarak degerlendirilmektedir
(Salminen vd., 2021). Hem endiistriyel islemlerde hem de
depolama sirasinda dogal stabilite saglayabilmeleri,
postbiyotiklere olan ilginin artmasina neden olmaktadir.
Bir¢ok probiyotik mikroorganizma oksijene ve 1stya duyarlt
oldugundan, canli mikroorganizmalarin stabilitesini
korumak teknolojik bir zorluktur. Bu nedenle soguk zincir
kosullarinin saglanamadig1 ya da ortam sicakliginin canli
mikroorganizmalarin depolanmasi igin elverisli olmadig1
kosullar igin postbiyotikler probiyotiklerden daha uygun
olabilir ~ (Salminen vd., 2021). Organik asitler,
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bakteriyosinler, karbonik maddeler ve enzimler en ¢ok
bilinen postbiyotik bilesenlerdir (Fiore vd., 2005).

Bir (veya daha fazla) probiyotik ile bir (veya daha
fazla) prebiyotik kombinasyonuna sinbiyotik denir (Pandey
vd., 2015). Bilimsel ¢alismalar, prebiyotikler ve
probiyotikler arasindaki sinbiyotik iliskinin sagliga 6nemli
Olciide katkida bulundugunu bildirmektedir (Tufarelli &
Laudadio, 2016; Kerry vd., 2018). Bu kombinasyonun
amaci, gastrointestinal sistemdeki canlt
mikroorganizmalarin hayatta kalmasini arttirmaktir (Illanes
& Guerrero, 2016). Bu nedenle, sinbiyotikli fonksiyonel
gidalara yonelik ticari ilgi, bagirsak sagligi yararlari,
hastaliklarin 6nlenmesi ve terapi konusundaki bilin¢lenme
nedeniyle siirekli olarak artis gostermektedir (Kerry vd.,
2018; Rengel dos Passos vd., 2021).

Bu c¢alisma kapsaminda; Pichia Kkudriavzevii
mayasi kullanmilarak elde edilen sinbiyotik (JD2+EPS;py),
postbiyotik+prebiyotik (CFS;p2+EPS;p2) uygulamalarin ve
ticari prebiyotik iniilinin antibiyofilm ve antioksidan
ozelliklerinin karsilastirilmalar: amaglanmistir.

MATERYAL VE METOT

Arastirmada Kullamilan Maya Susu

Bu c¢alismada, Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi
Biyoloji Biyoteknoloji ~ Laboratuvart  Kiiltiir
Koleksiyonu’nda bulunan Barhi Hurmasi, Irak da satisa
sunulan hurma 6rneginden izole edilen ve 18S rRNA dizi
analizi ile molekiiler tanimlamasi yapilan Pichia
kudriavzevii JD2 maya susu (Aakef, 2018) kullanilmistir.

Orneklerin Hazirlanmasi

Probiyotik (JD2): P. kudriavzevii JD2 maya susu
YPD (Yeast-Pepton-Dekstroz) sivi besiyerinde 37°C’de 24
saat boyunca gelistirilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda
ornek 10000 rpm’de 15 dk santrifiij edilmis ve elde edilen
pellet fosfat tamponu (PBS) ile yikanarak, 1 mL PBS ile
stispanse edilmigtir. Maya hiicre yogunlugu 0,5 McFarland

Ve

yogunluguna ayarlanarak maya siispansiyonu hazirlanmistir.

Prebiyotik (EPSip2): P. kudriavzevii JD2 maya
susundan YPD sivi besiyerine %2'lik ekim yapilarak
37°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. EPS izolasyonu i¢in 800
mL’lik YPD siv1 besiyerine aktif kiiltiirden %2 oraninda
ekilerek aym sicaklik ve siirede inkiibasyona birakilmustir.
Inkiibasyondan sonra 6rnek 80°C'de 10 dk sicak su
banyosunda bekletildikten sonra oda sicakliginda sogumaya
birakilmistir. Ardindan o6rnege %4 TCA (Trikloroasetik
Asit) (Merck) eklenerek manyetik karigtiricida (VELP) TCA
¢oziinene kadar karistirtlmistir. TCA ¢o6zilindiikten sonra
ornek 4000 rpm'de 25 dk santrifiijlenmis (SIGMA Model 2-
16KC) ve siipernatant meziirde toplanmistir. Toplanan
siipernatant dlgiilerek siipernatantin 2 katt %96'lik alkol
eklenmis ve uygun siselere paylastirildiktan sonra +4°C'de 1
gece bekletilmistir.  Ornek 4000 rpm'de 25 dk
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santrifiijlenerek slipernatant atilmis ve kalan alkol
ucurulmustur. Pelletler 2 mL distile suda ¢ozdiiriilmiistiir ve
500'er puL olacak sekilde viyallere dagitilarak -80°C’de 1
gece bekletildikten sonra EPS liyofilizatér cihazinda
(CHRIST alpha 2-4 LD plus), dondurulup kurutularak toz
haline getirilmistir (EPSyp2) (Yi vd., 2008; Kanmani vd.,
2011; Shi vd., 2014). Ornekte protein bulasi Bradford
protein Kiti (Sigma-Aldrich) ile arastirilirken niikleik asit
icin 0,05 mg/mL EPSyp; ultra saf suda ¢oziilerek 280 ve 260
nm’de UV-spektrofotometrede (Hitachi U-1800) pik
goriilmemesi ile dogrulanmustir.

Postbiyotik (CFSip2): P. kudriavzevii JD2 maya
susu YPD sivi besiyerinde 2 kez 37°C’de 24 saat
bekletilerek aktiflestirilmistir. Inkiibasyon bitiminde 5000
rpm’de 30 dakika santrifiij islemi uygulanmis ve siipernatant
0,22 pum g¢apli steril membran filtreden (Whatman)
gecirilmistir. Siipernatant postbiyotik olarak kullanilmustir.

Sinbiyotik (JD2+EPSsp2): 200 mg/mL’lik EPS;p
ana stogundan son konsantrasyon 0,5, 1, 5 ve 10 mg/mL olan
EPS;p2 hazirlanmig ve 1 mL Dimetil Silfoksit (DMSO;
Merck)’te ¢oziilmiigtir. Daha sonra 500 plL  maya
siispansiyonu  (Probiyotik, JD2) ile 500 pL farkli
konsantrasyonlardaki prebiyotik (EPS;p2) karistirilmis ve
sinbiyotik elde edilmistir.

Postbiyotik ve Prebiyotik (CFSip2+EPSip2):
Yukarida verilen sekilde hazirlanan postbiyotik ve farkli
konsantrasyonlardaki prebiyotik 1:1 oraninda karigtirilarak
CFSip2+EPS)p; elde edilmistir.

Sinbiyotik (JD2+EPSap2) ve
Postbiyotik+Prebiyotik (CFSip2+EPSip2) Uygulamalarin
Biyolojik Aktiviteleri

Antioksidan  Aktivite: Ormeklerin ~ (farkli
konsantrasyonlardaki sinbiyotik, postbiyotik+prebiyotik ve
inulin) antioksidan aktivitesi, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
(DPPH), siiperoksit anyon ve hidroksil radikalini siipiiriicii
aktivite yontemleri kullanilarak tespit edilmistir.

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil  (DPPH) radikali
giderme etkisinin  belirlenmesi:  Orneklerin  (farkl
konsantrasyonlardaki sinbiyotik, postbiyotik+prebiyotik ve
inulin)  1,1-difenil-2-pikril hidrazil (DPPH) radikalini
siipiirme aktiviteleri, Li vd., (2014) tarafindan bildirilen
yonteme gore belirlenmistir. Orneklerin {izerine 1 mL DPPH
cozeltisi  (%0,008 w/v) eklenerek karanlikta 1 saat
tutulmustur. Siire bitiminde 6rnekler 4000 rpm’de 25 dakika
santrifiij islemi uygulanarak siipernatantlarin yogunluklari
517 nm dalga boyundaki spektrofotometrede (Hitachi)
Ol¢llmiistiir. Kor olarak 1 mL DMSO, kontrol olarak ise 1
mL icin DMSO+DPPH ¢bzeltisi kullanilmigtir. Orneklerin
DPPH radikalini giderme yiizdesi asagida yer alan formiile
gore tespit edilmistir.

A= [l- (5517 / Cs17)] * %100

A: Antioksidan aktivite (%)



Aakef & Yiiksekdag, (2023)

Bsi7: DPPH ile muamele edilen Orneklerin
yogunlugu

Cs17: Kontrol grubunun (Bos DMSO ve DPPH
¢ozeltisi) yogunlugu

Siiperoksit anyon radikali siipiiriicii aktivitesi:
Sinbiyotik ve postbiyotik+prebiyotik ve bitkisel kaynakli
ticari prebiyotik olan iniilinde (kontrol) siiperoksit anyon
radikal  siiplirme  aktivitesi  belirleme  ¢aligmalar
gerceklestirilmistir (Wang vd., 2015). Orneklerin iizerine
25°C'de 0,2 mL pirogallol (3 mM, Sigma) eklenmis ve
karisimin absorbans degeri 325 nm'de Olciilmiistiir. Elde
edilen sonuglarin yiizde siiperoksit anyon radikal siiplirme
aktivitesi asagidaki denkleme gore hesaplanmustir.

% Siiperoksit anyonu radikalinin
aktivitesi = [(Ao - A1) / Ag] x 100

A: Orneklerin absorbans degeri

Ao: Ornek icermeyen ¢dzeltinin absorbans degeri

Hidroksil radikalini siipiiriicii aktivite: Ormeklerin
iizerine 1 mL brilliant blue (0,435 mM, Sigma), 2 mL FeSO4
(0,5 mM, Sigma), 1,5 mL H,0; (%3, w/v Sigma) eklenerek
37°C de 1 saat inkiibe edilmigstir. Bekleme siiresi sonunda
orneklere 4000 rpm’de 5 dakika santrifiij islemi uygulanmis
ve 624 nm’de absorbanslar1 dl¢lilmiistiir (Wang vd., 2015).
Orneklerin hidroksil radikalini siipiiriicii etkisi asagidaki
formiile gore belirlenmistir.

% Hidroksil radikali siipiiriicii aktivite = [(Ao- Az) /
(A- A1)] x 100

Ag: Belirli bir konsantrasyonda ornek igeren
¢oOzeltinin absorbans degeri

As: Ornek olmadiginda ¢ozeltinin absorbans degeri

A: Ornek ve Fenton reaksiyon sistemini igermeyen
¢ozeltinin absorbans degeri

Antibiyofilm Aktivite: Antibiyofilm madde olarak
farkli konsantrasyonlardaki (0,5, 1, 5 ve 10 mg/mL)
(JD2+EPSjp2), (CFSip2+EPS;p2) ve ticari prebiyotik iniilin
(kontrol, Sigma) kullanilmistir. Test bakterisi olarak,
biyofilm yapma yetenegi daha Onceki c¢alismalar ile
(Sarikaya wvd., 2017; Bikric wvd., 2022) belirlenen
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas
aeroginosa 29212 ve Escherichia coli ATCC 11229
bakterileri  kullanilmigtir. ~ Orneklerin  antibiyofilm
aktiviteleri kristal viyole boyama esasina gore kolorimetrik
olarak tespit edilmistir (Sandasi vd., 2010; Chaieb vd.,
2011). 96 kuyucuklu mikroplakalarda 20 uL numune ve 180
puL test bakterisi (yogunlugu McFarland 0,5 ayarlanmis)
aktarilmustir. Negatif kontrol olarak %0,85 serum fizyolojik
(SF) pozitif kontrol olarak ise test
bakterilerini igeren kuyular kullamlmistir. Ornekler ve

supuriicti

iceren kuyular,

kontrol gruplart 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmstir.

Bekleme siiresi sonunda kuyulardaki sivilar
uzaklastirilmig  ve  planktonik  formdaki  hiicrelerin
uzaklastirilmasi igin de ii¢ kez steril SF ile yikama islemi
uygulanmigtir.  Ardindan  mikroplate  plakalar oda
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kosullarinda kurumaya birakilmis ve sonra kuyulara 150°ser
pL %95°1ik metanol (Merck) ilave edilerek fikse edilmistir.
Bosaltilan kuyularin tizerine 200 pL %0,1lik kristal viyole

cozeltisi  (Merck) eklenmistir.  Mikroplakalar  oda
kosullarinda 30 dakika bekletildikten sonra kuyular steril
distile su ile yikanarak tutunmayan  hiicreler

uzaklagtirilmigtir. Plakalar kurutulduktan sonra, kuyulara
%33’liikk glasiyel asetik (Merck) eklenmis ve kuyu
ceperlerindeki  biyofilm yapilarima tutunmus boya
¢oziindiiriilmiistiir. Kristal viyole renginin optik yogunlugu
570 nm’de eliza okuyucuda (Epoc, Biotek) absorbans
degerleri belirlenmistir. Biyofilm inhibisyonunun yiizde
oranini agagidaki formiile gore hesaplanmuistir.

% Biyofilm Inhibisyonu = [(ODkontrol — OD6mex)/
ODKontrol] x 100

Istatiksel Analizler: Calismalar iki paralelli ve iig
tekerriirlii  olarak  yapilmig sonuglarin  aritmetik
ortalamalar1 hesaplannmustir. Istatistiksel analizlerde SPSS
Inc. Software (Ver. 22.0) kullanilmistir. Antioksidan ve
antibiyofilm caligmalarinda sinbiyotik ve
postbiyotik+prebiyotik uygulamalarda konsantrasyon artist
ile antioksidan/antibiyofilm arasindaki

Ve

iligkiyi ortaya
cikarmak icin regresyon analizi uygulanmistir. Regresyon
analizinde, 0,75'ten yiiksek ¢oklu R degerleri giiglii bir
korelasyon olarak degerlendirilmistir. Ayrica orneklerin
antioksidan aktivitelerinin belirlenmesinde kullanilan {i¢
farkli yontem arasinda anlamli bir fark olup olmadigini tespit
etmek i¢in tek yonliit ANOVA testi uygulanmis ve p<0,05
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

BULGULAR

Antioksidan Aktivite: Probiyotik bakteriler ve bu
bakterilerden elde edilen postbiyotikler, ¢esitli hastaliklara
neden olan oksidatif strese karsi antioksidan savunma
sistemini giiclendirmek i¢in potansiyel ajanlar olarak kabul
edilmektedirler. Caligmada, {i¢ farkli metot siiperoksit anyon
ve hidroksil radikalini siipiiriicii aktivitesi ile farkli
konsantrasyonlarda (0,5, 1, 5, 10 mg/mL) ve kontrol olarak
ticari prebiyotik iniilinin antioksidan aktivitesi tespit
edilmistir. Antioksidan aktivite sonuglari Tablo 1’de
verilmistir. Kullanilan ii¢ farkli yonteme gore yapilan
calismalarin sonuglar1 degerlendirildiginde, en yiiksek
antioksidan aktivite  DPPH metodunda 10 mg/mL’lik
(%86,6+0,6) uygulamasinda, en digiik aktivite ise
siiperoksit anyon radikali siipiiriicii aktivitesi metodunda 0,5
mg/mL’lik (%53,240,8) uygulamasinda tespit edilmistir.
Kontrol olarak kullanilan ticari bir prebiyotik olan inulinde
de benzer sekilde en yiiksek antioksidan aktivite DPPH
metodunda 10 mg/mL (%71,4+0,3) iniilin
konsantrasyonunda  gozlenirken, diistik  aktivite
stiperoksit anyon radikali siipiiriicii aktivite metodunda 0,5
mg/mL konsantrasyonda (%22,440,7) gézlenmistir.

en
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Tablol. Sinbiyotik, postbiyotik+prebiyotik ve iniilinin antioksidan aktivitesi (%).

s Farklh konsantrasonlarda postbiyotik+prebiyotik
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Antibiyofilm Aktivite

Farkli konsantrasyonlarda (0,5, 1, 5 ve 10 mg/mL)
ve kontrol olarak ticari prebiyotik iniilinin, biyofilm
olusturma yetenegine sahip {i¢ patojen mikroorganizma (E.
coli ATCC 11229, P. aeruginosa 29212 ve S. aureus ATCC
25923) iizerindeki antibiyofilm aktivitesi, 96 kuyucuklu
mikroplakalarda kristal viyole boyama esasina gore

inhibisyonunun 10 mg/mL’lik (%84+1) uygulamasinda E.
coli ATCC 11229’a karsi, en diisiik inhibisyonun ise P.
aeruginosa 29212’ye karst 0,5 mg/mL’lik (%54=+1)
uygulamalarda oldugu belirlenmistir. Kontrol
kullanilan ticari bir prebiyotik olan inulinde de benzer
sekilde en yiiksek antibiyofilm inhibisyonunun 10 mg/mL
iniilin konsantrasyonunda (%68+1) E. coli ATCC 11229’a

olarak

degerlendirilmistir (Tablo 2). Tiim sonuglar karsi, en diisiik inhibisyonun ise P. aeruginosa 29212’ye
degerlendirildiginde, en yiiksek antibiyofilm kars1 0,5 mg/mL konsantrasyonda (%40+1) gdzlenmistir.
Tablo 2. Sinbiyotik, postbiyotik+prebiyotik ve iniilinin biyofilm inhibisyonu (%).
Farkh konsantrasonlarda sinbiyotik (mg/mL) Farkh konsantrasonlarda postbiyotik+prebiyotik
(mg/mL)

B Farkl konsantrasonlarda ticari
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%)
a, b, ¢: Ortalama fark 0,05 diizeyinde anlamlidir.
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TARTISMA
Probiyotikler “yeterli oranlarda uygulandiginda
konakgiya onemli fayda saglayan canli
mikroorganizmalar” (Hill vd., 2014), prebiyotik ise
“probiyotik mikroorganizmalarin secici olarak
kullandiklar1 bir substrat” (Gibson vd., 2017) olarak ifade
edilmektedirler. Onceleri hem probiyotiklerin hem de
prebiyotiklerin bir kombinasyonu olarak diisliniilen
sinbiyotik, giinlimiizde “konak¢iya saglik yarari saglayan
konak¢1 mikroorganizmalar tarafindan segici olarak
kullanilan canli mikroorganizmalar ve substratlardan
olusan bir karisim” olarak tanimlanmaktadir (Swanson vd.,
2020). Postbiyotik, “konak¢iya saglik yarart saglayan

cansiz  mikroorganizmalarin  ve/veya  bilesenlerinin
hazirlanmasidir”. Postbiyotikler, tanimlanmis
mikroorganizmalar  kullanilarak  yapilan  fermente

irlinlerden elde edilebilir (Salminen vd., 2021). Mevcut
birgok postbiyotik, Lactobacillaceae familyasinin bazi
cinsleri (31 cins) veya Bifidobacterium cinsi (andresen vd.,
2020) icinde yerlesik probiyotik taksonlara ait cansiz
suslar1 icermektedir. Bununla birlikte, bir mikrobiyal sus
veya konsorsiyumun, inaktive edilmis versiyonun
postbiyotik olarak kabul edilebilmesi ig¢in probiyotik
olarak nitelendirilmesi gerekmez.  Akkermansia
muciniphila, Faecalibacterium prausnitzii, Bacteroides
xylanisolvens, Bacteroides uniformis, Eubacterium hallii,
Clostridium cluster 1V ve XIVa, Apilactobacillus kunkeei
ve Saccharomyces boulardii mantarinin spesifik suslarinin
timil, postbiyotik taniminin potansiyel faydali etkileri i¢in
arastirilmis ve saglik yarari gosterilmistir (Aguilar-Toala
vd., 2019).

Mayalar, metabolizmalari nedeniyle fermente
gidalarin  iretiminde Onemli fonksiyonel —aktivite
gostermektedirler (Soccol vd., 2010). Bitkisel iriinlerde
bulunan P. kudriavzevii, birgok patojenik
mikroorganizmay1 6ldiirebilen toksinler tiretme yetenegine
sahiptir. Bu nedenle gida muhafazasina, bagisiklik sistemi
modiilasyonuna, antioksidan, antitimér, anti-iilser veya
kolesterol diisiirmeye katkida bulunmaktadirlar (Castro-
Bravo vd., 2018). Bu ¢alismada, Pichia kudriavzevii JD2
susu kullanilarak elde edilen, ve bitkisel kaynakli inulinin
(ticari  prebiyotik)  antioksidan ve  antibiyofilm
aktivitelerinin karsilastirilmasi hedeflenmistir.

Antioksidanlar, oksidatif hiicresel substratlarin
oksidasyonunu geciktiren ve/veya Onleyen ve gida
endistrisinde katki olarak kullanilabilen maddelerdir.
Saglik endiseleri 1s1ginda, daha giivenli ve dogal
antioksidanlar bulmaya artan bir ilgi vardir (Aponte vd.,
2020). Mayalar, gida igsleme i¢in giivenli bir igerik ve katk1
maddesi  kaynagidir. Mayalar, hiicre duvarindaki
glutatyon, protein ve enzimler gibi antioksidan gorevi
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gorebilecek biyoaktif bilesikleri sentezlerler (Vargas-
Ochoa vd., 2016).

Serbest radikaller insan sagligint biiyiik 6lciide
etkileyebilir ve viicutta yaslanma ve iltithaplanma gibi
¢esitli hastaliklara neden olabilir; bu nedenle arastirmacilar
her zaman antioksidan olan ve insan viicudunda serbest
radikallerin ~ neden  oldugu zarar1  azaltabilecek
biyopolimerler arastirmaktadirlar. Calismamizda farkli
konsantrasyonlarda (0,5, 1, 5 ve 10 mg/mL) uygulamalarin
antioksidan aktivitesi ii¢ farklt metot ile belirlenmis ve
antioksidan degerlerinin %53,2+0,8-86,6+0,6 arasinda
degistigi bulunmustur. Uc antioksidan uygulamasinin
etkisi ile artan EPS;p2 konsantrasyonlarinin etkisi arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmistir (p<0,05).
Artan EPSjp; konsantrasyonlar1 ile 1{i¢ antioksidan
uygulamasinin etkisi arasindaki iliski regresyon analizi ile
belirlenmistir. Coklu R degerleri 0,75'ten biiyikk oldugu
icin giicli ve pozitif bir korelasyon tespit edilmistir.
Rashad vd., (2011) yapmus olduklar1 ¢alismada fermente
soya fasulyesinden izole edilen Pichia pinus suslarinin
antioksidan aktivitelerini %72 olarak belirlemistir. Bagka
bir ¢alismada, P. kudriavzevii (0P2, 1P2, 2P10)
stipernatantinin (postbiyotik) antioksidan aktivitesi 18. ve
48. saatte DPPH serbest radikali ile belirlenmis (%59,67-
68,51) ve 48 saatte 18 saate kiyasla daha yiiksek oranda
antioksidan aktiviteye sahip olduklart rapor edilmistir
(Merchan vd., 2020). Amaretti vd., (2013) otuz dort laktik
asit bakteri susunun (Bifidobacterium, Lactobacillus,
Lactococcus ve Streptococcus) hiicre igi postbiyotiginin
farkli yontemlerle antioksidan aktivitelerini aragtirmis ve
antioksidan degerinin kullanilan susa 06zgii olarak
degistigini bildirmistir. In vitro calismalar,
ekzopolisakkaritlerin bu konuda bir¢ok saglik yararina ve
antioksidan etkiye sahip oldugunu bildirmistir (Das vd.,
2014). de Oliveira Coelho vd. (2019), Liquorilactobacillus
satsumensis, Leuconostoc mesenteroides ve Sacharomyces
cerevisiae'nin hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 igeriginin,
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) inhibisyonunun %20
ila 28'1 oraninda antioksidan sergiledigini bildirmistir.
Bagka bir ¢aligmada, postbiyotik RI11 (L. plantarum susu
RI11) etci civeivlerin diyetine eklenmistir. Antioksidan
potansiyeli, glutatyon peroksidaz, siiperoksit dismutaz,
katalaz ve glutatyonun aktivitesine dayali olarak
degerlendirilmistir ve postbiyotik RII1'in, pilicler icin
antioksidan takviyesi olarak tatmin edici etkilere ve
potansiyele sahip oldugu bildirilmistir (Humam vd., 2021).
Caligmalar, postbiyotiklerin ~ varyasyonunun metal
iyonlarinin gelatlama yetenegi, antioksidan enzim sistemi
ve bunlarda bulunan antioksidan metabolitler gibi
mekanizmalara bagl oldugunu gostermektedir (Yang vd.,
2017). Yapilan literatiir taramalar1 sonucu bakterilere ait
postbiyotiklerin antioksidan aktivitelerini belirlemeye
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yonelik ¢esitli ¢aligmalara rastlanilirken, maya postbiyotik
ya da postbiyotik+prebiyotik uygulama ile ilgili herhangi
bir caligmaya rastlanilmamugtir. Calismamizin
sonuglarinda, uygulanan ii¢ metotta da konsantrasyon
artisina bagli olarak hem (postbiyotik+prebiyotik) hem de
(sinbiyotik) uygulamalarda antioksidan aktivitenin yiiksek
ciktigr tespit edilmistir. Ayrica hem ticari olarak satilan
iniiline hem de diger ¢alismalara kiyasla sonuglarimizin
antioksidan kapasitesinin daha yiiksek degerde oldugu
gbzlenmistir. Sinbiyotikler ve postbiyotikler+prebiyotikler
arasindaki bu benzerlik, her iki uygulamada da antioksidan
aktivitelerini  artiran  ekzopolisakkaritlerin ~ (EPS)
varligindan kaynaklantyor Bircok calisma
(EPS)nin etkili antioksidan aktivitelere sahip oldugunu
gostermistir (Li, vd, 2014; Wang, vd, 2021 ve Sadeghi, vd,
2022).

olabilir.

Biyofilm, bir biyotik canli olarak kullanildigindan
dolay1 daha ¢ok insan viicudu dokulart igin
kullanilmaktadir. Antimikrobiyallerin
simirlayabilen, kendi kendine {iretilen bir ekzopolimer
matriksinin ayrilmaz bir pargasidir (Madigan vd., 2019).
Gida kaynakli patojenler, gida endiistrisinde gida isleme
sirasinda kullanilan paslanmaz ¢elik, lastik eldiven, plastik,
silikon kauguk ve cam gibi biyotik ve abiyotik yiizeylerde
biyofilm olusturarak gida kalitesi ve giivenligi i¢in ciddi bir
tehdit olusturan gida kontaminasyonuna neden olabilirler.
Gida bozulmalar1 ve ekipman erozyonu nedeniyle gida
endiistrisi isletmelerinin ekonomik faaliyetlerini olumsuz
yonde etkilemektedir (Nahar vd., 2018; Toushik vd.,
2020). Bu nedenle, arastirmalarin ¢ogu, biyofilm
olusumunu veya patojenik bakterilerin tamamen yok
edilmesini  sinirlayan  alternatif yolu  belirlemeye
odaklanmistir (Kanmani vd., 2011; Xu vd., 2020;
Soliemani vd., 2022; Karaca vd., 2022). Bu ¢aligmada,
farkli konsantrasyonlarda (0,5, 1, 5 ve 10 mg/mL)
sinbiyotik ve postbiyotik+prebiyotik
antibiyofilm aktivitesi ii¢ farkli patojene karst belirlenmis
ve biyofilm inhibisyon degerleri, %54+0-84+1 arasinda

etkisini

uygulamalarin

degistigi  bulunmustur. Kontrol amaciyla kullanilan
iniilinin (0,5, 1, 5 ve 10 mg/mL) konsantrasyonlar1 ise
%40-68 oraninda patojen bakterilerin olusturdugu
biyofilmi engellemistir. Sonuglar, antibiyofilm
aktivitesinin konsantrasyona bagli oldugunu ve 10 mg/mL
konsantrasyonunda postbiyotik+prebiyotik’de  %84+1
maksimum inhibitdr etkinin oldugunu goéstermistir.
Maksimum inhibe edici etki, 10 mg/mL'lik bir
konsantrasyonda (sinbiyotik) %81+l olarak tespit
edilmistir.

Literatiir =~ taramalar1 ~ sonucunda  EPS’nin
antibiyofilm etkisinin ortaya konuldugu bir ¢aligmada, L.
acidophilus A4 susundan elde edilen EPS’nin, 0,1, 1 ve 10
mg/mL konsantrasyonlar1 hazirlanarak, Enterohemorajik
E. coli O157:H7 bakterisi iizerinde biyofilm inhibisyon
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etkisi arastirilmistir. En iyi biyofilm inhibisyon etkisinin 1
mg/mL konsantrasyonda hazirlanan EPS’de meydana
geldigi ve bu konsantrasyondaki EPS’nin biyofilm
olusumunu %87 oraninda diisiirdiigii belirlenmis ve
biyofilm olusumundaki bu disiisiin, bakteriyel yiizey
0zelliklerinin kismen etkilenmesi sonucunda (hiicre yiizeyi
modifikasyonlarinin veya hiicre-hiicre yiizey
etkilesimlerinin azaltilmasiyla) hiicrelerin ilk baglanma ve
otoagregasyonunun engellenmesiyle ortaya ¢ikabilecegi
one siiriilmiistiir (Kim vd., 2009). Baska bir ¢alismada
Koohestani vd., (2018) tarafindan, L. acidophilus LA-5 ve
L. casei 431 suslarindan elde edilen  kiiltiir
stipernatantlarinin (postbiyotik) mikroplaka yontemine
gore, S. aureus ATCC 25923 susu iizerinde biyofilm
inhibisyon etkisi belirlenmistir. Kiiltiir siipernatantlarinin
artan konsantrasyona bagli olarak biyofilm inhibisyon
oranini artirdigi ve L. acidophilus LA-5 ve L. casei 431
suglarinin %100 konsantrasyondaki siipernatantlarinin,
sirastyla %70,6 ve %65,3 oranlarinda biyofilm olusumunu
engelledigi tespit edilmistir. Yapilan literatiir taramalari
sonucu maya postbiyotik, prebiyotik,
postbiyotik+prebiyotik ya da sinbiyotik uygulama ile ilgili
herhangi bir c¢aligmaya rastlanilmamistir. Bu nedenle,
mayalarin, irettikleri metabolitlerin ve mayalardan elde
edilen  ekzopolisakkaritlerin ~ biyofilm
engelleme mekanizmasi tam olarak rapor edilmemistir.
Ancak, laktik asit bakterilerinin EPS'lerinin
bakterilerin hiicre yiizeylerini degistirerek, yiizeylere ilk
yapismayt Onleyerek ve biyofilmle iligkili genlerin
ekspresyonunu asagi dogru diizenleyerek antibiyofilm
etkilerine sahip olabilecekleri bildirilmistir (Wang vd.,
2015; vd., 2022). Mayalarin antibiyofilm
yeteneklerinin de bundan kaynaklanmig olabilecegi

olusumunu

Karaca

digtinilmistir.

Calismamizin ~ sonuglarinda,  konsantrasyon
artigina bagli olarak hem (postbiyotik+prebiyotik) hem de
(sinbiyotik) uygulamalarda biyofilm olusumunun azaldig
tespit edilmistir. Ayrica hem ticari olarak satilan iniiline
hem de diger ¢aligmalara kiyasla sonuglarimizin biyofilm
inhibisyon kapasitesinin daha yiiksek degerlerde oldugu
gdzlenmistir.

Sonug olarak yaptigimiz deneysel c¢alismalar
neticesinde Pichia kudriavzevii JD2 maya susu
kullanilarak elde edilen (sinbiyotik),
(postbiyotik+prebiyotik) uygulamalarinin antioksidan ve
antibiyofilm aktivite kapasitesine sahip olduklar1 tespit
edilmistir. Farkli konsantrasyon denemeleri yapilarak
belirlenen biyolojik aktivite caligmalarinda artan
konsantrasyona bagli olarak hem antioksidan aktivitenin
hem de biyofilm inhibisyon yeteneginin artis gosterdigi
tespit edilmistir. Ticari prebiyotik olarak kullanilan
iniilinin, DPPH, siiperoksit anyon ve hidroksil radikalini
siipliriici.~ etkisinin =~ ¢alismamizda  kullandigimiz
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uygulamalardan ¢ok daha diisiik oldugu belirlenmistir. Bu
nedenle en yiiksek antioksidan kapasiteye sahip
postbiyotik+prebiyotik  (%86,6+0,6)  uygulamasinin
serbest radikaller iiretebilen oksidasyonu reaksiyonunun
engellenmesinde  alternatif olarak  kullanilabilecegi
diistiniilmektedir. P. kudriavzevii JD2 maya susu
kullanilarak  elde edilen uygulamalarinin  patojen
mikroorganizmalar tarafindan  olusturulan  biyofilm
yapisini olusumunu engelleme ve/veya azaltma etkisinin
oldugu belirlenmistir. Ayrica, ticari prebiyotik olarak
kullanilan biofilm olusumunu engelleme
kapasitesinin aragtirmamizda kullandigimiz
uygulamalardan daha diisiik oldugu gdzlenmistir. Bu

iniilinin

nedenle en yiiksek biyofilm inhibisyon yetenegine sahip

(%84+1) uygulamasimnin hastalik etkeni olusturan
mikroorganizmalarla  miicadelede ve  biyomedikal
ekipmanlarda  biyolojik ~ koruyucu  kaplamalarda

kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Probiyotik bakteriler, probiyotik bakterilerden
elde edilen ve prebiyotik ajan olarak degerlendirilen
EPS’ler, postbiyotik ve sinbiyotikler giiclii antioksidan ve
antibiyofilm ajanlar1 olarak kabul edilmektedirler. Maya
probiyotikleri, EPS, postbiyotik ve sinbiyotiklerinin de
uygun antioksidan ve antibiyofilm ajanlar1 olup
olmadiginin degerlendirilmesi i¢in daha fazla ¢alisma ile
desteklenmesi gerekmektedir. Bu ¢alismada denenen farkl
uygulamalarinda potansiyel antioksidan ve antibiyofilm
ajan olma kapasiteleri oldugu belirlenmistir. Buna ilaveten
in vitro olarak yapilan bu caligmalarin in vivo olarak
desteklenmesi gerekmektedir.
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