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OZET

Lactobacillus plantarum SUSLARI TARAFINDAN URETILEN
EKZOPOLISAKKARITLERIN SAGLIK UZERINE ETKILERI
YUKSEK LiSANS TEZI
TULIN YILMAZ
PAMUKKALE UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTIiTUSU
GIDA MUHENDISLiGi ANABILiM DALI
(TEZ DANISMANI:DOC. DR. OMER SiMSEK)

DENIZLi, AGUSTOS - 2018

Bu calismada geleneksel fermente bir {irin olan tarhanadan daha 6nce
izole edilmis ve ekzopolisakkarit (EPS) iireticisi olarak belirlenmis Lactobacillus
plantarum PFC308, PFC309, PFC310, PFC311, PFC312 ve PFC313 suslarinin
trettigi EPS’lerin saglik lizerine etkileri arastirilmistir. S6z konusu suslar
tarafindan {retilen EPS’lerin saglik {izerine etkilerini belirlemek amaciyla
prebiyotik ozellikleri, antioksidan aktiviteleri, o-glukozidaz enzim inhibitor
aktiviteleri, pro-inflamatuar, anti-inflamatuar ozellikleri ve kolesterol giderimi
tizerine etkileri in vitro ortamda arastirilmistir. Yapilan analizler sonucunda
calismada kullanilan suslarin 178-377 mg Lt araliginda EPS iirettikleri ve en
yiiksek EPS {iretiminin PFC308 susu tarafindan gerceklestirildigi tespit edilmistir.
Ayrica soz konusu suslar tarafindan tretilen EPS’lerin suslara bagli olarak
birbirlerinden farkli prebiyotik etkiye sahip olduklari belirlenmistir. Calismada
tiretilen tim EPS’lerin antioksidan aktivitesi gosterdigi ve %51,86 orami ile en
yiiksek hidroksil radikali siipiirme etkisinin PFC309 susundan firetilen EPS’de
tespit edilmistir. Ayrica; PFC308 susu tarafindan iiretilen EPS’nin kolesterol
seviyesini %68,75 oraninda diisiirme etkisinin oldugu bulunmustur. Diger yandan;
PFC311 susundan elde edilen EPS’nin %40,98 oraninda a-glukozidaz enzim
inhibitor aktivitesine sahip oldugu ve probiyotik bakteriler igin gii¢lii prebiyotik
ozellik gosterdigi de tespit edilmistir. Anti-inflamatuar ve pro-inflamatuar sitokin
indiiklemelerinde ise en etkili sirasiyla PFC309 ve PFC313 suslarindan iretilen
EPS’lerin oldugu belirlenmistir. Nitekim; bu ¢alismada elde edilen sonuglara gore
L. plantarum PFC308, PFC309, PFC310, PFC311, PFC312 ve PFC313
suslarindan tretilen EPS’lerin her birinin farkli seviyelerde sagligi iyilestirici
Ozellige sahip oldugu ve ikame ya da destekleyici olarak kullanilabilecek dogal
biyopolimerler oldugu gosterilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Lactobacillus plantarum, Ekzopolisakkarit,
Prebiyotik, Antioksidan, Sitokin, Kolesterol



ABSTRACT

HEALTH EFFECTS OF EXOPOLYSACCHARIDES PRODUCED BY
Lactobacillus plantarum STRAINS
MSC THESIS
TULIN YILMAZ
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

FOOD ENGINEERING
(SUPERVISOR:ASSOC. PROF. OMER SIMSEK)

DENIZLi, AUGUST 2018

In this study, the health benefits of exopolysaccharides (EPS) produced by
Lactobacillus plantarum PFC308, PFC309, PFC310, PFC311, PFC312 and
PFC313 strains isolated from tarhana, a traditional fermented product, were
investigated. In this respect, the prebiotic properties, antioxidant activities, o-
glucosidase enzyme inhibitor activities, pro-inflammatory, anti-inflammatory
properties and cholesterol removal effects were studied in vitro to determine the
health benefits of EPSs produced by single and mixed culture of these strains. It
was determined that the EPS production amounts of the strains used in the study
were between 178-377 mg L™ and that the highest EPS production was performed
by the PFC308. It was also determined that the EPSs produced by the strains
showed prebiotic effect at different rates depending on the strains. All EPSs
showed antioxidant activity in different level and the highest (51.86%) hydroxyl
radical scavenging effect was determined at EPS produced by PFC309. Also; the
EPS produced by PFC308 strain was able to lower the cholesterol level at
68.75%. On the other hand; EPS obtained from the PFC311 strain inhibited
40.98% of the a-glucosidase enzyme inhibitor activity as well as showed high
prebiotic effect for probiotic bacteria. EPSs produced from the PFC309 and
PFC313 strains were found the most effective for the anti-inflammatory and pro-
inflammatory cytokine induction, respectively. As a conclusion, EPSs produced
from L. plantarum PFC308, PFC309, PFC310, PFC311, PFC312 and PFC313
strains showed developing effects on health and proposed to be alternatives for
substitutes or supplements.

KEYWORDS: Lactobacillus plantarum, Exopolysaccharides, Prebiotic,
Antioxidant, Cytokines, Cholesterol
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1. GIRIS

Geleneksel aligkanliklara bagli olarak iiretilen fermente gidalarin gerek
olgunlastirma asamasinda gerek tat, aroma ve kendine o6zgiin tekstiiriinin
olusturulmasinda starter kiiltiir olarak kullanilan laktik asit bakterileri (LAB),
gidadaki karbonhidratlari fermente ederek son iirlin olarak temelde laktik asit
tiretirler. Bunun yaninda LAB besin bakimindan zengin ortamlarda bulundugunda
cesitli organik asitler, hidrojen peroksit, bakteriyosin veya ekzopolisakkarit (EPS)
gibi ¢ok cesitli metabolitleri de iireterek fonksiyonel 6zellik gosterebilir. LAB’ler
tirettikleri metabolitler ile gidanin yapisal ve tekstiirel 6zelliklerini iyilestirmelerinin
yani sira tiiketici sagligr iizerinde olumlu etkilerinden dolayr da dikkat ¢ekmis ve
bakteri gruplar1 arasinda GRAS (genel olarak giivenli kabul edilen) statiisiine sahip
olduklarindan endiistride kullammlari yaygin hale gelmistir. Son yillarda LAB
tarafindan sentezlenen EPS’nin hem sagligi olumlu yonde etkilemesi hem de
gidalarin yapisal ve tekstiirel ozelliklerini iyilestiren dogal biyopolimerler olmasi
olduke¢a dikkat ¢cekmistir. Ayn1 zamanda s6z konusu 6zelliklerinden dolay1 ¢ok yonlii
fonksiyonel bir mikrobiyal metabolit olan EPS, gida, ilag, kozmetik, tekstil gibi
birgok alanda kullanilmaya baglanmistir. Bu durum mikrobiyal kaynakli EPS’lere

olan ilginin artmasini saglamistir.

Mikrobiyal polisakkaritler bitki ve hayvan kaynakli polisakkaritlere kiyasla
tekrarlanabilir iiretim parametreleri, daha kisa siirede elde edilmeleri, kalitesi ve
nihai {rliniin yiiksek verimi gibi bircok avantaja sahiptir. EPS’ler mikrobiyal
polisakkaritlerin bir ¢esididir. Mantarlar ve bakteriler tarafindan hiicre i¢i ya da hiicre
dis1 sentezlenebilirler. LAB’lerin ¢esit ve miktar bakimindan en iyi EPS fireticileri

oldugu bilinmektedir.

LAB tarafindan iretilen EPS'lerin bazilari, canlilarda immiino-modiilator,
anti-timor, anti-biyofilm ve antioksidan aktiviteleri gibi saglik iizerine faydalari
bulunmaktadir. Bununla birlikte, saglik tizerine etkileri genel olarak konakgi-bakteri
iliskisine dayanir ve karakteristigine bagli olarak bagisiklik sistemi iizerine etkisi

olabilmektedir. EPS’lerin birgogu uzun karbonhidrat zincirlerinden olustugundan



kisa zincirlere kiyasla daha yavas metabolize edilerek, kolon bolgelerinde daha uzun
siire kalmaktadir. Kolondaki bir ya da siirhi sayidaki bakterinin biiylime ve
gelismesini  saglayarak prebiyotik olarak fonksiyon gosterdigi ve bagirsak

mikrobiyotasint modifiye ederek sagligi olumlu yonde etkiledigi bilinmektedir.

LAB tarafindan firetilen EPS’ler insan sagligi lizerine olumlu etkileri ve
bunun yaninda destekleyici olarak kullanilabilecek dogal bir biyopolimer olmasi
nedeniyle oldukc¢a 6nemli metabolitlerdir. Yapilan bu tez ¢alismasinda geleneksel bir
gidamiz olan tarhananin fermantasyonunda bulunan LAB arasinda EPS fiireticisi
oldugu belirlenen L. plantarum suslarindan EPS iretilip saflastirildiktan sonra saglik

tizerine etkileri incelenmistir.

1.1 Tezin Amaci

Bu tez ¢alismasinin amaci, geleneksel fermente gidamiz olan tarhanadan izole
edilmis L. plantarum suslarindan EPS iiretimi, tiretilen EPS’nin saflagtirilmasi ve s6z
konusu EPS’lerin pro-inflamatuar, anti-inflamatuar, prebiyotik, antioksidan aktivite
Ozellikleri, alfa glukozidaz inhibitor aktiviteleri ve kolesterol seviyesinin azaltilmasi

tizerindeki etkilerinin arastirilarak tiiketici sagligina katkisinin belirlenmesidir.

1.2 Literatiir ozeti

1.2.1 Laktik Asit Bakterileri ve Genel Ozellikleri

Ik kez 19. yy. sonlarinda siitte fermantasyona ve koagiilasyona yol agan
bakteriler LAB olarak isimlendirilmis ve Enterococcus, Lactococcus, Streptococcus,
Vagococcus, Aerococcus, Pediococcus, Tetragenococcus, Leuconostoc, Oenococcus,
Weissella, Lactobacillus ve Carnobacterium cinsleri igerisinde siniflandirilmislardir
(Axelsson 2004). LAB, saglik ve beslenmedeki faydalar1 ve fermentatif
kabiliyetlerinden dolayr endiistriyel Oneme sahiptirler. Anaerobik 06zellikte
olmalarina ragmen oksijene duyarli degildirler ve oksijen olsa da olmasa da

tireyebilirler bu 6zelliklerinden dolay: fakiiltatif anaerob olarak adlandirilirlar. Gram
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pozitif, katalaz negatif, spor olusturmayan, diisiik GC igerigine sahip (%50’den az),
zorunlu olarak fermentatif olup karbonhidratlarin fermantasyonunda son {iriin olarak
onemli miktarda laktik asit {iretirler. Basil veya kok seklinde bulunabilirler. 10-45°C
aras1 sicakliklarda gelisebilen ve yiiksek tuz konsantrasyonlarini, asit veya alkaliyi
tolere edebilen heterojen bir mikroorganizma grubudur. Bu grubun iiyeleri porfinler
ve sitokromlar igermedikleri igin elektron taginmasina bagli fosforilasyon
yapamazlar. Dolayisiyla sadece substrat diizeyinde fosforilasyon ile enerji elde
ederler (Tannock 2004, Evren ve dig. 2006, Madigan ve Martinko 2012, Sauer ve
dig. 2017).

Orla-Jensen 1919’da, LAB’nin ilk smiflandirmasini morfolojisi, ekolojisi ve
ozellikle optimal {ireme sicaklari (10-45°C) olmak fiizere baslica fizyolojik
Ozelliklerine dayanarak Thermobacterium, Streptobacterium, Microbacterium,
Betacoccus, Tetracoccus, Streptococcus seklinde gruplandirarak — yapmustir
(Holzapfel ve dig. 2001). Giiniimiizde bakterilerin taksonomisindeki degisimler,
bakterinin genotipik tanimlanmasi ve DNA’sindaki niikleotit oranlar1 (GC igerigi) ile
belirlenmektedir. Ayrica izole edilen genlerinin elektroforetik 6zellikleri, DNA:
DNA hibridizasyonu, RNA’nin yapisi ve siralanmasi 16S rRNA gen dizisi gibi
molekiiler oOzellikler taksonomide kullanilan 6nemli tekniklerdir. Bu teknikler
sayesinde yapilan siniflandirmalarda dogru ve hizli sonu¢ alinmasi biiyiik yarar
saglamaktadir. Boylece son yillarda yapilan genetik calismalar sonucu ortaya ¢ikan
siiflandirmada gidalarda 6nemli olan baglica LAB cinsleri: Carnobacterium,
Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus,
Streptococcus, Tetragenecocus, Vagococcus ve Weissella’dir. Yeni olusturulmus
LAB cinsleri ise; Carnobacterium, Weissella, Tetragenococcus, Vagococcus,
Atopobium ve Albiococcus’dur (Stiles ve Holzapfel 1997, Endo ve Okada 2005,
Tangiiler ve Erten 2006, Cetinkaya ve Ayhan 2012, Bulut-Albayrak 2017). Son
yillarda artan teknolojiye bagli olarak genomu tamamen sekanslanan LAB sayisi
100’1 asmistir ve s6z konusu ¢alismalar bu bakteri grubunun tiyelerinin fonksiyonel
Ozelliklerinin anlasilmasi i¢in ¢ok Onemli mesafeler kat edilmesini saglamistir

(Fanning ve dig. 2012%, Dertli ve dig. 2013).

LAB tirleri kendi iglerinde farkli olarak homofermentatif ve
heterofermentatif fermentasyon olmak iizere iki farkli yol ile karbonhidratlari

fermente ederler. Homofermentatif LAB, glukozu Embden-Meyerhof-Parnas (EMP)



yolu ile fermente ederek g¢ogunlukla laktik asit dretir. Heterofermentatif LAB ise
EMP yolunun o6nemli enzimlerinden aldolaz enzimine sahip olmadigindan, s6z
konusu bakteriler glukozu Pentoz-Fosfat (PP) yolu ile katabolize ederek laktik asit
beraberinde etanol ve karbondioksit (CO,) de olustururlar. Diger yandan her iki yolu
da kullanabilen fakiiltatif heterofermentatif LAB’de vardir. Ornegin; L. plantarum
glukozu homofermentatif olarak metabolize ederken, pentozlar laktat ve asetata PP
yolu ile hidrolize etmektedir. Lactobacillus casei de glukozu homofermententif,
ribozu ise heterofermentatif olarak metabolize etmektedir (Con ve Gokalp 2000,
Holzapfel ve dig. 2001). LAB insan ve hayvan gastrointestinal sistemini de igeren
birgok farkli ortamda temel mikroorganizma grubu olarak yer alir. LAB organik
asitler, hidrojen peroksit, reuterin ve bakteriyosin gibi ¢ok c¢esitli antimikrobiyal
bilesikleri de firetebilir. Bunun disinda bu bakteriler EPS sentezleyerek cesitli
fonksiyonel ozellik de gosterir (Broadbent ve dig. 2003, Leroy ve Vuyst 2004,
Tannock 2004, Claesson ve dig. 2007, Walter 2008, Bulut-Albayrak 2017).

LAB’nin genetigi, biyokimyasi ve fizyolojisi iizerine yeni bilgiler elde
edilmesiyle bu bakterilerin fermente gidalarin {iretiminde starter kiiltiir olarak
kullanim1 yaygimlasmistir (Blagojev ve dig. 2012). Genel bir tanimla starter kiiltiir
“kontrollii kosullarda standart kalitede bir iiriin elde etmek icin gida sanayinde
kullanilan mikroorganizmalardir”. Starter kiiltiir, belirli bir amaca yonelik olarak
kullanilir. Baz1 gidalarda islevi asit gelistirmek iken, baz1 gidalarda aroma gelistirme
esastir. Probiyotik triinlerde oldugu gibi bazi gidalarda da temel islev dogrudan
sagliktir. LAB tarafindan karbon kaynagiin laktik aside doniistiiriilmesiyle {iriin
pH’s1 diiger, bozulma ve patojen mikroorganizmalarin gelisimi engellenir.
Asitlesmeye ilaveten, antimikrobiyal bilesikler, lezzet ve aroma bilesikleri, B grubu
vitaminleri, biyoaktif peptitler, diisiik kalorili sekerler ve EPS’ler tiretilerek fermente
tirtinlerin iglevselligine, organoleptik 6zelliklerine katkida bulunabilinir (Gaspar ve
dig. 2013). Bu grubun birgok iiyesi farkli konakgilarda kolonize olabilirler. Konakg1
mikroflorada baskin hale gelerek zararli mikroorganizmalarin gelisimine engel
olurlar. Giintimiizde probiyotik olarak adlandirilan organizmalarin biiyiik ¢ogunlugu
LAB grubu iiyesidir. Probiyotikler Diinya Saghk Orgiitii’'niin (WHO) tanimi ile
belirli miktarlarda viicut igerisine alindiklarinda konakgisina saglik faydasi
saglayabilen canli mikroorganizmalardir. Ayrica bu tiirler erken kolonizasyon

gostererek bagirsak mikrobiyotasini modifiye edebilirler ve ¢esitli antimikrobiyal



bilesenler iireterek zararli mikroorganizmalarin uzaklagmalarini saglayabilirler

(FAO/WHO 2006, Fanning ve dig. 2012% Dertli ve dig. 2013).

LAB’nin  GRAS (Genel Olarak Givenilir Kabul Edilen) statiisiinde
tanimlanmalart ve Avrupa Birligi’nce QPS (Giivenligin Nitelikli Varsayimi) olarak
tarif edilmeleri ve tiiketici tercihlerinin daha dogal gida koruyucular i¢in artan
talepleri nedenleri ile biyokontrol ajanlar1 olarak kullanimlarina iliskin yogun bir ilgi
ortaya ¢cikmistir (Crowley ve dig. 2013). Son yillarda dikkati ¢eken fonksiyonel
ozelliklerden birisi de LAB’lerin EPS iretimidir (De Vuyst ve Degeest 1999,
Broadbent ve dig. 2003, Kumar ve dig. 2007). Ciinkii s6z konusu bakteriler
tarafindan polisakkaritlerin iiretimi, gidalarin hem reolojik ve tekstiirel 6zelliklerinin
gelistirilmesi, hem de tiiketici saghiginin iyilestirilmesi yoniinde ¢esitli fonksiyonlar
saglamaktadir (Welman ve Maddox 2003, Ryan ve dig. 2014, Mende ve dig. 2016).
LAB tarafindan EPS iiretimi son yirmi yildir aragtirmacilarin dikkatini ¢ekmis,
Streptococcus thermophilus, Lactococcus lactis, Lactobacillus plantarum ve otuzdan
fazla Lactobacillus tiiriiniin EPS firettigi ve bu polimerlerin gida sanayisinde
kivamlastirici, saglamlastirici, emiilsifiyer, yag ikame edici ve diger Onemli
konularda kullanilmasi s6z konusu olmustur (Broadbent ve dig. 2003, Badel ve dig.

2011).

1.2.1.1 Lactobacillus Cinsi Bakterilerinin Genel Ozellikleri

Laktobasiller tipik olarak ¢ubuk (basil) seklinde bakterilerdir. ince, uzun ya
da kivrik kisa sekillerde bulunabilirler (Madigan ve Martinko 2012). Gram pozitif,
spor olusturmayan, katalaz negatif 6zelliktedirler. Bu soydaki bakteriler 2-53°C’de
(optimum 37-45°C) gelisme gosterirler. Oksijeni kullanma o6zelligine gore
aerotolerant ya da anaerob olup, %5 CO;’li ortamda gelisme gosterebilirler. Hafif
asidik ortamda hizli ¢ogalarak Streptococcus’lardan daha ¢ok asit olustururlar.
Laktobasiller asidik kosullara diger laktik asit bakterilerinden ¢cok daha direnglidirler
ve 4.0 gibi diisiik pH degerlerinde rahatlikla ¢ogalabilirler. Kromozomlarindaki DNA
baz komposizyonlarinda % 33-55 oranda GC ihtiva ederler (Holzapfel ve dig. 2001,
Settanni ve Corsetti 2008, Madigan ve Martinko 2012).

Laktobasiller gelisebilmeleri i¢in zengin besin ortamlarina O6zellikle

aminoasit, peptit, vitamin, yag asidi veya yag asidi esterleri ile fermente
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edebilecekleri besin maddelerine ihtiyag duyarlar. Oldukc¢a farkli c¢evrelerde
gelisebilir ve genel olarak fermente gidalarda, siit ve iiriinlerinde, bitkilerde, insan ve
hayvan bagirsaginda bulunurlar. Fermente gidalarin bir¢ogunda starter kiiltiir olarak

kullanilirlar (Holzapfel 2001, Salminen ve dig. 2004).

Laktobasillerin ~ fermentatif  Ozellikleri  dikkate  alinarak;  obligat
homofermentatifler, fakiiltatif heterofermentatifler ve obligat heterofermentatifler
olmak tizere bir simiflandirma yapilmis ve s6z konusu siniflandirma Tablo 1.1°de
verilmistir. Obligat homofermentatifler ile fakiiltatif heterofermentatifler grubunda
yer alan bakterilerin ¢ogu ve obligat heterofermentatif grubunda bulunan bazi
bakteriler fermente gidalarda kullanmilmaktadir. Obligat heterofermentatifler ise

vakum ambalajlanmig gidalarda gaz olusturabilirler (Axelsson 2004).

L. plantarum dogada bir¢cok alanda dagilmis olarak bulunan fakiiltatif
heterofermantatif laktik asit bakterisidir (Siezen ve dig. 2010). Cesitli ortamlara
uyum saglayabilmekte ve LAB grubu arasinda en biiyiik genoma (~ 3.3 Mb) sahip
oldugu icin degisik kaynaklardan izole edilebilmektedir (Martino ve dig. 2016).
Katalazlar, peroksidazlar ve rediiktazlarin yani sira yiiksek bir oksidatif stres ile basa
¢ikmak igin gesitli 6zelliklere sahiptir (Abdelazez ve dig. 2018). Bunlarin yani sira
gastrointestinal sistemdeki asit ve safra stresi gibi fiziksel ve kimyasal engellere,
vajinal ve iirogenital yollar da dahil olmak iizere ¢esitli zorlu kosullara karsi son

derece toleranshidir (Jose ve dig. 2015).

L. plantarum’un birgok agidan insan sagligina faydalar1 mevcuttur. Probiyotik
olarak kullanilabilir, bagisiklik sistemini diizenler, kolesterol seviyesini disiirtir,
bagirsak mikroorganizmalarinin stabil dengesini korur ve timoér dagilimini
engelleyebilir. 1970'lerin sonunda, L. plantarum potansiyel bir immiinolojik
destekleyici (adjuvan) olarak tanmimlanmistir. Gilintimiizde bir¢ok ¢alisma L.
plantarum'un immiin homeostaziyi olumsuz etkilemeden, dogrudan mukozal immiin
yanitt arttirdi@int ortaya koymustur. Bu ozellikler, antijen iletiminde kullanilmak
tizere L. plantarum'a olan ilgiyi arttrmistir. Diger yandan, L. plantarum'un
rekombinant suslarinin pro-inflamatuar ozelliklerinden dolayr as1 antijeni olarak
kullanilmak iizere etkili mukozal uygulama araglart oldugu varsayilmaktadir (Bron

ve dig. 2012, Fredriksen ve dig. 2012, Abdelazez ve dig. 2018).



Tablo 1.1: Lactobacillus tiirlerinin metabolik karakterlerine gore siniflandiriimasi
(Axelsson 2004)

Obligat Fakiiltatif Obligat
homofermentatif heterofermentatif heterofermentatif
L. acidophilus L. acetotolerans L. brevis
L. delbrueckii subsp. bulgaricus L. alimentarius L. buchnerii
L. delbrueckii subsp. delbrueckii L. bifermentas L. fermentum
L. delbrueckii subsp. lactis L. curvatus L. hilgardii
L. helveticus L. homohiochii L. parabuchneri
L. johnsonii L. paracasei subsp. paracasei L. parakefir
L. kefiranofaciens L. plantarum L. sanfrancisco
L. kefiraganum L. pentosus L. reuteri
L. mali L. sakei L. vaccinostercus

1.2.2 Ekzopolisakkaritler (EPS)

Polisakkaritler diinyadaki en énemli biyolojik polimerlerdendir (Ates 2015)
ve dogada oldukga yaygin sekilde bulunurlar. Bu polimerlerin canlilar igin baslica
enerji depo materyali (6rn, glikojen) olmasinin yanisira 6zellikle bakteri hiicre duvari
bilesenleri olan peptidoglikan, lipopolisakkarit, lipoooligosakkarit, teikoik asit,
lipoteikoik asit ve EPS’lerin yapisinda yer almasi gibi birgok hayati fonksiyonu
bulunmaktadir. Ornegin teikoik asit, teikuronik asit, lipopolisakkarit ve peptidoglikan
gibi bakteri hiicre duvari bilesenleri polisakkaritlerden olusmaktadir (Sutherland
2007, Badel ve dig. 2011, Zeidan ve dig. 2017).

EPS’ler diiz veya dallanmis tekrarli seker ve seker tiirevlerini iceren uzun
zincirli, yiiksek molekiil agirligina sahip ve temel olarak hiicre ¢eperi disinda
bulunacak sekilde iiretilen polimerlerdir. Bu seker birimleri farkli oranlarda agirlikli
olarak ya glukoz, galaktoz, fruktoz ve ramnozdan ya da bunlarin
kombinasyonlarindan olusmaktadir (Sutherland 2001, Welman ve Maddox 2003,
Ismail ve Nampoothiri 2010). Bircok prokaryotik ve Okaryotik mikroorganizma
hiicre duvarlarinin bilesiminde bulunmayan hiicre disi EPS olarak adlandirilan
polisakkaritler {iretme kabiliyetindedirler (Sutherland 2001). Bitkiler, algler,

mantarlar ve bakteriler tarafindan da EPS iiretilmektedir. GRAS statiisiine sahip gida



siift LAB tarafindan iiretilen EPS, bitki ve hayvan kaynakli EPS’nin bir alternatifi
olarak kullanilabilir (Dilna ve dig. 2015). Bakteriler teknolojik ve endiistriyel
uygulamalar i¢in EPS iretiminden sorumlu temel organizmalardir (Ates 2015).
Lactobacillus, Streptococcus, Lactococcus, Leuconostoc ve Weissella cinslerinin
EPS {ireticisi olduklart bilinmektedir (Patel 2012).

LAB’ler tarafindan iretilen EPS’ler, hiicreyi ozmotik stres, diisik su
aktivitesi, fagositoz, bakteriyofajlar, toksik bilesikler ve makrofajlara karsi koruyucu
islevlere sahiptir. Diger yandan, EPS’ler hiicre tanimada, yiizeylere tutunma ve
probiyotikler gibi mikrobiyal ekosistemlerin bagirsak florasinda kolonizasyonunu
kolaylastiran biyofilmlerin olusmasinda kilit 6Gneme sahiptir. Ayrica iiretilen EPS’ler,
tireticisi LAB tarafindan enerji kaynagi olarak da kullanilabilmektedir (Ruas-
Madiedo ve dig. 2002, Badel ve dig. 2011, Dertli ve dig. 2016, Zeidan ve dig. 2017,
Kanmani ve dig. 2018).

Bu biyopolimerler hiicrede kovalent baglarla siki bir sekilde baglanmis hiicre
etrafinda kapsiil olusturan kapsiiler EPS (CPS) veya hiicreye gevsek sekilde bagl
olarak hiicre yiizeyi ile elektrostatik etkilesimler vasitasiyla iliskili olan ve
¢ogunlukla ortama salinarak yapiskan bir ozellik kazandiran (slime) EPS (SPS)
olarak iki formda bulunabilir. CPS ve SPS, hiicre ylizeyine baglanma sekillerinde
farklilik olan ekzoseliiler polisakkaritlerdir. EPS iireticisi LAB tiirleri EPS
tiretimlerini ¢ogunlukla SPS formunda gercgeklestirirken, bazi tiirler ise hem CPS
hem de SPS formunda iiretebilmektedir. CPS, SPS’den daha iyi su tutma
kapasitesine sahip iken, salgi formunda olmasindan dolayr SPS’nin daha yiiksek
viskoziteye sahip oldugu bilinmektedir (Patel ve dig. 2010, Yang ve dig. 2010,
Ismail ve Nampoothiri 2010, Freitas ve dig. 2014, Zeidan ve dig. 2017). Yang ve dig.
(2010) tarafindan yapilan bir ¢calismada; Cin lahana tursusu olan kimchi’den iki EPS
formunu da tretebilen L. rhamnosus JAASS8 susu izole edilmistir. S6z konusu sus
tarafindan tiretilen hiicre yiizeyini ¢evreleyen mevcut kapsiiler polisakkarit (CPS) ve
yapiskan polisakkaritin (SPS) biyosentezleri ayri ayri incelenmistir. Sonug olarak;
gelisme ortaminda bulunan SPS biyosentezinin logaritmik biiyiime sathasi boyunca
arttigi, sonrasinda soz konusu artigin duragan safhada azaldigi ve sonunda viskozite
etkisinde belirli oranda azalma oldugu tespit edilmistir. Bu durumun fermantasyon
ortaminda yer alan glikohidrolazlarin EPS'yi monomerlere hidrolize etmesinden

kaynaklandig belirtilmistir. Bununla birlikte iiretilen CPS’nin etkilenmedigi aksine
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fermantasyon islemi sirasinda veriminin siirekli arttigi belirlenmistir. Besin
maddelerinin tiikkenmesi, asitligin artmasi, tuz varligi gibi olumsuz ¢evre kosullarinin
CPS olusumunu tesvik ettigi goriilmiistiir. S6z konusu bu durum hiicresel koruma ile
iliskilendirilmis, koruma ve direng 6zelliklerinden dolay1 saglik agisindan probiyotik
olarak kullaniminin 6n kosulunu olusturdugu goriilmiistiir. Bu ¢alismadan elde edilen
sonuca benzer olarak; L. helveticus, L. delbrueckii ve S. thermophilus gibi diger
birgok EPS iireten LAB’nin duragan safhada EPS veriminde benzer azalmalar
oldugu bulunmustur.

LAB tarafindan iiretilen EPS’ler; yapisal olarak tek tip monosakkaritlerin
tekrarlanan birimlerinden olusan homopolisakkaritler (HoPS) ve iki veya daha fazla
monosakkaritten olusan bir iinitenin diizenli tekrarlayan birimlerinden olusan
heteropolisakkaritler (HePS) olmak iizere iki alt sinifa ayrilmaktadir (Harutoshi
2013, Dertli ve dig. 2016). HoPS, glikoz, fruktoz gibi tek tip monosakkarit igerir ve
a-D-glukanlar (deskranlar, mutanlar, alternanlar), B-D-glukanlar, fruktanlar (levan,
iniilin) ve poligalaktan olmak iizere dort gruba ayrilir (Ruas-Madiedo ve dig. 2002).
HoPS’lar arasindaki temel farklilik esas olarak ana zincirdeki baglar, molekiil
agirliklart ve dallanma yapilarmin ozellikleri nedeniyle ortaya c¢ikmaktadir
(Harutoshi 2013). Genellikle molekiil agirhklari 10* ile 10° Da arahgnda
degismektedir. Leuconostoc ve Weisella suslari baslica ve onemli miktarda HoPs
tireticileridir (Karaca ve dig. 2010, Badel ve dig. 2011, Kajala ve dig. 2015).

HoPS’larin tiretilmesi igin fermentasyon ortaminda siikroz substrat olarak
kullanilir ve monosakkarit {niteleri bakteri hiicresi duvarinda bulunan
glikoziltransferaz tarafindan olusturulduktan sonra biyosentez gerceklestirilir. Alfa-
glukanlar, a-(1-6) ve a-(1-3) bagh glikozidik birimlerinden olusmaktadir. L.
mesenteroides subsp. mesenteroides, L. mesenteroides subsp. dextranicum tarafindan
dekstransiikraz enziminin aktivitesi ile siikrozdan tretilen dekstranlar a-(1-6) ve a-
(1-3) glikozidik baglarini igerir. Dekstran ¢dzeltilerinin viskozitesi konsantrasyon,
sicaklik ve molekiiler agirlik fonksiyonlarina bagl olarak degisir, sahip olduklari
glikozidik baglarin serbest doniisiimii sayesinde esnek bir yapiya sahiptir ve suda
oldukga iyi ¢oziiniirler. (Ruas-Madiedo ve dig. 2002, Rehm 2010, Ahmad ve dig.
2015).



CH, CH,
o o
(e OH
0 ol mo o—
OH OH

—o——CH, CH,
o o
OH
HO 0"  HO o
OH OH
o /

—0——CH,

HO o]
OH

Sekil 1.1: Dekstran’in yapist ( Harutoshi 2013)

Streptococcus mutans ve Streptococcus sobrinus tarafindan tiretilen mutanlar
bir glukandir, dekstrandan farkli olarak a-(1-3) baglarini yiiksek oranda igerir bundan
dolayr suda ¢oziinmezler. Mutanlar mikroorganizmalarin dislere tutunmasini
kolaylastirdiklarindan dis c¢tirtiklerinin bir nedeni olarak diistiniilmektedir (Ruas-
Madiedo ve dig. 2002, Harutoshi 2013, Leemhuis ve dig. 2013).

Sekil 1.2: Mutan’1n yapisi ( Harutoshi 2013)

Alternan, Leuconostoc mesenteroides suslari tarafindan yapisinda a-(1,6) ve
a-(1,3) glikozidik baglar1 igeren bir glukandir. Leuconostoc mesenteroides suslarinin
sahip oldugu alternan-siikraz enzim aktivitesi ile tretilmektedirler. Alternanlarin
diger polisakkaritlerden farkli olarak diisiik viskozite yiiksek ¢Oziiniirlikk gibi ayirict
bir Ozelligi vardir. Ekstraseliillar alternaz enzimi alternanlari oligosakkaritlere
indirger. Alternanlar sekerlerin glisemik indeks giiclinii diisiirmek ve ayrica gidalarda
prebiyotik katki amagh olarak da kullanilirlar (Patel ve dig. 2012, Zannini ve dig.
2016).
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Sekil 1.3: Alternan’in yapisi ( Harutoshi 2013)

Beta-glukanlar ise Pediococcus spp. ve Streptococcus spp. tarafindan tiretilen
B-(1-3) bagl glikozidik birimlerinden olusmaktadir (Ruas-Madiedo ve dig. 2002).
Fruktanlar;  Streptococcus salivarus, Streptococcus mutans, Leuconostoc
mesenteriodes, L. sanfranciscensis, L. reuteri gibi LAB suslari tarafindan iiretilen
levan ve iniilin gibi B -(2,6) ve B -(2,1) bagl fruktoz molekiillerinden olugsmaktadir.
Levan siikraz enzimi, fruktozdan levani karakterize eden B -(2-6) glikozidik baglarla
D-fruktozil birimlerinin transferini katalizler. Yagda ve suda yiiksek ¢ozlnirlik,
giicli yapiskanlik, iyi biyouyumluluk ve film olusturma yetenegi gibi pek cok ayirt
edici ozellikleri vardir. Bu 6zelliklere sahip bir HOPS olarak gidalarda, yemlerde,
kozmetiklerde, ilaclarda ve kimya endiistrisinde yeni bir fonksiyonel biyopolimer
olarak 6nemli bir potansiyele sahiptir. Ayrica prebiyotik, anti-timor ve kolesterol
diisiirme etkilerinden dolayr da son yillarda oldukca dikkat ¢cekmektedir. Iniilin -
(2,1) glikozidik baglar igeren fruktooligosakkaritlerdir. Sindirilemediklerinden
bagirsak kanalinda prebiyotik fonksiyon gdstermelerinin yani sira bagirsak pH’sini
diisliriir ve patojen bakterilerin tutunmasimi da engellerler (Monsan ve dig. 2001,

Mozzi ve dig. 2006, Patel ve dig. 2012, Ates 2015).
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Sekil 1.4: Levan’in yapis1 ( Harutoshi 2013)
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Heteropolisakkaritler (HePS) kimyasal yapilari, molekiil agirliklari, verim ve
islevsellikleri bakimindan oldukga farkliliklar gosterir. Agirlikli olarak D-glikoz, D-
galaktoz ve L-ramnozdan olusan tekrarlayan polimerize birimlerdir. Bunlarin yani
sira N-asetilglukozamin, N-asetilgalaktozamin veya glukuronik asit, bazen fosfat,
asetil ve gliserol de bulunabilir (Badel 2011). HePS’lerin sentezi HoPS’lerden farkli
olarak hiicre iginde glikoziltransferaz aktivitesi ile gergeklesir, daha sonra hiicre dis1
polimerizasyon i¢in izoprenoid glikozil tastyict prekiirsor lipidlerle taginarak
hiicrenin etrafim sararlar (Mozzi ve dig. 2006, Nwodo ve dig. 2012). Lactococcus
lactis subsp. lactis ve Lactococcus lactis subsp. cremoris, L. delbrueckii subsp.
bulgaricus, L. helveticus ve S. thermophilus baslica HePS iireten bakteri tiirleridir
(De Vuyst ve dig. 2001).

1.2.3 LAB’ler Tarafindan Uretilen EPS’nin Saghkla iliskisi

LAB tarafindan iiretilen dogal biyopolimerler olan EPS’lerin insan sagligi
acisindan da son derece 6nemli oldugu bilinmektedir. Antioksidan, prebiyotik, anti-
timor, immiino-modiilasyon, antiinflamatuar, proinflamatuar ve kolestrol diistiriicti
aktiviteler gibi saglik tizerine olumlu etkilere sahip olduklarindan gida endiistrisinde
degerli bilesenler olarak kabul edilirler (Patel ve dig. 2010, Patel ve dig. 2014, Ryan
ve dig. 2014, Zannini ve dig. 2016, Kim ve dig. 2017, Abid ve dig. 2018, Bengoa ve
dig. 2018).
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1.2.3.1 EPS’lerin Prebiyotik Etkileri

Probiyotikler, belirli miktarlarda alindiklarinda konakgisina bir saglik yarari
saglayabilen canli mikroorganizmalardir. Prebiyotikler ise bagirsak mikrobiyotasinda
bulunan yararli mikroorganizmalarin gelisimini ve stabilitesini saglayarak konakei
sagligini olumlu yonde etkileyen ve sindirilemeyen maddelerdir. Bunlar genellikle
polimerizasyon dereceleri 2 ile 20 monomer arasinda degisen oligosakkaritlerdir. S6z
konusu prebiyotikler probiyotikler tarafindan metabolize edilerek patojen
mikroorganizmalara  karst  bagisiklik  gelistirirler. ~ Prebiyotiklerin ~ temeli
oligosakkaritlere dayanir. Galaktooligosakkaritler (GOS) ve fruktooligosakkaritler
(FOS) onemli prebiyotikler olarak bilinmektedir. LAB tarafindan iiretilen poli ve
heterooligosakkaritler potansiyel prebiyotiklerdir. Uzun karbonhidrat zincirlerine
sahip olan EPS’ler kisa zincirli olanlardan daha yavas metabolize edileceginden
gastrointestinal sistemde daha uzun siire kalarak prebiyotik etki yapabildigi
diistiniilmektedir. Ayrica EPS’lerin probiyotik mikroorganizmalar tarafindan iiretilen
kisa zincirli yag asitleri ile birlikte sindirim sisteminde iyi bir prebiyotik etki
gosterdigi de bildirilmistir (Tsuda ve Miyamoto 2010, Ismail ve Nampoothiri 2010,
Badel ve dig. 2011, Harutoshi 2013, Saad ve dig. 2013). S6z konusu prebiyotik etki
probiyotik suslarin EPS’leri pargalayabilen enzimlere sahip olmasindan ileri
gelmektedir (Dal Bello ve dig. 2001, O’Connor ve dig. 2005). L. plantarum
tarafindan {iretilen bir HOPS olan o-D glukan tipi EPS’nin prebiyotik aktivite
gosterdigini ortaya koyan bir ¢alismada, in vitro ortamda hazirlanmis yapay mide
suyunda probiyotik bakterilerin iyi gelisme gosterdikleri tespit edilirken, probiyotik
olmayan Enterobacteriaceae gibi bakterilerin zayif gelisme gosterdigi rapor
edilmistir (Das ve dig. 2014). Diger yandan L. sanfranciscensis’den tiretilen bir
HoPS olan levan tipi EPS'nin bifidojenik etkisinin oldugu bildirilmistir (Dal Bello ve
dig. 2001). Bilindigi gibi, Bifidobacterium tiirlerinin ¢ogalmalar1 ve aktivitelerini
stirdiirebilmeleri icin “bifidus ya da bifidojenik faktorler” olarak bilinen N-
asetilglukozamin gibi amino sckerlere, fruktooligosakkaritler ve laktuloz gibi
karbonhidratlara ihtiyag vardir (Yilmaz-Ersan ve dig. 2016). Weissella cibaria,
Weissella confusa, L. plantarum ve Pediococcus pentosaceus tarafindan iiretilen
EPS’lerin probiyotik olan Bifidobacterium bifidum tarafindan karbon kaynagi olarak
kullanilabilmesinin yanisira mide asidi ve bagirsak, pankreatik amilazinin hidrolizine

kars1 yiiksek direng gostermelerinden dolayr ayni bakterilerin bagirsak florasinda
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sayilarinin artmasini saglamaktadir. Nitekim; yukarida adi gegen tiirler tarafindan
iretilen EPS’lerin oldukga iyi prebiyotik aktivite gosterdikleri rapor edilmistir
(Hongpattarakere ve dig. 2012).

EPS’ler viicuda yeterli miktarlarda alindiginda canli mikroorganizmalar
olarak tanimlanan probiyotik mikroorganizmalarin biliylimesini tesvik ederek,
konakg1 sagligr iizerinde olumlu etkiler yaratir ve bagirsak mikrobiyotasini pozitif
yonde modiile eder (Das ve dig. 2014, Caggianiello ve dig. 2016). Prebiyotik
karbonhidratlar1 fermente edebilme yetenegi hem tiir hem de substrata 6zgii bir
ozellik oldugundan prebiyotik ve probiyotikleri bir arada bulunduran sinbiyotik
tirtinlerin insan sagligi iizerinde daha fazla olumlu etkileri oldugu 6ne siiriilmektedir
(Gopal ve dig. 2001, Kaplan ve Hutkins 2003, Huebner ve dig. 2007, Kekkonen ve
dig. 2007, Das ve dig. 2014). Sinbiyotik tiriinler, probiyotik mikroorganizmalarin
prebiyotik igeren iriinlerde gelismelerinin tesvik edildigi, saglik ve beslenme
metabolizmasini diizenleyici ve iyilestirici potansiyeli yiikksek fonksiyonel gidalardir
(Yilmaz-Ersan ve dig. 2016). LAB tarafindan iiretilen EPS’lerin prebiyotik olarak
kullanildig1 uygulamalar siirli oldugundan, EPS iireten bir LAB susunun fermente
gidalarda dogrudan starter olarak kullanilmasi, sinbiyotik {irtinlerin gelismesine
katkida bulunabilir (Tsuda ve Miyamoto 2010). EPS’lerin prebiyotik ozellikler
gostermesinin  yanisira bagirsak florasinda LAB tiirlerinin  kolonizasyonunu
kolaylastirmasi, zorlu sindirim kosullarina direng gostermesi ve konak bagisiklik
sistemini giiglendirmesi gibi probiyotik agidan 6nemli fonksiyonlar1 vardir (Lebeer
ve dig. 2007, Salazar ve dig. 2009, Fanning ve dig. 2012% Hidalgo-Cantabrana ve
dig. 2012). Yapilan bir ¢alismada L. sanfranciscensis tarafindan tiretilen levan tipi
EPS’nin prebiyotik 6zellikleri incelenmistir. Sonug olarak; saglikli insanlarin diski
orneklerinden alinan bakteriler tarafindan tek karbon kaynagi olarak kullanilan
levanin  fermantasyonu sonucunda bifidobakterlerin  sayisi artmig ancak
laktobasillerin sayisinda azalma gozlenmistir. Bifidojenik etki in vitro olarak tespit
edilmis ancak model sistemde prebiyotik etki degerlendirilememistir (Badel ve dig.
2011). Probiyotik bakterilerin bagirsak florasinda tutunabilme ve kiimelesebilme
yetenekleri s6z konusu ortamlarda kolonize olabilmeleri agisindan oldukca
onemlidir. Bu durum konakg¢i-bakteri iliskisi ile dogrudan alakali olup EPS’nin
saglik iizerinde yararlar gosterebilmesini de etkilemektedir. EPS’nin s6z konusu

iliskideki anahtar rolii, kimyasal yapi1 ve karakteristigine bagli olarak bagigiklik
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sistemi tizerinde farkli etkilerde bulunmasidir (Hidalgo-Cantabrana ve dig. 2012).
Ornegin yapilan bir ¢alismada yiiksek molekiiler agirliga sahip EPS iireten L. casei
subsp. shirota ile daha az EPS iireten EPS mutant suslar fare makrofaj hiicrelerindeki
sitokin tretimleri agisindan karsilastirilmis ve dogal tiiriin sitokin olusumundaki
uyarisi, mutant tiirlere gore daha fazla bulunmustur. Bu sonu¢ EPS’nin immiin
sistemi etkileyici ozellikte oldugunu gostermistir (Yasuda ve dig. 2008). Benzer
olarak bu etki EPS iireten ve tiretmeyen L. plantarum ve L. rhamnosus RW-9595M

suslarinda da tespit edilmistir (Bleau ve dig. 2010, Remus ve dig. 2012).

1.2.3.2 EPS’lerin Antioksidan Aktiviteleri

Son yoriingesinde bir ya da daha fazla eslenmemis elektron bulunduran atom
veya molekiiller serbest (reaktif) radikaller olarak tanimlanmaktadir. Serbest
radikaller eslenmemis elektron bulundurduklarindan dolay1 kararsiz yapida olup
diger maddelerle reaksiyona girerek kararli duruma gegme egilimindedirler. Reaktif
oksijen maddeleri (ROS) arasinda; siiperoksit anyonu (O;"), hidrojen peroksit (H,0,),
hidroksil (-OH), peroksil (ROO), lipit peroksil ve alkoksil (RO-) radikalleri
bulunmaktadir (Kaur ve Kapoor 2001, Xu ve dig. 2011°, Karabulut ve Giilay 2016%).
Hidroksil ve siiperoksit anyon radikalleri oksijen metabolizmasindan elde edilen
yiiksek oranda reaktif molekiillerdir. Bunlar genellikle biyolojik reaksiyonlarin yan
tirtinleridir. Endojen ya da ekzojen kaynakli olabilirler. Endojen kaynakli olarak en
onemli tiretim yeri mitokondri iken; ekzojen kaynakli iiretimi ise UV 1sinlar ve ¢esitli
kimyasal maddelerdir. ROS’lerin diisiik yogunluklarda bulunmalar1 halinde hiicre
fizyolojisinde yararli etkilerinden so6z edilebilir ancak yogunluklar1 arttig
durumlarda lipidlere, hiicre membranlarina, karbonhidratlara, proteinlere, DNA ve
niikleotid koenzimler {izerinde yapisal bozukluklara neden olarak zararli etkilere yol
acabilirler (Finkel ve Holbrook 2000, Melov ve dig. 2000, Liu ve dig. 2011,
Karabulut ve Giilay 2016%). S6z konusu zararlarin basinda yaslanmanm
hizlanmasinda etkisi oldugu gibi kanser, diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar,
Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi, bagisiklik sisteminde zayiflama ve
gastrointestinal hastaliklar basta olmak iizere bir¢cok hastaliklara sebep olmaktadir
(Pan ve Mei 2010, Zhang ve dig. 2013, Seo ve dig. 2015). Serbest radikallerin neden

oldugu oksidasyonlar1 dnleyen, serbest radikalleri yakalama ve kararli hale getirme
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yetenegine sahip maddelere “antioksidan™ adi verilir. Antioksidan maddeler mevcut
radikallerle reaksiyona girerek bunlarin daha zararli formlara doniismelerini ve yeni
serbest radikal olusumunu onleyerek ya da oksijen radikalini yakalayan ve radikal
zincir reaksiyonlarii kirarak etki gosterirler (Ou ve dig. 2002, Koca ve Karadeniz
2003). Antioksidanlar da reaktif oksijen tiirleri gibi endojen veya ekzojen
kaynaklidirlar. Serbest radikallerin artmasiyla, endojen antioksidanlar yetersiz
kalabilmekte ve bu durum ekzojen antioksidanlarin disaridan alinmasini

gerektirmektedir (Karabulut ve Tiilay 2016").

Hemen hemen tiim organizmalar antioksidan savunma ve onarim sistemlerine
sahip olsalar da bu sistemler ROS’nin neden oldugu hasar1 onlemekte yetersiz
kalmaktadirlar. Bu nedenle, ROS’lerin olusturabilecegi hasarlardan korunmak
amactyla gidalara siklikla ekzojen kaynakli biitillendirilmis hidroksitoluen (BHT) ve
biitillendirilmis hidroksianizol (BHA) gibi bir¢ok sentetik antioksidan ilave
edilmektedir. Sentetik antioksidanlarin oksidasyon siirecini yavaslatmada oldukca
basarili oldugu kanitlanmis olsa da saglik acisindan yaratabilecegi olumsuz yan
etkileri ve toksisiteleri bilyiik endise kaynagi olusturmaktadir. Nitekim s6z konusu
sentetik antioksidanlarin bazi iilkelerde gidalarda kullanimi kanserojenik etkisi
olabilecegi siiphesinden dolay1 yasaklanmis veya sinirlandirilmistir. Bu nedenle,
insan viicudunu serbest radikallerden korumak ve bircok kronik hastaligin
ilerlemesini geciktirmek amaciyla dogal, toksik olmayan antioksidanlara daha fazla
onem verilerek kullanimlar1 yayginlagsmaya baslamistir (Pan ve Mei 2010, Wang ve
dig. 2011, Sevim 2011, Zhang ve dig. 2013). Son yillarda yapilan arastirmalar
mikrobiyal kaynaklardan izole edilen bazi polisakkaritlerin antioksidan aktivite
ozelliklerinin beraberinde diisiik sitotoksisiteye sahip oldugunu gostermistir. LAB
tarafindan iretilen EPS’lerin  s6z konusu sentetik antioksidanlarin yerine
kullanilabilecegi fikri son yillarda yapilan birgok ¢alismanin odagini olusturmustur

(Valentao ve dig. 2002, Li ve dig. 2014, Xing ve dig. 2015).

Dilna ve dig. (2015) probiyotik 6zelligi olan L. plantarum RJF4 tarafindan
tiretilen, glikoz ve mannoz sekerlerinden olusan bir HePS EPS'nin antioksidan
Ozelliklerini incelemislerdir. Kontrol olarak kullanilan askorbik aside nazaran s6z
konusu EPS’nin daha iyi antioksidan ozelliklere sahip oldugunu ve ayrica bu
durumun yani sira kolesterol seviyesini diisiirme ve a-amilaz enzimini inhibe etme

kabiliyetine de sahip oldugunu rapor etmislerdir. Seo ve dig. (2015) yaptiklar1 bir
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caligmada probiyotik L. plantarum YMLOO09 tarafindan iiretilen EPS’nin gida katki
maddesi olarak veya dogrudan ilag olarak kullanimini arastirmislar, sz konusu
susun antioksidan aktivitesi incelendiginde o6nemli o6l¢iide yiiksek antioksidan
kapasiteleri oldugunu tespit etmislerdir. Elde ettikleri sonuglar, L. plantarum
YMLO009'dan iiretilen EPS'nin var olan veya biriken ROS’lerinin temizlenmesinde ve
antioksidan aktivitesinin  pozitif yonde regiillasyonununda etkili oldugunu
gostermistir. Ayrica sadece ROS birikimi riskini azaltmakla kalmayip, ayn1 zamanda
sliperoksit anyonunu ve hidrojen peroksiti de indirgemesinden dolayr dogal bir
antioksidan oldugu, serbest radikallerin neden oldugu oksidatif hasara ve hastaliklara
karst 6nemli bir rol oynayabilecegi bildirilmistir. Pan ve Mei (2010) tarafindan
fermente bir triin olan kimchi’den izole edilmis Lactococcus lactis subsp. lactis 12
susunun trettigi fruktoz ve ramnoz sekerlerinden olusmus HePS EPS'nin hem in
vitro hem de in vivo ortamda antioksidan aktiviteleri incelenmistir. Arastirma
sonucuna gore; in vitro sartlarda yiiksek degerde antioksidan aktivitesi gosterdigi,
EPS konsantrasyonu arttikga s6z konusu bu antioksidan aktivitesinin de fark edilir
oranda arttig1 rapor edilmistir. /n vivo ortamda ise farelere yapilan EPS uygulamast,
lipid peroksidasyonu seviyesini 6nemli 6lgiide inhibe etmis, CAT (H,O; ayrismasina
bagli olarak absorbans azalisi) ve SOD (ksantin oksidaz sistemi ile oksidasyonunu
inhibe etme kabiliyeti) da dahil olmak f{izere antioksidan aktivitelerini artirmistir.
Nitekim, arastirmacilar ¢alismalarindan elde ettikleri verilere gore EPS’nin lipid
peroksidasyon riskini azalttigin1 ve toplam antioksidan aktivitesini pozitif yonde
etkiledigini Onermistir. Zhang ve dig. (2013) geleneksel fermente Cin tofusundan
izole edilmis L. plantarum C88 tarafindan iiretilen galaktoz ve glikoz sekerlerinden
olusan bir HePS EPS'nin, in vitro ortamda kolon adeno karsinoma hiicresi olan Caco-
2 doku hiicrelerinde H,O, yaralanmalarina karsi belirgin bir antioksidan aktivite
gosterdigini rapor etmistir. Ayrica malondialdehit (MDA) olusumunu inhibe ettigi,
EPS konsantrasyonuna paralel olarak SOD ve toplam antioksidan aktivitesini
artirdifini da ortaya koyan soz konusu calismada EPS'min, ROS’lerin hiicre
ortamindan uzaklastirllmasi, antioksidan aktivitelerin regiilasyonu ve lipid
peroksidasyonu Onlenmesinde Onemli etkilere sahip oldugu ortaya konulmustur.
Ayni calismada kullanilan EPS'min, dogal bir ajan olarak fonksiyonel gidalarda

kullanilabilecegi onerilmektedir.
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1.2.3.3 EPS’lerin Siiperoksit Anyon Siipiirme Aktiviteleri

Stiperoksit anyon radikali biyolojik makromolekiillerle reaksiyona giren ve
doku hasarina neden olan aktif serbest radikallerin Onciilerindendir. Hidrojen
peroksit, hidroksil radikali ve singlet oksijeni gibi diger ROS’lerin olusumunda da
onemli rol oynamaktadir. Dahil olduklar reaksiyonlarda indirgen veya yiikseltgen
olarak davranabilirler. Siiperoksit anyon radikal iiretimi enzimatik veya enzimatik
olmayan elektron transferleri sonucunda gergeklesebilmektedir (Kaur ve Kapoor
2001, Liu ve dig. 2009, Sevim 2011).

EPS’nin siiper oksit anyon Siipiirme aktivite mekanizmasi; ortamda bulunan
stiperoksit radikal iyonlar1 ile birleserek kararli radikaller olusturmasi ve bdylece
serbest radikal zincir reaksiyonunu sona erdirmesi ile ger¢eklesmektedir (Wang ve
dig. 2009, Lin ve dig. 2009, Zhang ve dig. 2016).

1.2.3.4 EPS’lerin Hidroksil Radikali Siipiirme Aktiviteleri

ROS’ler arasinda hidroksil radikali, en reaktif tiir olmasindan dolay1 seri bir
sekilde lipid radikalleri olusturarak lipid peroksidasyonu zincir reaksiyonlarini
baglatir. Canli hiicrelerdeki tiim biyomakromolekiillerle reaksiyona girebilir ve
biyomolekiillerin oksidatif hasarlanmalarina neden olurlar. S6z konusu bu durum
gida sistemlerinde veya hiicrelerde antioksidan etkinliginin saglanabilmesi icin
ortamlardan hidroksil radikallerinin uzaklastirilmasin1 gerektirmektedir. Hidroksil
radikali, ge¢is metallerinin varliginda Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu
sonucu hidrojen peroksitten olusmaktadir (Milardovic ve dig. 2006, Liu ve dig. 2007,
Peng ve dig. 2009, Huang ve dig. 2012, Ozcan ve dig. 2015).

Cesitli dogal polisakkaritlerin hidroksil radikali siipiirme aktivitesi ile ilgili
yapilan caligmalarda, s6z konusu polisakkaritlerin Fe™ ve Cu™ gibi selatlama
iyonlari ile birleserek hidroksil radikallerinin olusumunu engelledigi ve buna bagl
olarak gerceklesecek hidrojen veya elektron ayrilma mekanizmalarini inhibe ettigi
one siiriilmiistiir (Pan ve Mei 2010, Xu ve dig. 2011%, Li ve Shah 2014).
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1.2.3.5 EPS’lerin Serbest Radikal Siipiirme Aktiviteleri

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikali, antioksidanlarin serbest radikal
stiptirticii aktivitelerini degerlendirmek i¢in yaygin olarak kullanilan stabil formda
serbest nitrojen radikaldir (Huang ve dig. 2005, Zhang ve dig. 2013). Zhang ve ark.
(2013) geleneksel fermente bir iiriin olan Cin tofusundan izole edilen L. plantarum
C88 tarafindan iiretilmis galaktoz ve glikoz sekerlerinden olusan bir HePS EPS'nin in
vitro ortamda 4 mg/ml EPS konsantrasyonda %52,23 DPPH serbest radikal siipiirme
aktivitesinin oldugunu tespit etmislerdir. Xu ve dig. (2010) Bifidobacterium
animalis'den elde edilen EPS ile yaptiklari bir ¢calismada, DPPH serbest radikal
stiptirme aktivitesinin kontrol grubu olan askorbik asit ile esdeger oranda oldugunu
ve soz konusu EPS’nin konsantrasyonundaki artisa bagli olarak DPPH radikal
stipirme aktivitesinin de arttigin1 bildirmiglerdir. Muhtemel aktivitenin EPS i¢indeki
diger antioksidan bilesenlerin varligina bagli olabilecegi ve s6z konusu bilesiklerle
etkilesime girerek sinerjik olarak giliclii antioksidan aktivite sergilediklerini
diistinmiislerdir. Bu ¢alismada Bifidobacterium animalis EPS'sinin dogal bir ajan
olarak fonksiyonel gidalarda potansiyel uygulamaya katkida bulunabilecegi
Onerilmistir. Ayrica polisakkarit yapisindaki karbon atomlarindaki artan yiik
yogunluguna bagl olarak radikalleri siipiirme aktivitesinin artabildigi ¢alismalarda

belirtilmistir (Seo ve dig. 2015, Kim ve Shin 2015).

1.2.3.6 EPS’lerin immiin Modiilasyon Ozellikleri

Kanser hastaliginin gittikge yayginlastigi giinimiiz kosullarinda 6zellikle
kolorektal kanser tiim diinyada kansere bagli dliimlerin 6nde gelen baslica nedenidir.
EPS’ler dogal anti tiimor aktivitesi ile c¢esitli kolon kanseri hiicre hatlarinin
proliferasyonu tizerindeki inhibitér etkilerinden dolayr hastaligin 6nlenmesine
yardimc1 olabileceginden son yillarda yapilan bir¢ok ¢alismanin odagim

olusturmustur (Li ve dig. 2015, Karunanithi ve Levi 2018, El-Deeb ve dig. 2018).

Kanser, bazi etkilerle degisime ugramis hiicrelerin kontrolsiiz hiicre
proliferasyonu ile olusarak timor adi verilen kitle olusumuna yol agan ve viicut
igerisinde gerek lokal gerek uzak noktalara yayilabilen kompleks hastaliklar

grubudur. Timorlerin bazilart iyi huylu olup, hizli biiyiimelerine ragmen sadece
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bulunduklart yerde kalirlar. Bunlarin cerrahi islemlerle alinmasi sonucu séz konusu
problem ortadan kalkar. Bazi tiimdrler ise koétii huylu olup, hiicreleri bulunduklar
yerden ayrilarak kan yoluyla viicudun diger bolgelerine taginir ve buralara yerleserek
cogalirlar. Normal sartlar altinda hiicreler belli bir kontrol altinda ihtiyaca gore
boliinerek ¢ogalirlar. Hiicreler bir taraftan programli 6liim (apoptoz) ile yok olurken,
diger taraftan da biliylime faktorlerinin etkisiyle c¢ogalirlar. Biiyiime faktorleri
normalde DNA'daki ¢esitli genlerin aktivitesi sonucu olusan proteinlerdir.
Bahsedilen genler mutasyona ugrayarak hiicrelerin asirt biiylimesine sebep olurlarsa
dokularda kanser olusur (Pavlopoulou ve dig. 2015, Anonim 2016). Tiimdr hiicreleri,
normal hiicrelerde bulunmayan asir1 biiylime hizi, lokal invazyon, diferansiasyon,
kalict anjiyogenez, anaplazi ve metastaz gibi bir takim farkli ozellikler gosterirler

(El-Deeb ve dig. 2018).

Cerrahi ve radyoterapi lokal tedavi yontemleri olup, onlarin arkasindan
kemoterapi ve immiinoterapi gibi sistemik tedaviler uygulanmaktadir. Kemoterapi
cogu kanser hastaliklarinda temel tedaviyi temsil eder. Kemoterapi uygulamasinda
kullanilan anti tiimor ajanlarin giiclii bir aktiviteye sahip olmasina ragmen, sitotoksik
ilaclarla yapildigindan dolayr birgok yan etkileri (bulanti, kusma, yorgunluk,
hematopoetik baskilama ve immiinotoksisite gibi) bulunmaktadir (Wang ve dig.
2014). Ayrica uygulanan kemoterapétik ajanlarin ¢cogu aktif boliinen hiicreleri hedef
aldigindan saglikli hiicre kanserli hiicre ayrimi yapamaz ve saglikli hiicre hasarma
yol acar. Bunlarin yan1 sira uygulanan ilaca 6zgli kazanilmis direngler, lokal niiks ve
uzak metastaz riski kolon kanseri kemoterapisinde uygulamalarini sinirlandirmistir.
Normal saglikli hiicreleri etkilemeden segici olarak kanser hiicrelerini dldiirebilen
veya en azindan terapotik dozlari diisiirmek ve geleneksel anti tiimor ilaglarinin
verimliligini arttirmak i¢in adjuvan (destekleyici, tamamlayic1) olarak gorev
yapabilen hedefe yonelik terapilere ihtiya¢ vardir. Bu nedenle LAB gibi giivenli
dogal kaynaklardan iiretilen EPS’nin saglik iizerine olumlu etkileri, kolon kanserinin
Onlenmesi ve tedavisi i¢in sentetik anti tiimor ajanlari yerine alternatif olarak
kullanilabilecegi birgok ¢alismada 6n goriilmiistiir (Zhao ve dig. 2012, Gunnarsson
ve dig. 2013, Karunanithi ve Levi 2018, El-Deeb ve dig. 2018).

Polisakkaritlerin anti tiimor aktivitesi, monosakkarit kompozisyonu,
molekiiler agirlik, polimerik omurganin yapisi, yan zincirler ve hatta dallanma

noktalarinin sayis1 gibi bir¢ok faktdrden etkilenmektedir. Ayrica mannoz ve glukoz
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kalintilarinin varligr ve tekrarlama iinitesinde dallanma noktalarinin mevcut olmast
gibi diger yapisal Ozellikler anti tiimor aktivitelerini arttirmada etkilidir (Jianga ve
dig. 2014).

Wang ve dig. (2014) geleneksel fermente bir {iriin olan Cin Pao Cai’den izole
edilmig L. plantarum 70810 susu tarafindan iiretilen CPS’nin HepG-2 (karaciger
kanseri hiicresi), BGC-823 (mide kanseri hiicresi) ve HT-29 (kolon kanseri hiicresi)
hiicrelerine kars1 in vitro ortamda anti timor aktivitelerini konsantrasyona ve zamana
kars1 incelemistir. /n vitro ortamda yapilan anti timér aktivitesi analizleri sonucunda
CPS'nin HepG-2, BGC-823 ve 6zellikle HT-29 tiimor hiicreleri tizerinde kullanilan
EPS konsantrasyonuna ve zamana bagli olarak onemli bir anti tiimor aktivitesi
gosterdigi rapor edilmistir. Elde edilen veriler L. plantarum 70810 tarafindan tiretilen
CPS'nin kanser hastalarinda dogal kaynakli anti timor ilag takviyesi olarak

kullanilmaya uygun olabilecegini ortaya koymustur.

Zhang ve dig. (2016) tarafindan yapilan bir baska ¢aligmada ise Finlandiya’ya
ait gelencksel fermente bir siit iiriinii olan viili'den izole edilmis L. plantarum
7ZDY?2013 susu tarafindan hem normal EPS hem de siilfatlanmis bir gruba sahip olan
EPS iiretilerek saflagtirllmigtir. Caligmanin devaminda iiretilen iki farkl tiirdeki EPS
grubunun antioksidan aktiviteleri ve Caco-2 hiicreleri tizerinde Bacillus cereus
enterotoksinlerin neden oldugu sitotoksisitesi incelenmistir. Nitekim; siilfatlanmig
EPS’nin normal EPS'ye nazaran daha yiiksek radikal siipiirme aktivitesine sahip
oldugu ve mevcut sitotoksisitenin onlenmesinde siilfatlanmig EPS'nin patojenik B.
cereus toksinlerine karsi antagonistik etkisinin daha giiglii oldugu belirlenmistir.
Siilfatlanmis EPS’nin B. cereus toksinlerine karsi gosterdigi etki mekanizmasinin
oksidatif hasar1 azaltma kabiliyeti ile iliskili olabilecegi diistiniilmiistiir. Elde edilen
sonuglar ile L. plantarum ZDY2013 susundan iiretilen EPS'nin terapétik amagh
kullanimlar i¢in umut verici bir aday olabilecegini ve EPS'nin biyolojik aktivitelerini

tyilestirmek i¢in siilfonasyonun etkili bir strateji oldugu sonucuna ulagilmistir.

Choi ve dig. (2006) yaptiklar1 ¢alismada L. acidophilus 606'dan iiretilen
polisakkaritlerin HT-29 hiicrelerinde etkili anti timor aktivitesi ve uyarilmis apoptoz
etkisi gosterdigini ortaya koymustur. Ewaschuk ve dig. (2006) L. acidophilus, L.
bulgaricus, L. casei, L. plantarum, B. breve, B. infantis, B. longum ve Streptococcus
thermophilus'un HT-29 ve Caco-2 hiicrelerinin canliligini azalttigini ve apoptozisi

uyardigi bildirmislerdir. Bu bilimsel veriler 1s18inda yapilan bir baska calismada ise
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EPS’nin HT-29 apoptozisini uyardigi ve dolayisiyla insan kanser hiicrelerinin
proliferasyonunu inhibe ettigi rapor edilmistir (Liu ve dig. 2011). L. plantarum 17C
susunun kolorektal kanser hiicresi HT-29'a kars1 giiclii bir anti timor etkisine sahip
oldugu bulunmustur (Haghshenas ve dig. 2015). Bebek diskilarindan izole edilmis
138 adet Lactobacillaceae takimi tiiriine ait susun igerisinden 10 tanesinin HT-29
hiicrelerine kars1 anti-proliferatif etkinlige sahip oldugu belirlenmistir. S6z konusu
calismada Lactobacillaceae suslarinda hiicre duvarmin bilesiminin  HT-29
hiicrelerinde apoptozisi tesvik eden baslica faktér oldugu anlasilmistir (Riaz Rajoka
ve dig. 2017).

EPS’nin anti tiimdr aktivite Ozelliginin yani sira bagisiklik sistemini
diizenleyici etkileri de cesitli ¢alismalarda gosterilmistir (Vinderola ve dig. 2006,
Harutoshi 2013, Wang ve dig. 2014). Bu calismalarda arastirilan en oOnemli
parametreler arasinda IL-6, IL-10, IL-12 ve TNF-a gibi sitokinler {izerinde EPS’nin
etkisi sayilabilmektedir. S6z konusu parametreler EPS kimyasal yapisina bagl olarak
EPS direng sistemi lizerinde baskilayic1 veya uyarici etkiler gosterebilmektedir
(Hidalgo-Cantabrana ve dig. 2012, Caggianiello ve dig. 2016). EPS'nin immiin
sistemi tizerindeki modiile edici aktivitesi, esas olarak IL-6, IL-10 IL-1B ve TNF-a
iiretimini indiiklemesi ve yarattig: fagositoz etkisi ile ortaya ¢ikmaktadir. Ozellikle
viicudumuzda ROS gibi yiiksek seviyedeki serbest radikallerin zararli hale gelmesi

aninda s6z konusu etki olusmaktadir (Liu ve dig. 2011, Patten ve dig. 2014).

El- Deeb ve dig. (2018) L. acidophilus DSMZ 20079’dan saflastirdiklart
EPS’nin, farkli kanser hiicre hatlar1 tizerindeki anti-timér ve immiinomodilator
etkilerini, Ozellikle Caco-2 hiicre hattina  selektif sitotoksite  etkisini
degerlendirmislerdir. S6z konusu ¢alismada EPS uygulamasindan sonra MCF7
(meme kanseri hiicresi) ve Caco-2 hiicrelerinin canlilik inhibisyonu sirasiyla %71,86
ve 80,65 olarak bulunurken; hiicresel proliferasyon inhibisyonu da sirasiyla %78,95
ve 87,27 bulunmustur. Bu oranlarin tedavi edilmeyen hiicrelerden 6nemli Slgilide
farkli oldugu goriilmiistiir. Arastirmacilar ayni ¢alismada EPS tarafindan hiicrelerde
immiin cevabin uyarildigini ve tiim hiicre tiplerinde bulunan bir transkripsiyon
faktorli olan NF-xB inflamatuar yolunun inaktive edildigini rapor etmislerdir. Kanser
hiicrelerinin mevcut terapotik uygulamalarina yeni yontemler saglamasinin yani sira
apoptotik mekanizmalarla timor hiicreleri tizerinde dogrudan sitotoksik etki

uyguladig1 ortaya koyulan bu ¢alismada, L. acidophilus’dan iiretilen EPS'nin kolon
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kanseri tizerindeki etkilerinin ¢ok umut verici oldugu diisiniilmektedir. Ancak in
vivo c¢alismalarda EPS ve konakg¢i bagisiklik sistemi arasindaki olasi etkilesimleri

tanimlamanin da gerekli oldugu belirtilmistir.

Liu ve dig. (2011) tarafindan yapilan bir calismada probiyotik olan L.
paracasei subsp. paracasei NTU101 ve L. plantarum NTU102 suslarindan elde
edilen EPS’lerin in vitro ortamda antioksidan ve immiin modiilasyon aktiviteleri
incelenmistir. S6z konusu suslardan tiretilen EPS’lerin konsantrasyona bagli olarak
Raw 264.7 hiicre hattinda (IL-6, TNF-a ve IL-1p dahil) sitokin tiretimini indiikledigi
ve immiin modiilator aktivitesi mekanizmasinda aktif rol alan Toll benzeri antijen
Onleyici hiicreleri uyararak sitokin olusumunu indiikledigi belirlenmistir. Ayrica ayni
calismadan elde edilen veriler, EPS’lerin makrofajlarin {iretimini artirarak fagositoz
uyarilmasina aracilik etmede anahtar faktorler olabilecegini de distindiirmistiir.
Probiyotik bakterilerin immiin diizenleyici etkileri, hiicre igerisinde sitokin tliretimini
indiikleme veya gelistirme kapasiteleri ile ilgilidir. Liu ve dig. (2011) L. casei shirota
susunun yararlt aktivitesinin bir kismmin IL-12 ve TNF-a iiretimini uyarma

yeteneginden kaynaklandigini ifade etmistir.

1.2.3.7 EPS’lerin Kolesterol Seviyesi Azaltma Uzerine Etkileri

Kolesterol insan viicudunda hayati dneme sahip olup, tiim hiicre zarlarinin
bileseni, safra tuzlari ve steroid hormonlarinin 6nciili olarak goérev alir. Ancak
kandaki kolesterol seviyesinin yiikselmesi kardiyovaskiiler hastaliklarin (KVH)
olusmasinda en 6nemli risk faktoriidiir. WHO tarafindan KVH'lerin diinya ¢apinda
Olimlerin %31’inden sorumlu oldugunu ve 2015 yilinda diinyada 17,7 milyon
insanin 6liim nedeninin KVH oldugu agiklanmustir. Oniimiizdeki yirmi yil icinde
onde gelen oliim nedenleri arasinda olmaya devam edecegini bildirilmistir ve 2030
yilina kadar, KVH'ler diinya ¢apinda yaklasik 23,3 milyon insan etkileyecegi tahmin
edilmektedir. Ayrica WHO 40 ve iizeri yaslarda olan insanlarin kan serumunda
bulunan kolesteroliin %10'Tuk bir azalmanin kalp hastaligi olusma ihtimalini %50
oraninda azaltabilecegini bildirmistir (WHO 2017). Bu nedenle kan serumundaki
kolesterol seviyesinin diisiiriilmesi hastaliklarin 6nlenmesi bakimindan biiyiik 6nem
tasimaktadir. Ila¢ tedavisi, diyet diizenlemesi ve mevcut yasam tarzinda alinan

onlemler kan kolesterol seviyelerini diisiirmede etkili ama yetersiz kalmaktadir
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(Ahire ve dig. 2012, Tsai ve dig. 2014). Bunun iizerine son yillarda, kandaki yiiksek
kolesterol seviyelerinin diisiiriilmesinde yeni yaklagimlar s6z konusu olmus ve
probiyotik bakterilerin kullanimina yonelinilmistir. Konu {izerinde birgok in vitro ve
In vivo ¢alisma yapilmis ve 6zellikle belirli Lactobacillus tiirlerini iceren probiyotik
iriinlerin kandaki yiiksek kolesterol seviyelerini azalttigi bildirilmistir (Alp ve
Ertlirkmen 2017). Probiyotiklerin hipokolesterolemik etkileri {izerine yapilan
calismalardan birinde, uygun sus (lar) ile fermente edilen siit iriinlerinin, Kkan
dolagimindaki kolesterol seviyesinde azalmaya neden olabilecegi sonucuna
vartlmistir (Pereira ve Gibson, 2002). Laktobasillerin 6nemli bir metaboliti olan
EPS’lerin ozellikle kolesterol diisiiriicli potansiyelleri arastirilmistir (Ruas-Madiedo
ve dig. 2009, Tsai ve dig. 2014, Lynch ve dig. 2018).

Nakajima ve dig. (1992)’nin yaptiklar1 bir ¢alismada EPS iiretimi olan ve
olmayan iki L. lactis subsp. cremoris susunun kolesterolii baglama yetenekleri
arastirilmistir. EPS {iretebilen susun, iiretemeyen susa kiyasla daha fazla kolesterolii
baglayabildigi sonucuna varilmig, bu durum polisakkaritlerin diyet lifi etkisi
gostermesi ile iligkilendirilmis ve fazla kolesteroliin iiretilmis EPS’ye baglanarak
disk1 yolu ile atildig1 diistiniilmiistiir. Dilna ve dig. (2015)’nin yaptiklar1 ¢alismada
¢lirimiis Jack meyvesinden izole edilmis L. plantarum RJF, tarafindan iiretilen,
glukoz ve mannoz birimlerinden olusan bir HePS EPS’nin kolesterol seviyesini
diistirebilme yetenegini incelemislerdir. Yapilan analizler sonucunda L. plantarum
RJF4’den elde edilen EPS ilavesiyle serum kolesterol seviyesinin %42,24 oraninda
azaltilabildigi ve bu azalmanin adsorpsiyon yoluyla gergeklestirildigi vurgulanmaistir.
Ayni calismada dekstranlardan olusan EPS’nin kullanilmasi halinde mevcut
kolesterol fazlaliginin giderilemedigi bildirilmistir. Sasikumar ve dig. (2017)’in
yaptig1 ¢alismada Jack meyvesinden izole edilmis L. plantarum BR2 susu tarafindan
iiretilen EPS'nin kolesterol diisiirme yetenegi incelenmistir. Elde edilen sonuglara
gore; EPS ilavesi ile serum kolesterol seviyesinde %47,5 oraninda azalma oldugu
belirlenmistir. Ancak EPS’nin Kolesterol diisiirme mekanizmasinin tam olarak
aciklanamadigi ¢alismada, baz1 EPS iireten probiyotik suslarin serbest safra asitlerini
baglayarak viicuttan atilimi arttirabilecegi ve s06z konusu serbest safra tuzlari
viicuttan atildigr igin de karaciger tarafindan yeni safra asitleri sentezine yol agarak

kandaki kolesterol seviyesini diigiirdiigii diisiiniilmiistiir. Boylece EPS’nin gidalara
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ilave edilmesi ile kandaki kolesterol seviyesinin bir dereceye kadar disiiriilmesine

yardimei1 olabilecegi sonucuna ulasilmistir.

Yapilan birgok c¢alismada genel olarak EPS’nin serum kolesterolii diisiiriicii
yeteneginin viicuttaki mekanizmasi hakkinda kesin olarak bilgi verilememis, ¢esitli
olast mekanizmalar Onerilmistir. Bunlar; EPS'nin kolesterol diisiiriicii 6zelliginin,
EPS tarafindan kolesterol adsorpsiyonundan kaynaklanabilecegi (Wang ve dig. 2009,
Dilna ve dig. 2015) veya safra tuzunu serbest asitlere parcalayarak bagirsak
kanalinda ¢oziiniirliik ve emilim diizeylerini artirmak suretiyle intestinal sistemden
daha hizli ve kolay uzaklastirilmasini saglayabilecekleri diigiiniilmiistiir. EPS’nin
serbest safra asitlerini veya kolesterolii baglayarak viicuttan uzaklastirilmasia
yardimc1 oldugu ve bdylece serbest safra tuzlarinin viicuttan atilmasi ile mevcut
kolesterolden yeni safra asitlerinin sentezinin kandaki kolesterol konsantrasyonunu
diistirebilecegi onerilen mekanizmalar arasindadir (Welman 2009, Sasikumar ve dig.

2017, Bhat ve Bajaj 2018).

1.2.3.8 EPS’lerin Alfa-Glukozidaz inhibitor Aktiviteleri

Diabetes mellitus (DM), insan viicudunda insiilin yoklugu, eksikligi veya
periferik etkisizligi sonucu ortaya ¢ikan, karbonhidrat, yag ve protein
metabolizmasinda bozukluklar ile seyreden, tiim diinyada goriilme sikligr gittikge
artan kronik bir metabolizma hastaligidir. Kan sekeri seviyesinin yonetimi, bu
hastaligin tedavisinde belirleyici 6zelliktir. Biguanidler, insiilin sekretagoglar ve a-
glukozidaz inhibitorleri gibi oral hipoglisemik ilaglarin kullaniimasiyla s6z konusu
hastalik kontrol altina alinabilmektedir (Lin ve Sun 2010, Cengiz-Ecemis ve Atmaca
2012, Kazeem ve dig. 2013).

Alfa-glukozidaz enzimler (glukoamilaz, siikraz, maltaz, dekstrinaz ve
izomaltaz) kompleks karbonhidratlarin pargalanmasindan sorumlu temel enzimler
olup ince bagirsagin firgamsi yiizeyinde bulunurlar. Kompleks karbonhidratlar ince
bagirsakta amilaz enzimi aktivitesi ile oligosakkaritlere ayrisir, sonrasinda oligo ve
disakkaridler de monosakkaritlere ayrigtirillirlar. Monosakkaritler de bagirsak
duvarindan kolayca emilip kana gegerler. Normalde karbonhidratlar primer olarak

hizli bir sekilde distal duodenum ve proksimal jejunumdan absorbe olurlar. Alfa
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glukozidaz inhibitorleri, yarismaci olarak tersinir bir sekilde enzime baglanarak,
karbonhidrat absorbsiyonu ve emilimini geciktirir ve gastrointestinal yol boyunca
ilerlemesini  saglar. Enzim inhibisyonunun net sonucu karbonhidratlarin
emilimindeki gecikmedir. Alfa glukozidaz inhibitorleri glukozun emilimini
etkilemez, ancak emilme yerini gastrointestinal sistemde daha distale kaydirir. Bu
gecikme malabsorbsiyona neden olmaz, aksine B hiicrelerine insiilin salinimini
arttirmasi i¢in zaman kazandirirak hem tip 1 hem de tip 2 DM’de tokluk asamada
plazma glukozunda azalmaya neden olur (Bayraktar 2001, Manohar ve dig. 2002,
Kim ve Nho 2004, Cengiz-Ecemis ve Atmaca 2012).

Tokluk hiperglisemi diizeylerini diistirmenin etkili yolu, gastrointestinal
glikoz emiliminde a-glukozidaz inhibitorleri tarafindan karbonhidrat sindirim
enzimlerinin inhibisyonunu geciktirerek olabilecegi Ongoriilmiistiir. Bu sebepten
cesitli sentetik a-glukozidaz inhibitorleri, mevcut sentetik ilaglara gore daha fazla
etki ve daha az yan etki ile alternatif bir ilag olarak kullanilabileceginden bitki
ekstraktlart ve laktik asit bakterilerini iceren gidalarin a-glukozidaz inhibitorleri
tizerinde etkilerini belirlemek i¢in artan sayida arastirma yapilmistir (Mccue ve dig.
2005, Ogunwande ve dig. 2007, Jong-Anurakkun ve dig. 2007). Yapilan aragtirmalar
sonucunda, bazi c¢alismalarda a-glukozidaz inhibitér aktivitesinin, LAB’ler
tarafindan tretilen EPS’lerden kaynaklanabilecegi ileri siirlilmiistiir (Ramchandran

ve Shah 2009, Chen ve dig. 2014, Sasikumar ve dig. 2017).

Ramchandran ve Shah (2009) tarafindan yapilan ¢aligmada, EPS iireten bir
kiiltiiriin, belirli bir seviyede iniilin (%3) varliginda EPS olmayan bir iretim
kiiltiiriine kars1 a-glukozidaz inhibitor aktivitelerini incelemislerdir. Alfa-glukozidaz
inhibitor aktivitesi EPS iceren yogurtta daha belirgin oldugu sonucuna ulagsmislardir.
EPS’lerin tam olarak etki mekanizmalar1 bilinemediginden mekanizmanin enzimin
aktif yerine baglanmasi i¢in substrat ile rekabet ettigini ve bdylece oligosakkaritlerin

disakkaritlere pargalanmasini 6nledigi diigiiniilmiistiir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1  Materyal

Bu caligmada Pamukkale Universitesi, Gida Miihendisligi Kiiltiir
Koleksiyonunda (PUFECC) saklanan ve Zehir (2017) tarafindan EPS fireticisi
olduklar1 belirlenen tarhana kaynakli 6 adet L. plantarum izolatlar1 kullanilmistir.
S6z konusu izolatlar MRS (Merck, Almanya) sivi besiyerinde 30 °C’de 18 saat
gelistirilmigtir. Her susun calisma stoklar1 %30 gliserol igeren ortamda -20 °C’de

muhafaza edilmistir.

2.2 Metot

2.2.1 L. plantarum Suslarindan EPS Uretimi ve Saflastirilmasi

EPS iiretimi i¢in, L. plantarum suslar1 (PFC308, PFC309, PFC310, PFC311,
PFC312 ve PFC313) fermentdr (Minifors, Isvigre) sisteminde modifiye BHI
besiyerinde kesikli sistemde 30°C’de ve 100 rpm hizinda karistirilarak 18 saat
stireyle gelistirilmistir. EPS {iretimi i¢in kullanilan modifiye BHI besiyeri bilesimi
Tablo 2.1’ de verilmistir. L. plantarum suslar1 fermentore ilave edilmeden dnce 5 mL
BHI besiyerinde 18 saat 30 °C’de gelistirilmis, ardindan 2 L besiyerinde yetecek
hacimde (20 mL) hiicreler tekrar ¢ogaltilmistir. Fermantasyon ortam1 5 M NaOH ve

5 M HCI kullanilarak fermentoriin otomatik sistemi ile pH 6.0’a ayarlanmastir.

Tablo 2.1: Modifiye BHI besiyeri (1 litre i¢in)

Bilesenler Miktarlan (g)
BHI Besiyeri 37
Siikroz 20
D-Glikoz 8
Sodyum Asetat
Tween 20 1
MgSO, 0.2
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18 saat slire sonunda gelistirilen bakteriyel kiiltiirlerden EPS’nin izolasyonu
Dertli ve dig. (2013) tarafindan belirtilen yonteme gore yapilmustir. ilk olarak
hiicreler 30 dakika, 4°C, 7200 xg’de santrifiij (Hitachi, CR22N, Japonya) ile bakteri
biyokiitlesi ve Supernatant ayrilmistir. Ardindan supernatant alinarak esit miktarda
soguk etanol ilave edilerek EPS 4°C’de 1 gece bekletilerek ¢oktiiriilmistiir. Bir gece
sonunda orneklere 30 dakika 4°C’de 7200 xg’de santrifiij islemi uygulanmis, bu kez
siipernatant uzaklagtirilarak ¢oken EPS 50 ml dH,O’da (¢6zlinmenin zor oldugu
durumlarda 50°C’de hafif bir 1sitma islemi yapilmistir.) ¢oziildiikten sonra 2 kati
kadar soguk etanol ilave edilerek bir gece daha 4°C’de bekletilmistir. Siire sonunda
coken EPS tekrar santrifiijlenmis ve siipernatant uzaklastirilarak pellet 30 ml
dH,O’da ¢oziildiikten sonra iizerine %100’lik trikloroasetikasitten (TCA) son
hacminde %15 olacak sekilde eklenmis ve 4°C’de 4 saat hafif ¢calkalama (WiseShake
SHO-1D) isleminden sonra EPS’den safsizlik ve proteinleri ayirmak i¢in drneklere
30 dakika 4°C’de 7200 xg’de santrifiij islemi uygulanmistir. Bu islemin ardindan
supernatant alinmis ve SM NaOH ile pH’1 7.0’e (Isolab, Almanya) ayarlandiktan
sonra iizerine 5 kat1 kadar soguk etanol ilave edilmistir. Ardindan liyofilizator
kaplarina esit miktarda dagitilip -80 °C’de 1 gece bekletildikten sonra 200 mTorr
vakum altinda liyofilize (Modulyo, Thermo Scientific, ABD) islemine tabii tutularak
EPS’ler elde edilmistir.

2.2.2 EPS’lerin pro-inflamatuar TNF-a, IL-12 ve anti-inflamatuar IL-
10, IL-4 sitokinleri Uyaran Immiin Modiilasyon Ozelliklerinin

Belirlenmesi

EPS’lerin immiinomodilatif 6zellikleri insan kolorektal adenokarsinom hiicre

hatt1 olan HT-29 hiicreler kullanilarak belirlenmistir (Sekil 2.1).
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Yiiksek Yogunluk

Sekil 2.1: HT-29 hiicre hattinin (ATCC No: HTB-38) diisiik ve yiliksek yogunluktaki
mikroskop goriintiisii

2.2.2.1 Hiicre Hattimin Temini ve Cogaltilmasi

HT-29 hiicre hatti, Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji
Anabilim Dalr’nin, “American Tissue Type Culture Collection” (ATCC, ABD)’dan
temin ettigi stoktan kullanilmistir. HT-29 (ATCC® HTB-38™, ABD) hiicre hatti
%10 fotal sigir serumu (Gibco, ABD) ve %1 Penisilin-Streptomisin (Gibco, ABD)
iceren DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Media, Gibco, ABD) besiyerinde, 37°C
sicaklikta ve %5 CO, igeren inkiibatorde gelistirilmistir.

2.2.2.2 Hiicrelerin A¢ilmasi, Pasajlanmasi, Sayilmasi ve Dondurulmasi

-80°C’de donmus halde kriyo tiiplerde bulunan HT-29 hiicre hatt1 disari
cikartilarak 37°C’ye ayarlanmig su banyosuna yerlestirilmis ve donmus haldeki
hiicrelerin ¢oziinmesi saglanmistir. Coziinen kriyo tiipler, %70’lik alkol ile silinerek
“smif II biyolojik giivenlik kabini” icerisine alimmustir. 15 ml’lik steril santrifiij
tiipleri icerisine 5 ml DMEM besiyeri eklenmis ve kriyo tiipler igerisindeki HT-29
hiicreleri mikropipet yardimiyla 15 ml’lik santrifiij tiipiine aktarilmistir. Tiipler oda
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sicakliginda, 1500 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij (Hettich, ALMANYA)
edilmistir. Santriflij isleminden sonra %70’lik alkol ile silinen tiipler kabin igerisine
alinmig ve siipernatant kisimlar1 atilarak, hiicrelerin bulundugu pellet kisim
birakilmigtir. Pelletin miktarina bagli olarak, pelletin tizerine 1-3 ml arasinda DMEM
besiyeri eklenmis ve homojenize edilmistir. Homojenize edilen hiicreler, igerisine 10
ml DMEM eklenen 100 x 20 mm’lik hiicre kiiltiir petrileri i¢erisine mikropipet
yardimi ile ekilmistir. Petri kapaginin iist kismina hiicre hatti, pasaj numarasi ve
tarihi yazilarak etiketleme islemi yapilmistir. Hiicrelerin bulundugu petri kaplari

37°C ve %5 CO;’li nemli inkiibatore (NuAire, ABD) yerlestirilmistir.

HT-29 hiicre hatt1 adherent yani petri tabanina tutunan hiicre hatt1 oldugundan,
karbondioksit inkiibatorii icerisinde 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Hiicreler
tabana tutunduktan sonra her giin diizenli olarak invert mikroskop altinda canlilik ve
yogunluk durumlar1 kontrol edilmistir. Yeterli yogunluga erismemis hiicreler tekrar
karbondioksit inkiibatoriine kaldirilarak kiiltiir islemine devam edilmistir. Petri
kaplarindaki HT-29 hiicreleri %80-85 yogunluga ulastiktan sonra pasaj islemine tabi

tutulmustur.

Pasajlama isleminde; karbondioksit inkiibatoriinden alinan hiicrelerin besiyerleri
cekilerek uzaklagtinlmigtir. Hiicrelerin lizerine 5 ml Fosfat Buffer Salin (PBS)
(Gibco, ABD) eklenmistir. Kisa bir siire PBS i¢erisinde bekletilen hiicrelerden, PBS
uzaklastirilarak hiicreler tizerine 1 ml %0,05’1ik Tripsin-EDTA (Gibco, ABD) ilave
edilmistir. Enzimin aktivite gosterebilmesi i¢in petriler karbondioksitli inkiibatére
kaldirilmistir. Yaklasik olarak 2-3 dakikalik inkiibasyonun ardindan hiicrelerin petri
tabanindan kalkip kalkmadigi kontrol edilmis ve hiicreler kalktiktan sonra petriler
tekrar kabin igerisine alinarak tripsin aktivitesini ortadan kaldirmak amaciyla
hiicrelerin bulundugu petrilere 4 ml DMEM besiyeri eklenmistir. Mikropipet
yardimiyla hiicrelerin tamamen petri tabanindan kalkmasi saglandiktan sonra
hiicreler 15 ml’lik steril santrifiij tliplerine aktarilmistir. Santriflij sonrasinda kabin
igerisine alinan tiiplerin siipernatant kisimlar1 uzaklastirilmis ve pelletin yogunluguna
gore 3-10 ml DMEM besiyeri eklenerek hiicreler mikropipet yardimiyla homojenize
edilmistir. Bu asamadan sonra diger deneyler icin hiicrelerin sayim islemi
gergeklestirilmistir. Eger sayim islemi yapilmayacaksa hiicreler dondurulma islemine

tabi tutulmustur.

30



HT-29 hiicrelerinin sayim islemi “Tripan Mavisi” diglama yOntemine gore
yapilmistir. Bu yontemin ana mantigi; canli hiicrelerin membran yapist biitiin
oldugundan tripan mavisi ile boyanamamakta ve invert mikroskop altinda parlak
renkte goriinmekte, 6li hiicrelerde hiicre membran biitiinliigli bozuldugundan dolay1
boya hiicre icerisine aldigindan invert mikroskop altinda 6lii hiicreler mavi renkte
goriinmektedirler. Homojenize edilmis HT-29 hiicrelerinden 50 pl alinarak, 1.7
ml’lik mikrosantrifiij tlipli igerisine aktarildiktan sonra ayni tiip igerisine 50 pl Tripan
Mavisi boyast eklenerek mikropipet yardimi ile homojenize edilmistir. Elde edilen
bu karisimdan 10 pl alinarak, hiicre sayim islemlerinde siklikla kullanilan Neubauer
lam1 (Marienfeld-Superior, ALMANYA) fizerine aktarilmistir (Sekil 2.2). Lamin
tizeri lamel ile kapatilarak, invert mikroskopta 10X biiyiitmede hiicre sayimi
gerceklestirilmistir. Neubauer lami1 alan goriintiisti Sekil 2.3’ gdsterilmistir. Neubauer
lamimin 4 biiyilk karesi igerisindeki hiicreler sayilarak ortalamasi alinmis ve 1

ml’deki hiicre sayis1 asagidaki formiil baz alinarak hesaplanmistir.

Hiicre sayisi (hiicre/ml) = Hiicre sayis1 x 10.000 / Alan Sayisi x Diliisyon Faktorii

Sekil 2.2: Neubauer hiicre sayim lami
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Sekil 2.3: Neubauer lami alan goriintiisii. Hiicre sayim isleminde mavi renklerle
gosterilen 4 biiylik karedeki hiicreler sayilir ve toplam sayi1 4’e boliinerek ortalama
deger alinmaktadir.

Hiicreleri saydiktan sonra 1.8 ml’lik kriyo tiiplerde yaklasik 1 X 10° hiicre
olacak sekilde, pelletimizin miktarina bagl olarak, 1:9 oraninda “Dimetil Siilfoksit
(DMSO):DMEM”  karisimi hazirlanarak pellet tizerine aktarilmistir. Pellet
homojenize edildikten sonra hiicreler kriyo tiip igerisine aktarilmis ve bu kriyo tiipler

igerisinde izopropanol bulunan saklama kutularina alinarak -80°C de saklanmislardir.

2.2.2.3 Enzim-bagh immiinoabsorbent Analizi (ELIZA) Yontemi ile IL-

4, 1L-10, IL-12 ve TNF-a Konsantrasyonlarimin Belirlenmesi

Calismada kullanilan L. plantarum PFC308, PFC309, PFC310, PFC311,
PFC312 ve PFC313 suglarindan iiretilen EPS’ler 1 mg/ml konsantrasyonda olacak
sekilde DMEM kullanilarak ayarlanmistir. HT-29 hiicreleri pasajlanarak sayilmis ve
6-kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina, kuyucuk basina 400.000 hiicre olacak sekilde
ekilerek 3 ml DMEM besiyerinde 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
stiresinin ardindan hiicre kiiltiir kaplarinin tabanmna tutunan hiicrelerin iizerine
yukarida belirtilen her bir EPS, HT-29 hiicrelerine 50 ve 100 pg olacak sekilde
uygulanmis ve hiicreler 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Kontrol grubuna sadece
DMEM besiyeri eklenmistir. 24 saatlik inkiibasyon siiresinden sonra, 6-kuyucuklu
plakalarda bulunan besiyerleri 15 ml’lik santrifiij tiiplerine toplanmis ve toplanan

besiyerleri ELIZA deneyi gerceklesene dek -20°C’de saklanmuistir.
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IL-4, IL-10, IL-12 ve TNF-o miktarlarin1 belirlemek icin gerekli ELIZA
kitleri ticari olarak temin edilmistir (Sunlong Biotech, CIN). Her bir kit icerisinde
bulunan ekipmanlar aymi olup, sadece standart konsantrasyonlari bakimindan
Kitin

farklihik  gostermektedir. icerisinde bulunan ekipmanlar Tablo 2.2’de

Ozetlenmistir.

Tablo 2.2: Bir ELIZA kiti igerisinde bulunan ekipmanlara ait bilgiler

Kit ile saglanan ekipmanlar 96 reaksiyon Saklama Kosulu
1 Mikroeliza stripleri 1 Adet 2-8°C
2 Standart* 0,5 ml x 1 sise 2-8°C
3 Standart diliient 1,5ml x 1 sise 2-8°C
4 HRP-konjugant reaktifi 6 ml x 1 sise 2-8°C
5) Ornek diliienti 6 ml x 1 sise 2-8°C
6 Kromojen soliisyon A 6 ml x 1 sise 2-8°C
7 Kromojen soliisyon B 6 ml x 1 sise 2-8°C
8 Stop soliisyonu 6 ml x 1 gise 2-8°C
9 Yikama soliisyonu 20 ml (30X) x 1 sise 2-8°C

*Standart konsantrasyonu her bir ELIZA kiti i¢in farklilik gdstermektedir.

Her bir ELIZA Kkiti igerisindeki stok standart konsantrasyonu asagidaki tabloda
Ozetlenmistir (Tablo 2.3). Stok standartlardan, standart diliient ile asagidaki tabloda

bulunan standart ¢alisma konsantrasyonlari ilgili her bir kit i¢in hazirlanmistir.

Tablo 2.3: IL-4, IL-10, IL-12 ve TNF-a ELIZA kitleri i¢in standart
konsantrasyonlari ve standartlara ait calisma konsantrasyonlari

Kit Stok Standart

Ad1 | Konsantrasyonu Standart Caliyma Konsantrasyonlar

IL-4 270 pg/ml 180 pg/ml | 120 pg/ml | 60 pg/ml | 30 pg/ml 15 pg/ml

IL-10 135 pg/ml 90 pg/ml 60 pg/ml | 30 pg/ml | 15 pg/ml 7,5 pg/ml

IL-12 90 pg/mi 60 pg/mi 40 pg/ml | 20 pg/ml | 10 pg/ml 5 pg/mi
TNF-a. 450 pg/ml 300 pg/ml | 200 pg/ml | 100 pg/ml | 50 pg/mi 25 pg/ml
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Her bir ELIZA kiti i¢in asagidaki protokol uygulanmistir:

1.

10.

11.

Her bir standart, 6rnek ve kor i¢in 2 kuyucuk olacak sekilde, calisma ¢ift
tekrar olarak gerceklestirilmistir.

Her bir kitin, A1-A10 ve B1-B10 kuyucuklarina Tablo 2.4’de belirtilen
standart calisma konsantrasyonlart 50 pl olacak sekilde mikropipet
yardimiyla aktarilmistir.

All ve B11 nolu kuyucuklarina herhangi bir sey eklenmeden “koér” olarak
birakilmistir.

Kalan diger kuyucuklara 6rnek sayimiz kadar 40 ul “6rnek diliient tamponu”
ve iizerine 10 pl &rnek aktarilmistir. Orneklerin aktarilmasi sirasinda
kuyucuklarin tabanma degmemeye ozen gosterilmistir. Ornek aktariima
islemi tamamlaninca, orbital ¢alkalayici tizerinde mikroeliza stripleri nazikce
calkalanmustir.

Mikroeliza stripleri, kitin igerisinden ¢ikan seffaf etiket ile kapatilarak
37°C’de 30 dakika boyunca inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon esnasinda, 30X konsantrasyonda bulunan “yikama tamponu” 1X
konsantrasyona diliie edilmistir.

Inkiibasyonun ardindan, striplerin iizerindeki seffaf etiket cikarilarak,
kuyucuklardaki sivi dokiilerek 1X konsantrasyondaki yikama tamponundan
yaklasik 300 ul kuyucuklara ilave edilmis ve 30 saniye oda sicakliginda
inkiibasyona birakilmistir. Ardindan yikama tamponu tekrar dokiilmiistiir. Bu
islem, kuyucuklarin iyi sekilde yikanmasi i¢in 5 kez tekrar edilmistir.

Kor i¢in ayrilan kuyucuklarin disinda, standartlarin ve 6rneklerin bulundugu
kuyucuklara 50 ul HRP-konjuge reaktifi eklenmistir.

Mikroeliza stripleri 5. basamaktaki islem tekrar edilerek inkiibasyona
brrakilmistir.

Inkiibasyonun ardindan mikroeliza stripleri 7. basamaktaki islem tekrar
edilerek yikanmustir.

Kor, standart ve orneklerin bulundugu kuyucuklarin her birine 6nce 50 pl
“Kromojen A”, sonrasinda 50 ul “Kromojen B” soliisyonu eklenmistir.

Mikroeliza stripleri, orbital c¢alkalayicida nazikge, kisa bir siire igin
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calkalanmis ve 37°C’de 30 dakika karanlik ortamda inkiibasyona
birakilmustir. Etkili bir renk degisiminin olmasi i¢in bu asama karanlik
ortamda gergeklestirilmistir.

12. Inkiibasyonun ardindan her bir kuyucuga 50 ul “Stop Soliisyonu” eklenerek
reaksiyonun sonlanmasi saglanmigtir. Stop soliisyonu eklendikten sonra
kuyucuklarin igerisinde olugan mavi renk, sar1 renge doniismiistiir.

13. Reaksiyon sonlandirildiktan sonra 15 dakika igerisinde mikroeliza striplerinin
450 nanometrede ELIZA  okuyucu cihazinda okutulma islemi
gerceklestirilmistir.

14. Elde edilen absorbans degerleri excel dosyasina aktarilmistir. ilk olarak
standart ve Orneklerden elde edilen absorbans degerlerinden korlerin
bulundugu absorbans degerleri c¢ikartilarak normalizasyon islemi
gerceklestirilmistir.  Daha sonra standartlardan elde edilen absorbans
degerleriyle, “Standart Egim Grafigi” cizilmistir. Bu grafikten elde edilen “y
= ax + b” egim denkleminden Orneklere ait absorbans degerlerine karsilik

gelen konsantrasyon degerleri hesaplanmaistir.

2.2.3 EPS’lerin Prebiyotik Ozelliklerinin Belirlenmesi

EPS’lerin prebiyotik 6zelligi, probiyotik suslarin gelisimi tizerine etkisinin
incelenmesi ile belirlenmistir (Wang ve dig. 2014). Bu amagla Bifidobacterium
bifidum DSM 20082, Lactobacillus acidophilus DSM 20079, Lactobacillus
rhamnosus GG ve Lactobacillus casei subsp. shirota kullanilmistir. Bifidobakter ve
LAB tiirleri Tablo 2.4’ de icerigi verilen MRS Broth ortaminda anaerobik kosullar
altinda, 37°C'de gelistirilmistir. Pozitif kontrol olarak %0,5 glikoz igeren MRS
besiyeri ve negatif kontrol olarak seker igermeyen MRS besiyeri kullanilmistir. Tlgili
tiirler tek karbon kaynagi olarak %0,5 EPS igeren besiyerine inkiibe edilerek, hiicre
yogunlugu degisimi 600 nm’de 48 saat boyunca her 15 dakikada bir olmak {iizere
coklu plaka okuyucuda (Multiscan, Thermo Scientific, ABD) tespit edilmistir.
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Tablo 2.4: MRS besiyeri (1 litre igin)

Bilesenler Miktarlan (g)
Pepton 10
Lab-Lemco’ tozu 8
Maya 0zt 4
Glikoz 20

Sorbitan mono-oleat 1
Dipotasyum hidrojen fosfat 2
Sodyum asetat 5
Triamonyum sitrat 2
Magnezyum siilfat 0.2
Manganez siilfat 0.05

2.2.4 EPS’lerin Antioksidan Aktivitelerinin Belirlenmesi

EPS’lerin radikal siipirme aktivitesi Zhang ve dig. (2013) tarafindan
belirtilen yonteme gore belirlenmistir. Buna gore farkli konsantrasyonlardaki (0,5,
1,0 ve 2,0 mg ml™) EPS’ler, 2 ml etanollii DPPH radikal soliisyonuna (0,2 mM)
katilmistir. S6z konusu karisim kuvvetlice karistirilmis ve oda sicakliginda karanlik
kosulda 1 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra, 8000 xg’de 10 dakika santrifiij (Hettich
Universal 30 RF) sonucu elde edilen st sivinin optik yogunlugu 517 nm’de
(Multiscan Go, Thermo Scientific, ABD) olglilmiistiir. EPS’lerin radikal siipiirme

aktivitesi;
DPPH siipiirme (%)=[(Ao-A1) / Ag]x100 esitligi ile hesaplanmistir.
Ao: Ornek icermeyen DPPH soliisyonu,
A;: Farkli konsantrasyonda 6rnek iceren soliisyonu ifade etmektedir.

EPS’lerin  hidroksil radikali siiplirme etkisi fenton reaksiyonlar1 ile
belirlenmistir. Buna gore, 1 ml brilliant yesili (0,435 mM), 2 ml FeSO,4 (0,5 mM), 1,5
ml H,O, (%3 w/v) ve farkli konsantrasyonlarda 0,5, 1,0 ve 2,0 mg ml?* EPS iceren
karistm 37°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Ardindan 4000 xg’de 5 dakika santrifii
edilerek 624 nm’de optik yogunlugu Ol¢lilmiistir. EPS’lerin hidroksil radikali

stiplirme aktivitesi,
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OH siipiirme (%)=[(Ao-A1) / (A-A1)]x100 esitligi ile hesaplanmuistir.
Ag: Farkli konsantrasyonlarda 6rnek i¢eren soliisyonu,
A;: Ornek icermeyen soliisyonu,

A: Fenton reaksiyonlarini igeren ama Ornek igermeyen soliisyonu ifade

etmektedir.

EPS’lerin siiperoksit anyon siiplirme aktivitesi Li ve dig. (2014) tarafindan
belirtilen yonteme gore belirlenmistir. Kisaca, 1 ml fosfat tamponu (50 mM, pH
8,34) ve farkli konsantrasyonlardaki 0,5, 1,0 ve 2,0 mg ml™ EPS’ler karistirilarak
25°C’de 20 dakika inkiibe edilmistir. Takiben, 0,2 ml pyrogallol (3 mM) ilave
edilerek karigimin optik yogunlugu 325 nm’de 10 saniyede bir olmak tizere 5 dk.

boyunca dlgiilmiistiir. Stiperoksit anyonu siipiirme aktivitesi;
Stiperoksit siipiirme (%)= [(AAo-AA1) / AAg]x100 esitligi ile hesaplanmustir.
AAg: Ornek igermeyen soliisyonlarda 10 saniyede bir absorbans farki,

AA;: Farkli konsantrasyondaki sollisyonlarin 10 saniyedeki absorbans farkini

ifade etmektedir.

2.2.5 EPS’lerin Alfa-glukozidaz Inhibitor Aktivitelerinin Belirlenmesi

EPS’lerin alfa-glukozidaz inhibitoér aktiviteleri Kazeem ve dig. (2013)
tarafindan belirtilen yonteme gore belirlenmistir. Enzim (Saccharomyces cerevisiae
kaynakli, Sigma, ABD) ve substrat olan 4-nitrophenly a-D-glucopyranoside (pNPG)
(Sigma, ABD) ¢ozeltileri 20 mM fosfat tamponu (pH 6.9) igerisinde hazirlanmigtir.
100 pL a-glukozidaz (1.0 U mL™) ve 50 uL EPS’nin farkli konsantrasyonlar1 (0,5,
1,0 ve 2,0 mg ml™) ile 10 dakika 37 °C'de inkiibe edilmistir. Daha sonra reaksiyonu
baslatmak i¢in 20 mM fosfat tamponu iginde ¢oziindiiriillmiis olan 50 pL 3.0 mM
substrat (pNPG) eklenerek 20 dakika 37 °C'de inkiibe edildikten sonra 2 mL 0.1 M
Na,C03 eklenmis ve sdz konusu reaksiyon durdurulmustur. pNPG’den salinan sari
renkli paranitrofenol 405 nm'de Glgiilmiistiir.

a-glukozidaz inhibitor aktivitesi (%) =[(Axontrol — Asmek )/ Akontrot ]*100 esitligi
ile hesaplanmustir.

Axontrol: Ornek icermeyen soliisyonu
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Asmek: farkll konsantrasyonlardaki 6rnek iceren soliisyonunu ifade etmektedir.

2.2.6 EPS’lerin Kolesterol Seviyesini Diisiirme Yeteneklerinin

Belirlenmesi

EPS'nin kolesterol seviyesini diisiirme yetenegi Soh ve dig. (2003) tarafindan
belirtilen yonteme gore belirlenmistir. %0.1 EPS ve 30 pg kolesterol i¢ceren 1 mL
reaksiyon karigimi 25°C'de 20 dakika inkiibe edildikten sonra karigima 50 pL
hekzadesil trimetil amonyum bromit eklenmistir. Hemen ardindan karisim 12500
g’de santrifiijlenmis ve siipernatantin optik yogunlugu 500 nm’de Ol¢lilmiistiir.
Kolesterol diisiirme yetenegi; (%)=[(AkontroAsmek) / Axontrol] *100 esitligi ile

hesaplanmustir.
Axontrol: EPS igermeyen kolesterol soliisyonu

Asmex: 90,1 EPS igeren kolesterol soliisyonunu ifade etmektedir.

2.2.7 Istatistiksel Analiz

Caligmada Minitab ‘“16.0 Statistical Software’” paket programinda one-way
ANOVA testi kullanilarak, L. plantarum suslarindan elde edilen EPS’lerin s6z
konusu aktivitelere etkilerinin konsantrasyonlar arasi farkliliklari igin istatistiki
analizleri yapilmistir. Ornekler arasindaki farki karsilastirmak amaciyla da Tukey’s

testi uygulanmaistir (p<0.05).
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1 L. plantarum Suslar1 Tarafindan EPS Uretimi ve Saflastiriimasi

L. plantarum PFC308, 309, 310, 311, 312 ve 313 suslarindan f{iretilen
EPS’lerin saglik tizerine etkilerini aragtirmak igin suslar 2.2.1 kisminda anlatildig
gibi gelistirilmistir. 2 L’lik biyoreaktdr hacminde, modifiye BHI besiyeri ortaminda
18 saat boyunca pH 6’da gelistirilmis ve tretilen EPS’ler saflagtirildiktan sonra
liyofilize edilmistir (Sekil 3.1 ve 3.2). Biyoreaktor ortaminda iiretilen EPS’lerin
biyokiitle miktarlar1 Tablo 3.1’de gosterilmistir. Her susa ait EPS miktari farkli olup,
en yliksek EPS iiretimi L. plantarum PFC308 susu tarafindan gergeklestirilmistir.

Sekil 3.1: PFC308 susunun fermentorde tiretimi
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Sekil 3.2: PFC308 susunun liyofilize goriintiisii

Tablo 3.1’de goriildiigli gibi en fazla miktarda EPS L. plantarum PFC308
susu tarafindan iretilmistir. Bircok calismada LAB tiirlerinden farkli miktarlarda
EPS iiretilmis ve bugiine kadar tespit edilen EPS iiretim miktarlar1 59-636 mg L™
arasinda degismistir (Pham ve dig. 2000, Zhang ve dig. 2016, Bai ve dig. 2016,
Wang ve dig. 2017, Kim ve dig. 2017, Behera ve dig. 2018). Bu calismada L.
plantarum PFC308, 309, 310, 311, 312 ve 313 suslarindan iretilen EPS’lerin
miktarlar literatiir verileri ile kiyaslandiginda s6z konusu araligin arasinda oldugu
tespit edilmistir.

Tablo 3.1: Biyoreaktor ortaminda L. plantarum PFC308, 309, 310, 311, 312 ve 313
suslar1 tarafindan tretilen EPS’lerin miktarlar

izolatlar EPS Miktar1 (mg L)
PFC308 377
PFC309 309
PFC310 372
PFC311 239
PFC312 178
PFC313 187
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32 L. plantarum Suslarindan Uretilen EPS’lerin Enzim-bagh
Immiinoabsorbent Analizi (ELIZA) Yoéntemi ile IL-4, I1L-10, 1L-12 ve

TNF-a Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

L. plantarum PFC308, 309, 310, 311, 312 ve 313 suslarindan iiretilen
EPS’lerin HT-29 hiicrelerinde sitokin iiretimi ve konsantrasyonlarinin belirlenmesi
igin Boliim 2.2.2.3’de verilen ELIZA protokolleri uygulanmistir. Her bir ELIZA Kkiti
igerisindeki stok standart konsantrasyonlar1 ve standartlara ait calisma
konsantrasyonlar1 kullanilarak standart egim grafikleri hesaplanarak olusturulmustur.

Bu standart egim grafikleri Sekil 3.3, 3.4, 3.5 ve 3.6°da verilmistir.

Standart Egim / IL-4 y =0,0022x + 0,0613
R?2=0,9787
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Sekil 3.3: IL-4 ait standart egim grafigi
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Standart Egim / IL-10 y=0,0112x + 0,0609
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Sekil 3.4: IL-10 ait standart egim grafigi

Standart Egim / IL-12 y =0,02x+0,0627
R?=0,9962
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Sekil 3.5: IL-12 ait standart egim grafigi
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Standart Egim / TNF-a y =0,0026x + 0,0701
R?=0,9951
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Sekil 3.6: TNF-a ait standart egim grafigi

Sekil 3.7 ve 3.8’de, L. plantarum PFC308, 309, 310, 311, 312 ve 313
suslarindan tretilen EPS’lerin farkli konsantrasyonlarindaki, HT-29 hiicrelerinin
anti-inflamatuar sitokin (IL-4 ve IL-10) iiretim miktarlar1 gosterilmistir. 50 pg EPS
konsantrasyonunda HT-29 hiicreleri tarafindan IL-4 sitokin tiretilmemistir. EPS’lerin
konsantrasyonu 100 pg’a ¢ikarildiginda PFC312E ve PFC313E EPS’lerinde dnemli
miktarda (p<0.05) IL-4 sitokini iiretilmistir. Caligma kapsaminda kullanilan EPS’ler
50 veya 100 pg konsantrasyonlarin herhangi birinde HT-29 hiicrelerinden IL-10
sitokin {liretimini uyarmay1 basarmistir. Buna gore en yiiksek sitokin iiretimi 50 pg
konsantrasyonda PFC309E’de tespit edilmistir. Ilging olarak PFC308E, PFC309E ve
PFC311E EPS’lerinin sadece 50 pg konsantrasyonda HT-29 hiicrelerinden IL-10
tretimi tesvik edilmistir. Benzer sekilde PFC312E ve PFC313E EPS’lerinin ise
sadece 100 pg konsantrasyonunda benzer uyarim goriilmiistiir. Ancak PFC310E’de
hem 50 hem de 100 pg konsantrasyonlarinda HT-29 hiicrelerinden IL-10 {iretilmistir.
Bu sonuglar PFC308E, PFC309E ve PFC311E EPS’lerinin 100 png
konsantrasyonunun doz asimi olmasindan dolayr HT-29 hiicrelerini baskiladig1 ya da
inhibe ettigine isaret etmektedir. Diger taraftan, PFC312E ve PFC313E EPS’lerinin
50 pg konsantrasyonunda HT-29 hiicrelerinde IL-10 sitokin iiretiminin oldukca

diisiik oldugu seklinde yorumlanabilir.
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Sekil 3.7: EPS varliginda HT-29 hiicrelerinde IL-4 sitokin iiretim miktari
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Sekil 3.8: EPS varliginda HT-29 hiicrelerinde IL-10 sitokin tiretim miktari

Sekil 3.9 ve 3.10°da L. plantarum PFC308, PFC309, PFC310, PFC311,
PFC312 ve PFC313 suslarindan iiretilen ve farkli konsantrasyondaki (50 ve 100 pg)
EPS’lerin HT-29 hiicrelerinde pro-inflamatuar sitokin (IL-12 ve TNF-a) tiretimine

etkisi gosterilmistir. HT-29 hiicrelerinde IL-12 sitokini, PFC308E, PFC312E ve
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PFC313E EPS’lerinin 100 pg konsantrasyonunda, PFC309E EPS’nin ise sadece 50
ug konsantrasyonunda tiretilmistir. PFC310E’nin her iki konsantrasyonunda HT-29

hiicresinde artan sitokin iiretimi ve PFC311E’nin her iki konsantrasyonunda
azalan sitokin tretimi tespit edilmistir (p<0.05). Kullanilan EPS’ler arasinda HT-29

hiicresinde en yiiksek sitokin tiretimi PFC310E’nin varliginda ger¢eklesmistir.

Calismada denenen tiim EPS’lerin konsantrasyonlarinin mutlaka birisinde HT-
29 hiicrelerinde TNF-o pro-inflamatuar sitokin uyarimi ve iiretimi meydana
gelmistir. PFC309E ve PFC312E EPS’lerinin 100 pg kullanilmasi durumunda HT-29
hiicrelerinde TNF-a pro-inflamatuar sitokin iiretimi olurken, diger EPS’lerin her iki
konsantrasyonunda (50 ve 100 pg) sitokin iiretimi tespit edilmistir. Tiim EPS
konsantrasyonlarinda en yiiksek TNF-o pro-inflamatuar sitokin PFC313E’nin 100
png varliginda iiretilmistir. Diger yandan PFC308E ve PFC313E’de konsantrasyon
artistyla HT-29 hiicrelerinde TNF-o pro-inflamatuar sitokin iiretimi artarken,

PFC310E ve PFC311E’lerin konsantrasyon artisiyla séz konusu sitokin iiretimi
azalmistir (Sekil 3.10).
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Sekil 3.9: HT-29hiicrelerinde EPS'lerin IL-12 sitokini iizerindeki etkileri
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Sekil 3.10: HT-29hiicrelerinde EPS'lerin TNF-a sitokini tizerindeki etkileri

Calismada kapsaminda kullanilan 6 adet L. plantarum suslari tarafindan
tiretilen EPS’lerin HT-29 hiicrelerinde anti-inflamatuar ve pro-inflamatuar etkileri
genel olarak degerlendirildiginde, s6z konusu EPS’lerin IL-12 ve TNF-a
sitokinlerinin daha fazla iiretilmesini uyardigi i¢in pro-inflamatuar etkilerinin daha
yiiksek oldugu sonucuna ulasilmistir. Buna karsin ayn1 EPS’lerin HT-29 hiicrelerinde
IL-4 ve IL-10 dretimini diisik diizeyde uyardigindan anti-inflamatuar etkilerinin
sinirh diizeyde oldugu anlasilmigtir. Diisiik konsantrasyonda sitokin uyarimi yoniinde
en etkili PFC310E ve PFC311E EPS’leri olmustur. Buna karsin PFC312E ve
PFC313E ise herhangi iki konsantrasyondan birisinde mutlaka tiim sitokinleri
uyarmay1r bagarmistir. Ancak PFC310E ve PFC311E’nin 6nemli seviyede pro-
inflamatuar etkilerinin bulundugu dikkati ¢ekmektedir. Caligmada kullanilan
EPS’lerin pro-inflamatuar etkilerinin daha basarili bulunmasi, bu yapilarin makrofa;j
hiicreler tizerinde sitokin uyarici etkide bulunduguna isaret etmistir. Bu o6zellik
sindirim kanalinda makrofajlarin uyarilmasi agisindan oldukc¢a anlamlidir. Diger
taraftan LAB’ler tarafindan iiretilen EPS’lerin birgok ¢alismada anti-inflamatuar ve
pro-inflamatuar etkileri rapor edilmis (Chabot ve dig. 2001, Wu ve dig. 2010,
Fanning ve dig. 2012°, Nikolic ve dig. 2012, Patten ve dig. 2014, Laifio ve dig. 2016)
ve bu ¢alismada denenen L. plantarum suslari tarafindan tiretilen EPS’lerin de benzer

seviyede ve ¢esitlikte HT-29 hiicrelerinde sitokin iiretimini tegvik etmistir.
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33 L. plantarum Suslarindan Uretilen EPS’lerin Prebiyotik

Etkilerinin Belirlenmesi

Calismada kullanilan L. plantarum PFC308, PFC309, PFC310, PFC311,
PFC312 ve PFC313 suglarindan iretilen EPS’lerin prebiyotik etkilerini belirlemek
i¢in negatif kontrol grubu olarak sekersiz (glukoz igermeyen) MRS besiyeri, pozitif
kontrol grubu olarak %0,5 glikoz igeren MRS besiyerleri kullanilmistir. %0,5 EPS
ilaveli, pozitif ve negatif kontrol gruplarina probiyotik olan 4 ayr1 sus (B. bifidum
DSM 20082, L. acidophilus DSM 20079, L. rhamnosus GG ve L. casei subsp.
shirota) ayr1 ayri inokiile edilmis, mikroplaklarda 8 tekrarli olacak sekilde 37 °C’de
inkiibe edilmis, 24 ve 48 saat boyunca her 15 dakikada bir hiicre yogunlugu degisimi

absorbans (abs) degeri olarak dl¢iilmiistiir.

Calismada kullanilan 6 farkli sus ile tiretilen EPS’ler B. bifidum DSM 20082
tarafindan 48 saat boyunca substrat olarak kullanilmis ve B. bifidum DSM 20082 ’nin
gelisme oranini ifade eden abs degerleri Sekil 3.11°de verilmistir. S6z konusu sekilde
de goriildigii gibi, B. bifidum DSM 20082 gelisme ortamindaki PFC310E, PFC311E
ve PFC312E EPS’lerini kismen kullanabilmis, bunlarin disindaki EPS’leri ise karbon
kaynag1 olarak kullanamamaistir. Bu EPS’ler s6z konusu sus tarafindan zamana bagh
yavas yavas kullanilmis, ancak hiicre yogunlugunun kararli bir artisi
gerceklesmemistir. 48 saat inkiibasyon sonunda hiicre yogunlugu en fazla
PFC310E’nin kullanilmasi durumunda ulasilmis, lakin ayn1 besiyeri ortaminda %0.5
glukoz kullanimiyla elde edilen hiicre yogunlugu degerlerine ulasilamamistir. Bu
sonuglar, ¢aligma kapsaminda denen EPS’ler arasinda probiyotik sus olan B. bifidum
DSM 20082 ’nin PFC310E, PFC311E ve PFC312E’yi kismen enerji kaynagi olarak

kullanabildigine isaret etmistir.
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Sekil 3.11: L. plantarum PFC308, PFC309, PFC310, PFC311, PFC312 ve PFC313
suslarindan tretilen EPS’leri iceren MRS ortaminda B. bifidum DSM 20082’nin
gelisimi

L. casei subsp. shirota probiyotik susunun, L. plantarum PFC308, 309, 310,
311, 312 ve 313 suslarindan iiretilen EPS’lerin bulundugu gelisme ortaminda 48 saat
inkiibe edilmesiyle elde edilen abs degerleri Sekil 3.12°de verilmistir. Sekil 3.12
incelendiginde, L. casei subsp. shirota probiyotik susu tarafindan en iyi kullanilan
EPS’nin PFC311E ve kullanilamayanin ise PFC308E ve PFC309E oldugu tespit
edilmistir. PFC311E’e 6. saatten sonra bu probiyotik sus tarafindan kullanilmaya
baslanmis, 17 ve 30. saaatler arasinda hiicre yogunlugu yatay ilerlemis, 30. saatten
sonra pozitif kontrolde tespit edilen hiicre yogunluguna ulagilmistir. PFC311E’nin
kullanilmasi durumunda L. casei subsp. shirota dioksik gelisme egrisi gostermistir.
PFC312E’nin kullanilmasi1 durumunda da benzer gelisim egrisi izlenmistir. Ancak
gelisim egrisinin ikinci logaritmik artig bolimiinde hiicre yogunlugu sinirli diizeyde
artmigtir. Bunlarin disindaki diger EPS’lerde inkiibasyonun ge¢ saatlerinde sinirli

diizeyde hiicre yogunlugu artis1 tespit edilmistir.
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Sekil 3.12: L. plantarum PFC308, PFC309, PFC310, PFC311, PFC312 ve PFC313
suslarindan iretilen EPS’leri igeren MRS ortaminda L. casei subsp. shirota’nin

gelisimi

L. plantarum suslar1 tarafindan diretilen EPS’lerin L. rhamnosus GG

probiyotik susu tarafindan kullanilmalari sonucu 6lgiilen abs degerleri Sekil 3.13’de

verilmistir. Sekil 3.13 incelendiginde L. rhamnosus GG tarafindan en iyi kullanilan

EPS’nin PFC311E ve en az kullanilanilanin ise PFC308E oldugu goézlenmistir.
PFC312E ve PFC309E’lerin de 48. saate kadar artan sekilde hiicre yogunlugu abs

degeri verdikleri ancak pozitif kontrol seviyesine ulasamadiklar1 goriilmustiir.

PFC313E ve PFC310E’nin ise ¢ok az miktarda kullanildiklari ve negatif kontrole

paralel siireyi tamamladiklar1 belirlenmistir.
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Sekil 3.13: L. plantarum PFC308, PFC309, PFC310, PFC311, PFC312 ve PFC313
suslarindan tiretilen EPS’leri iceren ortamda L. rhamnosus GG nin gelisimi

L. plantarum suslarindan iretilen EPS’lerin L. acidophilus DSM 20079
probiyotik susu tarafindan kullanilmasi ile 6lgiilen hiicre yogunlugu abs degerleri
Sekil 3.14’de verilmistir. Sekil 3.14 incelendiginde PFC311E’nin L.acidophilus
DSM 20079’un gelisme ortaminda bulunmasi durumunda bu susun dioksik gelisme
gostermis, slire sonunda hiicre yogunlugu pozitif kontrol ile ayn1 diizeye ulasmistir.
L. acidophilus DSM 20079 PFC312E’yi yavas da olsa kullanarak, hiicre
yogunlugunu artirmistir. Ancak bu EPS’nin kullanilmasiyla pozitif kontrol
denemesinde ulagilan hiicre yogunluguna erisilememistir. Buna gore probiyotik bir
sus olan L. acidophilus DSM 20079’un kismen PFC311E ve PFC312E’yi
kullanabildigi anlasilmigtir.
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Sekil 3.14: L. plantarum PFC308, PFC309, PFC310, PFC311, PFC312 ve PFC313
suslarindan tiretilen EPS’leri iceren ortamda L. acidophilus DSM 20079’un gelisimi.

L. acidophilus DSM 20079, L. rhamnosus GG ve L. casei subsp. shirota
probiyotik suslar1 tarafindan karbon kaynagi olarak kullanilabilen EPS, PFC311E
iken, B. bifidum DSM 20082 probiyotik susu tarafindan en iyi kullanilan EPS’nin
PFC310E oldugu tespit edilmistir. Literatiirde de LAB suslarindan {iretilen EPS’lerin
prebiyotik olarak kullaniminin mevcut oldugu bir¢ok ¢aligma bulunmaktadir (Baruah
ve dig. 2017, Adesulu-Dahunsi ve dig. 2018°). Yapilan ¢alismalar EPS’lerin yararl
bagirsak bakteri susglarinin selektif olarak gelisimlerini tesvik ettiklerini gostermistir
(Ryan ve dig. 2014). Bu ¢alismada elde edilen sonuglar ile literatiir verileri
karsilagtirildiginda  birbirlerine  paralellik gosterdigi  gortilmistir (Tsuda ve
Miyamoto 2010, Dilna ve dig. 2015, Zannini ve dig. 2016, Abid ve dig. 2018).

Suslara ve suslarin gelistirildigi besiyeri i¢erigine bagli olmak iizere ¢alismada
kullanilan EPS’lerin s6z konusu suslar tarafindan prebiyotik olarak kullanim oranlar1
birbirinden farkliliklar gostermistir. Bilindigi gibi; bir EPS molekiiliiniin yapisal
karmagikligi prebiyotik olarak kullanilabilme potansiyelinde ©nemli rol oynar.
Nitekim; HePS’nin HoPS’lere gore bagirsak kanalinda pargalanmasinin daha zor

olusu prebiyotik olarak kullanimi agisindan HePS’leri daha elverisli kilmaktadir

51



(Anwar ve dig. 2008). Tablo 3.2°de baz1 suslarin prebiyotik etkileri verilmistir (Ryan
ve dig. 2014).

Salazar ve dig. (2009), B. longum subsp. longum IPLA E44 ve B. animalis
subsp. lactis IPLA R1 suslarindan EPS iireterek, EPS’lerin gastrointestinal sistemde
karbon kaynagi olarak kullanilmalar1 halinde mikrobiyomda olusan degisimleri
aragtirmiglardir. Sonug olarak EPS'lerin karbon kaynagi olarak kullanimlarinin
gastrointestinal ~ sistemde Lactobacillus, Enterococcus ve Bifidobacterium
gelisimlerini uyardigi ve bu degisikligin ise bifidobakteriyel EPS varligindan

kaynaklanabilecegini rapor etmislerdir.

Tablo 3.2: Bazi LAB Suslari Tarafindan Uretilen EPS’lerin Prebiyotik Etkisi (Ryan

ve dig. 2014)

Tiirler Suslar Eps bilesimi Gellsgn bakteri
popiilasyonu
Lactobgcnlus_ LTH1729 Bifidobacteria &
sanfranciscensis Fru:Glu Eubacteria biforme
. . Bifidobacteria,
Bifidobacterium Lactobacilli
longum subsp. IPLA E44 N/K Enterococci, Bacteroides &
longum
Prevotella
Bifidobacterium B'f'dObaCt?”.a’
Lactobacilli,
animalis subsp. IPLAR1 Glu:Gal:Ram  Enterococci, Bacteroides &
lactis Prevotella.
Lactobacillus
plantarum 301102S Glu:Man Peddiococci & Lactobacilli
Weissella cibaria A2
Weissella confuse A9
Lactobacillus A3 N/K Blfldobactgr!a,
Lactobacilli,
plantarum ve Clostridia|
Pediococcus 5584
pentosaceus
Pediococcus 2.6 (1,3)-p-Glucan Lactobacilli

parvulus

Fru fruktoz; Glu glukoz; Gal galaktoz;Man mannoz; Ram ramnoz; | azaltmak; N/K

bilinmiyor
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3.4 L. plantarum Suslarindan Uretilen EPS’lerin Antioksidan

Aktiviterinin Belirlenmesi

Calismada L. plantarum PFC308, 309, 310, 311, 312 ve 313 suslarindan elde
edilen EPS’lerin antioksidan aktiviteleri, siiperoksit anyon siipiirme, hidroksil
radikali siipiirme ve radikal siliplirme 6zellikleri tespit edilerek belirlenmistir. Yapilan

analizlerin sonugclar1 Sekil 3.15, Sekil 3.16 ve Sekil 3.17°de verilmistir.

Sekil 3.15%¢ gore siiperoksit anyon siipiirme aktivite degerlerinde kullanilan
EPS konsantrasyonlarina bagli olarak farklilik oldugu (p<0.05) ve en yiiksek
aktivitenin L. plantarum PFC310 susundan iiretilen EPS’de (2 mg ml™*
konsantrasyon kullanildiginda) %36,11 oldugu belirlenmistir. Tim EPS’lerin
konsantrasyonun artis1 ile birlikte antioksidan aktivitesi de artis gOstermistir.
Literatiir verileri incelendiginde EPS’lerin siiperoksit anyon siiplirme aktivitenin 2
mg/ml konsantrasyonda %6-%72,1 arasinda oldugu goriilmektedir (Pan ve Mei 2010,
Xu ve dig. 2011%, Abdhul ve dig. 2014, Zhang ve dig. 2016, Riaz Rajoka ve dig.
2017, Adesulu-Dahunsi ve dig., 2018"). Buna gére, L. plantarum PFC308, 309, 310,
311, 312 ve 313 suslarindan iretilen EPS’lerin daha Once rapor edilen LAB
suslarindan  iiretilen EPS’lerin siliperoksit anyon siliplirme % aktiviteleri

karsilastirildiginda birbiri ile uyumlu oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 3.15: L. plantarum PFC308, 309, 310, 311, 312 ve 313 suslarindan elde edilen
EPS’lerin siiperoksit anyon siipiirme % aktivitesi

Sekil 3.16°da verilen hidroksil radikali siiptirme aktivite degerlerine gore,
kullanilan EPS konsantrasyonuna bagli olarak aktivite degerleri artmis (p<0.05) ve
en yliksek hidroksil radikali stipirme aktivitesi (%51,86) L. plantarum PFC309’dan
elde edilen EPS’nin 2 mg/ml konsantrasyonunda belirlenmistir. Her susa ait
EPS’lerin konsantrasyonu arttikca, ozellikle konsantrasyon miktarinin 2 katina
¢ikarilmasiyla hidroksil radikali siipiirme aktivite degerleri de yaklasik 2 kat
artmistir. Literatiirler incelendiginde LAB’lerden iiretilen EPS’lerin hidroksil radikali
stiplirme  aktivitesi  %27,83-79,30 arasinda oldugu ve bu aktivitelerin
konsantrasyonlara bagimli olarak degistiginin rapor edildigi bir¢cok calisma
meveuttur (Xu ve dig. 2011% Xu ve dig. 2011°, Xing ve dig. 2015, Riaz Rajoka ve
dig. 2017). Bu verilerle ¢alismada elde edilen sonuglar kiyaslandiginda L. plantarum
PFC308, 309, 310, 311 ve 312 suslarindan iretilen EPS’lerin, 2 mg/ml
konsantrasyonda hidroksil radikali siipiirme aktivitelerinin literatiirle uyumlu oldugu
belirlenmistir. Ancak PFC313E’nin hidroksil radikali siiplirme aktivitesi literatiirde

rapor edilen degerlerin altinda bulunmustur.
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Sekil 3.16: L. plantarum PFC308, 309, 310, 311, 312 ve 313 suslarindan elde edilen
EPS’lerin hidroksil radikali siliplirme % aktivitesi

L. plantarum PFC308, 309, 310, 311, 312 ve 313 suslarindan elde edilen
EPS’lerin radikal siipirme aktivite degerlerinin verildigi Sekil 3.17 incelendiginde
EPS’lerin konsantrasyonu arttikca aktivite degerlerinin de arttigi goriilmektedir
(p<0.05). EPS konsantrasyonuna bagli olarak en fazla artis PFC310E ve
PFC311E’de izlenmistir. En yiiksek radikal siipiirme aktivite degerinin L. plantarum
PFC312’den elde edilen EPS’de %42,67 ve 2 mg/ml konsantrasyonda oldugu
belirlenmistir. Literatiirde de EPS’lerin radikal siipiirme aktivitelerinin 2 mg/ml
konsantrasyonda %6-50,7 araliginda oldugu ve konsantrasyona bagli bir sekilde
artan konsantrasyonla radikal siiplirme aktivitesinin arttigi rapor edilmistir (Xu ve
dig. 2010°, Ye ve dig. 2012, Zhang ve dig. 2013, Li ve dig. 2014, Zhang ve dig.
2016, Riaz Rajoka ve dig. 2017, Adesulu-Dahunsi ve dig. 2018% Adesulu-Dahunsi
ve dig. 2018b). L. plantarum PFC308, 309, 310, 311, 312 ve 313 suslarindan elde
edilen EPS’lerin ¢aligma sonucunda ulasilan radikal siiplirme aktiviteleri ile literatiir
verileri kiyaslandiginda, tiim EPS’lerin radikal siipiirme aktiviteleri literatiir verileri
araliginda oldugu tespit edilmistir. Calismada kullanilan EPS’lerimizin arasindan en
diisiik radikal siipiirme aktivite degerine sahip olan PFC309E EPS’sinin (%29,46) %
aktivitesinin Zhang ve dig. (2016) Lactobacillus plantarum ZDY2013 den elde ettigi
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EPS’nin radikal siiplirme aktivitesiden (%6) ayn1 EPS konsantrasyonunda 4 kat daha
yiiksek aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.
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Sekil 3.17: L. plantarum PFC308, 309, 310, 311, 312 ve 313 suslarindan elde edilen
EPS’lerin radikal siipiirme % aktivitesi

3.5 L. plantarum Suslarindan Uretilen EPS’lerin Alfa Glukozidaz

inhibitor Aktivitelerinin Belirlenmesi

L. plantarum PFC308, 309, 310, 311, 312 ve 313 suslarindan iretilen
EPS’lerin alfa glukozidaz inhibitér aktiviteleri 2.2.5’de verilen metoda gore
belirlenmis ve sonuglar Sekil 3.18’de gosterilmistir. Calismada kullanilan tiim
EPS’ler a-glukozidaz enzim aktivitesini ¢esitli seviyelerde inhibe etmistir. EPS
orneklerinin  tiimiinde konsantrasyona bagli olarak s6z konusu enzimin
inhibisyonunda anlamli (p<0.05) artis ger¢eklesmistir. EPS’ler arasinda en yiiksek
enzim inhibisyon aktivitesi PFC311E’de meydana gelmistir. En diisiik inhibisyon ise
0.5, 1, 2 mg/ml konsantrayonlarda sirasiyla PFC313E, PFC308E ve PFC309E’de
EPS’lerinin kullanilmast durumunda 6l¢iilmiistiir. PFC309E ve PFC311E haric diger
tim EPS’lerde konsantrasyonun 1’den 2 mg/ml’ye c¢ikarilmasi durumunda o-
glukozidaz enzim aktivitesi 6nemli oranda inhibe olmustur. Literatiir incelemesi

yapildiginda Lactobacillus suslar tarafindan iiretilen EPS’lerin a-glukozidaz enzim
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aktivitesini inhibe ettigi ve en yiiksek a-glukozidaz inhibitor aktivite degerinin %67
oldugu gorilmiistiir (Sasikumar ve dig. 2017, Oh ve dig. 2018). Calismada
kullandigimiz suslardan elde edilen EPS’lerin a-glukozidaz inhibit6r aktivitelerinin

literatiir verilerine gore diisiik oldugu belirlenmistir.
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Sekil 3.18: L. plantarum PFC308, 309, 310, 311, 312 ve 313 suslarindan elde edilen
EPS’lerin alfa glikozidaz inhibitdr % aktivitesi

3.6 L. plantarum Suslarindan Uretilen EPS’lerin Kolesterol Seviyesini

Diisiirme Yeteneklerinin Belirlenmesi

L. plantarum PFC308, 309, 310, 311, 312 ve 313 suslarindan elde edilen
EPS’lerin kolesterol diisiirme yetenekleri boliim 2.2.6’da anlatilan metotla yapilmis
ve elde edilen sonuclar Sekil 3.19°da verilmistir. Yapilan analiz ve hesaplamalar
sonucunda, ¢alismada kullanilan tiim suslar tarafindan iiretilen EPS’lerin kolesterol
diisiirme yeteneklerinin oldugu belirlenmis, ancak suslara bagli olarak s6z konusu
kolesterol seviyesini diisiirebilme % degerlerinde farklilik oldugu gozlenmistir.
EPS’ler arasinda en yliksek PFC308E %68,75 oraninda kolesterolii diisiiriirken, en
diisiik kolesterol diisiirme aktivitesi PFCE311 susundan iiretilen EPS de %33,33
orani ile tespit edilmistir (p<0.05). Digerlerinde ise sirasiyla PFC309E %60,41,
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PFC310E %41,66, PFCE313 %39,58, PFCE312 %35,41 oraninda kolesterol
seviyesini disiirebildikleri belirlenmistir. Bu tez calismasina benzer sekilde bugiine
kadar yapilmis olan bircok calismada LAB’lerden iiretilen EPS’lerin kolesterol
diistiriicii 6zellige sahip oldugu vurgulanmigtir (Maeda ve dig. 2004, Patel ve dig.
2012, Abdelazez ve dig. 2018, Wang ve dig. 2012, Ayyash ve dig. 2018, Bengoa ve
dig. 2018, Adesulu-Dahunsi ve dig. 2018°). Séz konusu calismalarda EPS’lerin
kolesterol diisiirme yeteneklerinin %31-%48,81 arasinda degisen oranlarda oldugu
goriilmiistiir (Uchida ve dig. 2010, Tsai ve dig. 2014, Sasikumar ve dig. 2017, Bhat
ve Bajaj, 2018). Bu calismada elde edilen sonuglar ise literatiir verileri ile
kiyaslandiginda PFC310E, PFC311E, PFC312E ve PFC313E EPS’lerinin bu aralikta
oldugu ancak PFC308E ve PFC309E EPS’lerinin kolesterol diisiirme yeteneklerinin
literatiir verilerinin tizerinde bir diisiirme etkisi gosterdigi goriilmektedir. Bu sonug
s6z konusu EPS’lerin yapilarinin farkliligina ve kolesterol giderimi yoniinde

kullanilabilecegine isaret etmektedir.
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Sekil 3.19: L. plantarum PFC308, 309, 310, 311, 312 ve 313 suslarindan elde edilen
EPS’lerin kolesterol seviyesini diisiirme yetenekleri
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4, SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada, geleneksel gidamiz olan tarhanadan izole edilen ve EPS
tireticisi olduklar1 bilinen L. plantarum’un 6 farkli susu calisilmistir. Yapilan
calismalarda, GRAS olarak kabul edilen L. plantarum suslarindan elde edilen
EPS’lerin insan sagligi iizerine olumlu, iyilestirici ve destekleyici ozellikleri
vurgulanmistir. Giiniimiizde mikrobiyal EPS’lere bu 6zelliklerinden dolayi ilgi hizla
artmaktadir. Bu artan ilgiden ilham almarak yapilan bu g¢aligmanin temel amaci
dogrultusunda 6 farkli L. plantarum suslarindan elde edilen EPS’lerin prebiyotik,
antioksidan, kolesterol seviyesine etkisi, a-glukozidaz enzim inhibitor aktivitesi ve
HT-29 hiicre hatti tizerindeki bagisiklik sitokinlerini indiikleme yetenekleri
arastirilmigtir. Yapilan bu ¢alisma kapsaminda asagidaki sonuclara ulasilmis ve

Oneriler ortaya ¢ikarilmistir.

Tarhanadan izole edilen ve EPS iireticisi olduklari bilinen L. plantarum
PFC308, PFC309, PFC310, PFC311, PFC312 ve PFC313 suslar tarafindan iiretilen
EPS’lerin miktarlariin farkli oldugu belirlenmistir. Boylece EPS miktarinin suglara
bagli olarak farklilik gésterdigi sonucuna ulasilmistir. Calismada en yiiksek miktarda
L. plantarum PFC308 susundan EPS elde edilmistir. Yiiksek miktarda EPS kullanimi
gerektiren ¢alismalarda PFC308 susu tercih edilebilir 6zellik gostermektedir.

L. plantarum PFC308, PFC309, PFC310, PFC311, PFC312 ve PFC313
suslarindan {iretilen EPS’lerin 4 farkli probiyotik bakteriler tarafindan prebiyotik
olarak kullanilma oranlarini arastirilmig ve s6z konusu suslarin prebiyotik olarak
kullanilabilecegi sonucuna ulasilmistir. L. acidophilus DSM 20079, L. rhamnosus
GG ve L. casei subsp. shirota probiyotik suslari tarafinda en iyi kullanilan EPS’nin
PFC311E, B. bifidum DSM 20082 probiyotik susu tarafindan ise en iyi kullanilan
EPS’nin PFC310E oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar ile prebiyotik olarak tercih
edilebilecek veya gidalara eklenebilecek suslar olarak L. plantarum PFC310 ve
PFC311 suslan tercih edilebilir.

Makromolekiillere hasar vererek insan sagliginda tehlike yaratan radikallerin
viicuttan siipiiriilmesi biiyiik dnem tasir. Yaptigimiz ¢alisma sonucunda kullanilan

suslardan elde edilen EPS’lerin antioksidan aktivitelerinin oldugu tespit edilmistir.
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Siiperoksit anyon siipiirme aktivitesi en yiiksek PFC310E, hidroksil radikali siipirme
aktivitesinin en yiiksek oldugu PFC309E ve radikal siipiirme aktivitesinin en yliksek
oldugu PFC312E EPS’leri oldugu belirlenmistir. Elde edilen sonuglarla yiiksek
aktivite veren suslarin gidalarda sentetik antioksidanlarin yerine ikame olarak

kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir.

Calismada kullanilan tiim EPS’lerin farkli %’lerde kan serumunda bulunan
kolesterol seviyesini diisiirme yetenegine sahip olduklar1 ve en yiiksek kolesterol
seviyesini diislirme yetenegine sahip olan PFC308E EPS’si olarak belirlenmistir.
Giliniimiizde kan serumundaki %10’luk kolesterol seviyesinde azalmayla kalp
hastaligi insidansinin 6nemli miktarda azalacagi bilinmektedir. Bu baglamda kan
serumunda bulunan kolesterol diisiirme yetenekleri belirlenen L. plantarum
suslarimizdan elde edilen EPS’lerin adjuvan olarak kullanilma ihtimali g6z oniinde

bulundurulabilir.

Literatiir verileri ile kullanilan suglarimizdan elde edilen EPS’lerin alfa
glukozidaz inhibitor aktiviteleri kiyaslandiginda sonuglarimizin literatiir verilerinin
altinda kaldig1 belirlenmistir. Ancak buna ragmen kullanilan tim EPS’lerimizin %
inhibitor etkisi gosterdigi ve PFC311E’nin en yiiksek inhibitor aktivitesi gosterdigi

belirlenmistir.

Anti-iflamatuar ve pro-inflamatuar sitokinleri indiikkleme yeteneginin
EPS’lerin konsantrasyonuna ve her susa gore farklilik gosterdigi belirlenmistir.
Calismada kullanilan EPS’lerin pro-inflamatuar etkilerinin anti-inflamatuar etkiye
nazaran daha yiiksek etkili olduklar1 belirlenmistir. Buna gore 6zellikle PFC310E ve
PFC311E EPS’leri olduk¢a basarili EPS’lerdir. Ancak PFC313E’nin ise tiim
sitokinleri belirli seviyeye kadar uyarabildigi dikkati gekmektedir.

Tim sonuglar birlikte degerlendirildiginde 6 adet L. plantarum suslar
tarafindan {iretilen EPS’lerin ¢esitli yonlerden saghigi iyilestirici etkilerinin farkl
diizeyde olduklar1 goriilmiistiir. Bu sonug, s6z konusu EPS’lerin yapisal farkliliginin
fonksiyonel farkliliga neden olduguna isaret etmektedir. Sonraki caligmalara 151k
tutmak adina EPS yapilarinin fonksiyonel 6zellikler iizerine etkisi aragtirilmalidir.
Ayrica bu ¢alismanin sonuglaria gére PFC310E ve PFC311E EPS’leri prebiyotik,

antioksidan, kolesterol seviyesine etkisi, a-glukozidaz enzim inhibitdr aktivitesi ve
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HT-29 hiicre hatt1 iizerindeki bagisiklik sitokinlerini indiikleme yeteneklerindeki

basarilar1 dolayisiyla sagligin korunmasi ve iyilestirilmesi yoniinde onerilebilir.
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