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Postbiyotikler, cesitli yontemler ile iiretilen ve canli hiicre icermeyen
metabolitlerdir. Icerdikleri biyoaktif ajanlar ile bulunduklar ortamda
anmikrobiyal, antiviral ve antienflamatuar gibi cesitli fizyolojik
aktiviteleri tesvik ederler. Canlt hiicre icermedikleri icin antibiyotik
direnci olusturmazlar, bagisikligi diistik bireylerde kullanimi giivenlidir
ve soguk zincir gerektirmeyen tasima ve depolama kolayliklari ile
probiyotiklere kiyasla bircok tistiin ézelliklere sahiptir. Nanolifler genis
ylizey alani ve yiiksek gézenekli yapilari ile bircok kullanim alanina
sahiptir. Nanoliflerin iiretiminde en stk kullanilan yontemlerden biri
elektro iiretimdir. Bu ¢alisma kapsaminda elektro tiretim teknigi ile
tiretilen polimer nanolif értiilerin yapilarina Lactobacillus acidophilus
ve Lactobacillus rhamnosus sugslarindan elde edilen postbiyotiklerin
dahil edilebilirligi ve nanoliflerin antimikrobiyal aktivitesi analiz
edilmigtir. Yapilan analizlerden elde edilen bulgularda postbiyotiklerin
nanolif értiilere dahil edilebildigi ve bununla birlikte 5 farkll patojen
mikroorganizmaya karsi iyi bir antimikrobiyal etki sagladigi ortaya
konmustur.

Anahtar kelimeler: Postbiyotik, Probiyotik, Nanolif, Antimikrobiyal
Elektro tliretim,

Abstract

Postbiotics are metabolites produced by various methods that do not
contain live cells. These metabolites promote various physiological
activities, such as antimicrobial, antiviral, and anti-inflammatory
effects, through the bioactive agents they contain. Since they do not
contain live cells, they do not contribute to antibiotic resistance, making
their use safe for individuals with compromised immune systems.
Moreover, they offer.several advantages over probiotics, such as not
requiring a cold chain for transport and storage. Nanofibers, known for
their large surface area and highly porous structure, have a wide range
of applications. One of the most commonly used methods for producing
nanofibers ' is the electrospinning technique. In this study, the
incorporation of postbiotics derived from Lactobacillus acidophilus and
Lactobacillus rhamnosus strains into polymer nanofiber mats produced
by electrospinning was investigated, along with the antimicrobial
activity  of these nanofibers. The findings from the analyses
demonstrated that postbiotics could be successfully incorporated into
nanofiber mats and provided significant antimicrobial effects against
five different pathogenic microorganisms

Keywords: Postbiotic, Probiotic, Nanofiber, Antimicrobial
Electrospinning

1 Giris

Diinya saglik orgiiti (WHO), probiyotikleri “yeterli miktarda
alindiginda, konak¢1 saghfina yarar saglayan canl
mikroorganizmalardir” seklinde tanimlamistir. Probiyotikler
fizyolojik aktivitelerin problemsiz bir sekilde gerceklesmesine
katkida bulunarak viicudun saglkll ve dengede kalmasini
saglar. Probiyotiklerin insan sagligina olan yararlan cesitli
arastirmalarla ortaya konmustur ancak bir iirliniin probiyotik
iriin sayilabilmesi i¢cin minimum 106 kob/g ya da ml canh
probiyotik  bakteri “igermesi ve bunu Kkoruyabilmesi
gerekmektedir [1]. Fakat ¢evre kosullarina duyarlliklarn
sebebiyle uzun vadede metabolik aktivitelerini ve canliliklarini
koruyabilmeleri oldukea giigtiir [2]. Ayrica yapilan aragtirmalar
sonucunda ortaya konmustur ki probiyotiklerin sagladig: klinik
faydalar: ve fizyolojik mekanizmalarin gerceklesmesi icin
mikrobiyal canlihga gerek yoktur [3]. Tim bu veriler goz
Oniinde bulunduruldugunda postbiyotik kavrami 06ne
cikmaktadir.

Postbiyotikler, bakterilerin metabolik faaliyetleri sonucu
ortaya ¢ikan, enzim, peptid, bakteriyosin gibi cesitli
molekiillerdir. Canli mikroorganizma icermedikleri halde
probiyotikler ile 6zdeslestirilmis benzer mekanizmalar
sayesinde saglhga faydal etkiler gostermekle birlikte viicuda
canlt mikroorganizma aliminin getirdigi riskleri de minimalize
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etmektedir [4]. Canlinin fizyolojik fonksiyonlarini iyilestirerek
saghigimma olumlu yoénde etki yapan postbiyotikler,
antimikrobiyal, antiinflamatuar, antiproliferatif ve antioksidan
gibi cesitli biyolojik aktiviteleri tesvik etmektedir [5]. Sharma
ve ark. (2018) yapmis olduklar: bir ¢alismada Pseudomonas
aeruginosa PAO1 biyofilmine karsi probiyotik
mikroorganizmalardan izole edilen bakteriyosin ve
ekzopolisakkarit postbiyotiklerinin anti-biyofilm potansiyel
etkisi incelenmistir. Filogenetik analiz ile izole bakterilerin
Lactobacillus fermentum oldugu belirlenmistir. Calismada
plakalar c¢esitli bakteriyosin, ekzopolisakkarit ve bunlarin
kombinasyonu ile kaplanmistir. Biyofilm olusumunu
gozlemlemek i¢in lazer tarama mikroskobu kullanilmis ve akis
sitometrisi ile biyofilm olusturan canl hiicrelerin o6l¢iimii
yapilmistir. Yapilan analizler sonucunda kaplanan plakalarda
biyofilm olusumuna sebep olan canllarin sayisinda 6nemli
seviyede azalma oldugu ortaya konmustur [6]. Yordshahi ve
ark. (2020), bakteriyel nanoselillozdan (BNC) irettikleri
antimikrobiyal o6zellikte nanokagit {retmis ve icerisine
liyofilize postbiyotik dahil ederek et sarma kagidi olarak
kullanimini aragtirmislardir. L. plantarum susundan elde edilen
postbiyotikler, emdirme ile BNC filmlere katkilanmistir.
Postbiyotik iceren filmlerin L. monocytogenes’e Karsi
antimikrobiyal etki gdsterdigi ve bu etkinin artan postbiyotik
konsantrasyonu ile arttign = gozlemlenmistir.  Ayrica
postbiyotiklerin BNC kagittan gidaya hizla salinarak et
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ylizeyinde ¢éziinmesi, istenmeyen duyusal degisikliklere sebep
olmadan gidanin raf émriinii uzatmayi basarmistir [7].

Biyolojik agidan incelendiginde dogada kendiliginden var olan
ipek, seliiloz, kolajen gibi bircok biyomalzemenin lif formunda
biriktirilmesinden yola ¢ikilarak biyomimetik bir yaklasimla
biyolojik sistemleri taklit etmek igin polimer nanoliflerin
kullanimi oldukg¢a uygun bir yaklasimdir [8]. Nanolifler, teorik
olarak siirsiz uzunluga sahip ve genel olarak ¢ap1 1000 nm’
den kiiciik olan kati liflerdir. Cok kiiciik gézenek boyutu ve
yluksek yiizey alanmna sahip olmalary, nanolifleri c¢esitli
alanlardaki uygulamalar icin ¢ekici hale getirmektedir [9].

Nanoliflerin tiretim teknikleri arasinda elektro {liretim, diisiik
maliyetli olusu, genis polimer yelpazesine sahip olmasi ve kolay
uygulanabilirligi ile siklikla tercih edilen bir yontemdir. Yiiksek
voltaj saglayan bir gii¢ kaynagi, polimer ¢ozeltisinin beslenmesi
ve biriktirme alanindan olusan elektro iiretim, kontrollii bir
sekilde nano boyutlarda liflerin elde edilmesine imkan
vermektedir [10]. 2023 yilinda yapilmis bir calismada elektro
tretim teknigi kullanilarak antimikrobiyal ajan iceren PVA
nanolifler tiretilmis ve karakterizasyon testleri ile morfolojik
yapist ve yara Ortlisii olarak kullanilabilirligi arastirilmistir.
Antimikrobiyal ajan olarak nerolidol (NER) kullanilmistir.
Yapilan analizlerde NER konsantrasyonunun artmasi ile temas
acisinda da artis oldugu gorilmiis, boylelikle NER
molekiillerinin varhigi dogrulanmistir. Disk difiizyon yontemi
ile antimikrobiyal etkisi arastirilan nanoliflerde, saf PVA'nin
antimikrobiyal ozellik gostermemesine baghh olarak NER
icermeyen liflerde inhibisyon bdlgesi olusmamakla birlikte,
NER iceren matlarin hem Gram pozitif hem de Gram negatif
bakterilere karsi degisik oranlarda inhibisyon alani olusturarak
antimikrobiyal aktivite gostermistir [11]. Boylelikle PVA
nanoliflere antimikrobiyal ajan dahil edilmis ve basarili bir
bicimde elektro tretim ile antimikrobiyal etki gdsteren
nanolifler elde edilmistir.

Bitki 6zleri ve esansiyel yaglar, icerdikleri kimyasal bilesenler
sayesinde yara iyilesmesini hizlandiran ve nanoliflerin yapisina
dahil edilen antimikrobiyal ajanlardan biridir. Bu kapsamda
yapilan calismalardan birinde Giiler ve ark. (2019) tar¢in ugucu
yag1 iceren PVP nanolifler liretmislerdir. Genel olarak iiniform
yapida nanolifler elde edilmis, ugucu yag ilavesinin lif capini
arttirdigl  gozlemlenmistir. Ayrica disk difiizyon testi
uygulandiginda yalnizca PVP igeren nanoliflerin antibakteriyel
etki gostermedigi, ugucu yag iceren Orneklerin iyi birer
antibakteriyel etki gosterdigi ortaya konmustur. Ek olarak
nanolifli malzemenin artisiyla daha iyi antibakteriyel etki
gozlemlenmesi ugucu yag dagiliminin nanolif yiizeyinde
tekdiize oldugunu gostermektedir. Dolayisiyla PVP nanolifler,
antibakteriyel ajan dagilimi i¢in iyi bir polimer olabilmektedir
[12].

Bu calismada iki farkli bakteriden termal inaktivasyon
sonrasinda santrifiij teknigi ile {tretilen postbiyotiklerin,
nanoliflere dahil edilebilirligi arastirilmistir. Bu kapsamda,
tiretilen postbiyotikler elektro iretim teknigi kullanilarak
polivinil alkol (PVA) ve polivinil pirolidon (PVP)' a entegre
edilmis ve antimikrobiyal aktiviteleri incelenmistir.

2 Gereg¢ve yontem
2.1 Gereg

Nanoliflerin elde edilmesinde kullanilan Polivinil alkol (PVA)
(125.000 MW, %99 hidrolize), Polivinilpirolidon (PVP) K90 ve
Etanol, Sigma-Aldrich Co. (St Louis, A.B.D.) firmasindan temin
edilmistir. Postbiyotik elde edilen Lactobacillus acidophilus

(ATCC 4356) ve Lactobaciluus rhamnosus (ATCC 7469) suslar1
ATCC kiiltiirler olarak alinmistir. Bakterilerin ekildigi Tyriptic
Soy Broth sivi besiyeri Lab M (Heywood, UK) firmasindan
tedarik edilmistir.

2.2 Yontem

2.2.1 PVA ¢ozeltisinin hazirlanmasi

1 g PVA tartilip tizerine 9 g distile su eklenmesiyle %10 (a/a)
polimer c¢ozeltileri elde edilmistir. Hazirlanan c¢ozeltiler
manyetik karistiricitda 90°C’de 500 rpm hizinda homojenize
oluncaya dek karistirtlmistir.

2.2.2 PVP ¢ozeltisinin hazirlanmasi

1 g PVP polimeri tartilip {izerine 9 g Etanol eklenerek %10 (a/a)
PVP c¢ozeltileri hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltiler manyetik
karistiricida 50°C’de 500 rpm hizinda homojenize oluncaya dek
karistirilmistir.

2.2.3 Siv1 besiyerin hazirlanmasi

Bakterilerin iliremesi icin gerekli Tyriptic Soy Broth (TSB)
cozeltisi 300 ml hazirlanarak dispenser ile her birine 9 ml
olacak sekilde cam tiiplere dagitilmistir. Cam tiipler
icerisindeki TSB ¢ozeltileri otoklavlanarak sterilize edilmistir.

2.2.4 Fizyolojik tuzlu su (FTS) hazirlanmasi

Fizyolojik tuzlu suyun hazirlanmasi i¢in hassas terazi ile 9 g
tartilmis ve steril cam sise icerine konmustur. Uzerine 1 litre
distile su eklenerek %0.9 (a/h) konsantrasyona sahip ¢ozelti
karisim elde edilmistir. Hazirlanan karistm homojenize
oluncaya dek manyetik karistiricida  karistirilmistir.
Homojenize ¢6zelti otoklavlanarak sterilize edilmistir.

2.2.5 Probiyotiklerin zenginlestirilmesi

L. acidophilus ve L. rhamnosus suslari referans kiiltiir olarak
kullanilmistir. Her islem iki sus i¢in ayr1 ayr1 yapilmistir. Sustan
1 6ze dolusu alinip Oncesinde hazirlanan TSB igerisine
aktarilarak 37°C’'de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun
ardindan mikropipet ile 1 ml alinarak ayr1 ayr1 siv1 besiyeri
icerisine aktarilmis ve 37°C'de 24 saat inkiibe edilerek
zenginlestirme yapilarak bakteriler hazirlanmistir.

2.2.6 Pelet Eldesi

Zenginlestirilmis probiyotik kiiltiirii, 4000 rpm’de 10 dakika
slireyle santrifiij edilerek probiyotik hiicreleri besi ortamindan
aynistirilmistir.  Dibe ¢oken pelet (probiyotik hiicreleri)
korunarak iistte kalan soliisyon (besi ortami) atilmistir.

2.2.7 Yikama islemi

Elde edilen pelet ilizerine 5 ml FTS eklenmis ve vorteks ile
karistirllmistir. Karisim tekrardan 4000 rpm’de 10 dakika
slireyle santrifiij edilmis ve bu islem toplamda 4 kez tekrar
edilerek probiyotikler daha da saflagtirilmistir. Son yikamadan
sonra 1 ml FTS eklenmis ve vorteks ile homojenize edilmistir.

2.2.8 Probiyotiklerin parcalanmasi ve elektro iiretim
islemi icin nihai ¢6zeltinin hazirlanmasi

Homojenize edilmis probiyotik slispansiyonu, hazirlanmis olan
PVP ve PVA ¢ozeltisinden 9 g alinip iizerine eklenmis ve 90°C'de
30 dakika boyunca manyetik karistirici ile homojenize
edilmistir. Boylelikle canli bakteriler 1s1 yoluyla patlatilmis ve
postbiyotik iceren polimer ¢6zeltisi hazirlanmistir.
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2.2.9 Elektro iiretim

Hazirlanan bos polimer c¢ozeltileri ve postbiyotik igeren
cozeltiler ucunda metal igne bulunan enjektore doldurulmus ve
metal igne giic kaynagina baglanarak elektriksel olarak
yuklenmistir. Yikli ¢ozelti, topraga baglh metal toplayici plaka
iizerine ¢ekilerek nanolifler elde edilmistir. Cekim islemi 15 cm
mesafeden 5 saat boyunca 15 kV uygulanarak 1 ml/saat
besleme hizi ile gerceklestirilmistir.

Elde edilen nanoliflerin isimleri ve icerikleri Tablo 1'de
verilmistir.

Tablo 1. Nanolif Orneklerine Ait icerikler.
Table 1. Contents of Nanofiber Samples.

Lactobaciluus
rhamnosus
(ATCC 7469)

PVP/LR PVP

3 Karakterizasyon

3.1 Alan emisyonlu taramal elektron mikroskobu
(FESEM)

Uretilen nanolifler, alan emisyonlu elektron mikroskobu
(FESEM) kullanilarak morfolojik analizi yapilmistir. Tim
numuneler, %80 altin ve %20 paladyum ile 400 saniye boyunca

Nanolif Polimer Bakteri kaplanarak iletken hale getirilmistir. Ttim goriintiiler, 20 kV ile
Ornegi calisgithp 5000x ve 10000x biyiitme oranlari ile alinmistir.
Image ] programi kullanilarak elde edilen goriintiilerden
PVAO PVA - ortalama nanolif ¢aplar1 hesaplanmistir.
PVPO PVP - 3.2 Nanoliflerin antimikrobiyal aktivitesinin
belirlenmesi
PVA/LA PVA Lactobacillus A",
acidophilus Calisma kapsaminda uretl!en PYAO, PVPQ, PYA/LA, I?V.P/LA:
(ATCC 4356) PVA/LR ve PVP/LR nanoliflerinin antimikrobiyal aktiviteleri
incelenmistir. Bu kapsamda Uluslararasi Standartlar Tegkilati
PVP/LA PVP Lactobacillus (International Organization for Standardization, ISO) 20645
acidophilus (Tekstil Uriinleri icin agar difiizyon antimikrobiyal testi
(ATCC 4356) standardi) c¢ercevesinde analizler yapilmis ve Tablo 2’de
) belirtilen mikroorganizmalar ile 8 log kob/ml’lik bakteri stogu
PVA/LR PVA Lactobaciluus hazirlanmis, sonrasinda 100 pL agar ylizeyine aktarilmis ve
rhamnosus drigalski spatiilii ile yayilmistir. Bu baglamda, PVAO, PVA/LA,
(ATCC 7469) PVA/LR, PVP, PVP/LA ve PVP/LR nanoliflerinden numuneler
(25x5mm capl) hazirlanip yiizeye konularak 37 °C’de 24 saat
boyunca inkiibasyon saglanmistir.
Tablo 2. Antimikrobiyal aktivite analizinde kullanilan mikroorganizma kiiltiirleri.
Table 2. Microorganism cultures used in antimicrobial activity analysis.
Mikroorganizma Tiirl Gram Tiri ATCC No
Listeria monocytogenes Bakteri Pozitif 35152
Staphylococcus Bakteri Pozitif 14990
epidermidis
Bacillus cereus Bakteri Pozitif 14579
Aspergillus brasiliensis Mantar 16404
Salmonella typhimurium  Bakteri Negatif 14028

4 Bulgular ve tartisma

Shankhwar ve ark. (2016) yaptiklar1 bir ¢alismada elektro
iretim teknigi ile antibiyotik yiikli PVA/PVP kompozit
membranlar liretmis ve bunlarin ila¢g salinim kapasitesini,
antimikrobiyal ozelligini ve biyouyumluluklarini
incelemislerdir. Ayrica kompozit membranlarin lretiminde
PVA:PVP oranm1 degistirilerek mekanik 0&zellikleri nasil
etkiledigine bakilmistir. Sonuglar membranlarin, kapsiillenmis
antibiyotigin siirekli salinimini sergiledigi ve ayrica patojen

mikroorganizmalara Kkarsi lokal antimikrobiyal o6zellik
gosterdigi ortaya konmustur. Fibroblast ve keratinosit

hiicrelerinin in vitro Kkiltiiri, nanolif membranlarin
biyouyumlu  oldugunu  dogrulamistir. ~ PVP ilavesi,
membranlarin  mekanik  6zelliklerini 6nemli seviyede

iyilestirdigi mekanik testler sonucu ortaya konmustur. Tim bu
sonuglara bakildiginda PVP/PVA membranlarin antimikrobiyal
ajan salimi ve mekanik agidan uygun birer etkilesimli nanolif
olarak kullanilabilirligini dogrulamaktadir [13].
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4.1 PVAO,PVA/LA ve PVA/LR nanoliflerinin FESEM
analiz sonug¢lar1

FESEM analizi sonucu elde edilen goriintiilerden rastgele 30
adet lif secilerek ¢aplar1 6l¢iilmiis ve ardindan ortalama lif ¢cap1
hesaplanmistir. Bu prosediir tim numuneler igin
gerceklestirilmistir. PVA nanoliflerine ait ortalama lif ¢ap:
sirayla; PVAO = 335.146 nm, PVA/LA = 450.338 nm ve PVA/LR
= 263.177 nm. Tablo 3’te nanoliflere ait ¢cap Olgiimleri
verilmistir.

Tablo 3. PVA nanoliflerin ortalama ¢aplari

Table 3. Average diameters of PVA nanofibers

Nanolif Maksimum Minimum Ortalama
Ornegi Cap (nm) Cap (nm) Cap (nm)
PVAO 561.637 222.785 335.146
PVA/LA 612.323 317.012 450.338
PVA/LR 320.973 160.486 263.177

Bu calismada tim numuneler g6z oniine alindiginda PVA
nanoliflerin ¢aplar1 222.785 nm ile 612.323 nm arasinda olup
ortalama 349.553 nm’dir. Yapilan bir ¢alismada sar1 kantaron
yagl iceren PVA nanoliflerinin ortalama ¢apinin 82 + 17 nm ile
208 + 105 nm arasinda oldugu bildirilmistir [14]. Benzer bir
calismada kitosan iceren PVA nanoliflerinin ortalama
caplarinin 172 + 60 ile 257 + 63 arasinda degistigi bildirilmistir
[15]. Ek olarak jelatin iceren PVA nanoliflerinin ¢capinin 177 nm
ile 340 nm arasinda degistigi bildirilmistir [16].

PVAO, PVA/LA ve PVA/LR nanolif érneklerine ait FESEM
goriintiileri sirasiyla Sekil 1, Sekil 2 ve Sekil 3 "te verilmistir.

S 5—’ 7%

Sekil 1. PVAO nanolif 6rnegine ait FESEM goriintiileri. a)
5000X-PVAO, b) 10000X-PVAO

Figure 1. FESEM images of PVAO nanofiber sample. a) 5000X-
PVAO, b) 10000X-PVAO

=
e

Sekil 2. PVA/LA nanolif 6rnegine ait FESEM goériintiileri. a)
5000X-PVA/LA, b) 10000X-PVA/LA

Figure 2. FESEM images of PVA/LA nanofiber sample. a)
5000X-PVA/LA, b) 10000X-PVA/LA

Yo

a b

Sekil 3. PVA/LR nanolif 6rnegine ait fESEM goriintileri. a)
5000X-PVA/LR, b) 10000X-PVA/LR

Figure 3. FESEM images of PVA/LR nanofiber sample. a)
5000X-PVA/LR, b) 10000X-PVA/LR

Postbiyotiklerin nanoliflere dahil edilmesi {izerine yapilan
calismada, Bacillus coagulans’tan elde edilen ve yeni bir
postbiyotik tiirii olan Lactosporin kullanilmistir. Lactosporin,
Hyaluronik asit (HA)/PVA/Kitosan (CS) bazli nanoliflere dahil
edilmis ve 6 farkli bakteri tiiriine karsi antibakteriyel etkisi
aragtirllmistir. Uretilen -nanolif membranlarin tekdiize ve
boncuksuz yapiya sahip oldugu goriilmiistiir. Membranlar,
minimum  inhibisyon  konsantrasyonu testinde tiim
mikroorganizmalara kars: aktif etki gostermis ve Escherichia
colii  Micrococcus  Luteus, Pseudomonas  aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermis ve Klebsiella
pneumonia dahil olmak iizere alt1 bakteri tiiriine kars: tistiin
antibakteriyel 6zellikler gdstermistir [17]. Yapmis oldugumuz
calismada da PVA/LA nanolif o6rnegi hari¢ tamaminin
boncuksuz oldugu gozlemlenmistir. Boncuklu yapiya
sebebiyetin drnegin hazirlanmasi ve iiretim asamasindaki dis
kosullardan veya homojenizasyondan kaynaklanabilecegi
diistiniilmektedir.

4.2 PVPO,PVP/LA ve PVP/LR nanoliflerinin FESEM
analiz sonuglar1

FESEM analizi sonucu elde edilen goriintiilerden rastgele 30
adet lif secilerek caplari 6l¢iilmiis ve ardindan ortalama lif cap1
hesaplanmistir.  Bu prosediir tim numuneler igin
gerceklestirilmistir. PVP nanoliflerine ait ortalama lif capi
sirayla; PVPO = 608.069 nm, PVP/LA = 535.513 nm ve PVP/LR
= 490.929 nm. Tablo 4’te nanoliflere ait cap Olgiimleri
verilmistir. PVP nanolif 6rneklerine ait FESEM goriintiileri Sekil
4, Sekil 5 ve Sekil 6’da verilmistir.

Tablo 4. PVP nanoliflerin ortalama ¢aplari

Table 4. Average diameters of PVP Nanofibers

Nanolif Maksimum Minimum Ortalama
Ornegi Cap (nm) Cap (nm) Cap (nm)
PVPO 755.217 500.807 608.069
PVP/LA 781.520 346.678 535.513
PVP/LR 762.056 335.584 490.929
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Figure 5. FESEM images of PVP/LA nanofiber sample. a)
5000X-PVP/LA, b) 10000X-PVP/LA

Sekil 4. PVPO nanolif 6rnegine ait FESEM goriintiileri. a) . [ Al
5000X-PVPO, b) 10000X-PVPO a b

Figure 4. FESEM images of PVP0 nanofiber sample. a) 5000X- Sekil 6. PVP/LR nanolif Ornegine ait FESEM goriintiileri. a)
PVPO, b) 10000X-PVPO 5000X-PVP/LR, b) 10000X-PVP/LR

Figure 6. FESEM images of PVP/LR nanofiber sample. a)
5000X- PVP/LR, b) 10000X- PVP/LR

4.3 Antimikrobiyal aktivite analiz sonuclari

Test sonuglar1 degerlendirilirken ISO 20645’te belirtilen
prosediir uygulanmistir. Bu baglamda nanolif numunesi
cevresinde 1 mm'den fazla bolgenin olusmasi, 0-1 mm'lik
bélgenin olusmasi ve numunenin dogrudan altinda biiyiimenin
olmamas! antimikrobiyal etkinin olustugunu géstermektedir.

. b Mikroorganizma gelisiminin baskilanmis ve zayif olusu sinirh
Sekil 5. PVP/LA nanolif érnegine ait FESEM goriintiileri. a) aktivite, geri kalan durumlar ise antimikrobiyal aktivitenin
5000X-PVP/LA, b) 10000X-PVP/LA olmayisini  belirtmektedir.  ISO  20645'te  belirtilen

degerlendirme kriterleri Tablo 5'te listelenmistir.

Tablo 5. Antibiyogram sonu¢ degerlendirmesi

Table 5. Antibiogram result evaluation

Iinhibasyon Bélgesi | Ureme? Agiklama Degerlendirme
(mm)  Ortalama

Degeri

>1 Yok 1 mm'den fazla inhibisyon alani, | lyietki

mikroorganizma artis1 yok b)

0-1 Yok 1 mm’ye kadar olusan inhibisyon alani, | lyi etki
mikroorganizma artis1 yok

0 Yok Hem mikroorganizma artisi hem de | lyi etki
inhibisyon alani yok ¢

0 Az inhibisyon bélgesi bulunmamakla birlikte, | Sinirli etki
simirlh  koloni mevcut olup, biiyiime
neredeyse tamamen durdurulmustur.

0 Orta inhibasyon alan1 olugsmamakla birlikte, | Yetersiz etki
kontrol grubu ile kiyaslandiginda biiytime
yar1 yariya baskilanmistir €)

0 Yogun Inhibisyon alani1 yok, kontrol grubuna gére | Yetersiz etki
iremede baskilanma yok veya ¢cok az var

a) Ornegin altindaki besi yerinde bakteri gelisimi

b) inhibisyonun kapsami yalnizca kismen degerlendirilmelidir. Genis inhibisyon alani, aktif maddelerin
belirli kaynaklarini veya bir iirliniin substrat lizerinde zayif bicimde baglandigini ortaya koyabilir.

c) Inhibisyon alaninin olusmamasi, aktif maddenin diisiik yayilabilirliginden kaynaklanabileceginden,
inhibisyon bdlgesi olusmadan liremenin baskilanmasi iyi etki olarak tanimlanabilir.
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d) “Tamamen biliylimenin engellenmesi kadar etkili olmas1” aktivite sinirlarini ortaya koymaktadir.

e) Mikrobiyal biiylimenin azaltilmasi ya koloni ¢ap1 ya da koloni sayis1 anlamina gelmektedir.

Uretilen tiim nanolif 6rneklerinin Listeria monocytogenes (LM),
Staphylococcus  epidermidis  (SE), Bacillus cereus (BC),
Aspergillus brasiliensis (AB) ve Salmonella typhimurium (ST)’ a
kars1 antimikrobiyal analizi yapilmistir.

Degerlendirme kapsaminda elde edilen PVAO ve PVPO nanolif
ornekleri, daha 6nce bilinen bir antimikrobiyal 6zellige sahip
olmamalarina baghh olarak antimikrobiyal analizde kontrol
numuneleri olarak kullanilmis ve antimikrobiyal etki
gostermemislerdir. Sekil 7'de PVAO ve PVPO nanolif
orneklerinin altinda ve c¢evresinde tlireme olustugu acik¢a
goriilmektedir.

Sekil 7. PVAO ve PVPO nanolif 6rneklerine ait antimikrobiyal
analiz goriintiisi

Figure 7. Antimicrobial analysis image of PVAO and PVAOQ
nanofiber samples

PVA/LA nanolif 6rnegi LM harig diger tiim (SE, BC, AB ve ST)
mikroorganizmalara karsg1 iyi antimikrobiyal etki gostermis, LM
ye karsi etki gostermemistir. PVP/LA ve PVP/LR nanolif
ornekleri tiim mikroorganizmalara < karsi iyi seviyede
antimikrobiyal etki gostermis, oOrneklerin tlizerinde hicbir
lireme gozlemlenmemistir. PVA/LR nanolif 6rnegi tim
mikroorganizmalara karsi iyi seviyede antimikrobiyal etki
gostermis, ST’ye karsi ayrica inhibisyon bélgesi olusturmustur.

Sekil 8de PVA/LR, PVA/LA, PVP/LR ve PVP/LA nanolif
orneklerinin Staphylococcus epidermidis patojenine Kkarsi
gosterdigi antimikrobiyal etki goriilmektedir. Numunelerin
alinda mikroorganizma gelisiminin  gdzlemlenmemesi,
nanoliflerin iyi seviyede antimikrobiyal etki gosterdigini ortaya
koymaktadir. Sol tist numune PVA/LA, sag ist numune PVA/LR,
sag alt numune PVP/LA ve sol alt numune PVP/LR nanolif
orneklerine aittir.

Sekil 8. Postbiyotik iceren nanoliflerin Staphylococcus
epidermidis’e karsi gosterdigi antimikrobiyal etki

Figure 8. Antimicrobial effect of postbiotic containing
nanofibers against Staphylococcus epidermidis

Sekil 9, PVA/LR, PVA/LA, PVP/LR ve PVP/LA nanolif
orneklerinin  Salmonella typhimurium patojenine Kkarsi
gosterdigi antimikrobiyal etkiyi ortaya koymaktadir. Sol ist
numune PVA/LA, sag iist numune PVA/LR, sag alt numune
PVP/LA ve sol alt numune PVP/LR nanolif 6rneklerine aittir.
Tim numunelerin altinda tireme goézlenmemekle birlikte sag
ustteki numunenin (PVA/LR) olusturdugu inhibisyon bolgesi
acikca goriilmektedir.

Sekil 9. Postbiyotik iceren nanoliflerin Salmonella
typhimurium’a karsi gosterdigi antimikrobiyal etki

Figure 9. Antimicrobial effect of postbiotic containing
nanofibers against Salmonella typhimurium

Yara ve yanik yiizeyinden izole edilen patojen
mikroorganizmalara  karst  farkli  bakteri tiirlerinin
antimikrobiyal etkisinin Kkarsilastirildigt  bir ¢alismada,
Lactobacillus rhamnosus GG ve Lactobacillus acidophilus’ tan
elde edilen bakteriyosinlerin, 70 hastadan toplanan stiriintii
orneklerinden elde edilen P. aeruginosa’ ya Kkarsi
antimikrobiyal etkisi incelenmistir. Elde edilen tim P.
aeruginosa izolatlar1 proteaz iiretebilmektedir. P. aeruginosa,
coklu antibiyotik direnci gosterdigi halde elde edilen
bakteriyosinlerin proteaz {zerinde antimikrobiyal etki
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gosterdigi gozlemlenmis, ayrica L. acidophilus'un en yiiksek
antimikrobiyal etki bolgesi 25 mm, L. rhamnosus'un ise 32 mm
olarak olciilmiistiir [18]. Yapmis oldugumuz calisma ile ayni
bakteri suslarinin kullanildigl bu ¢alisma, kullanilan tiirlerin
antimikrobiyal etkisini a¢ikc¢a ortaya koymaktadir.

5 Sonuglar

Nanoteknolojinin de ilerlemesi ile 6zellikle son birka¢ on yildir
birgok farkli dzellikte nanolif membranlar gelistirilmektedir.
Nanolifler, sahip olduklar1 genis ylizey alam1 ve yiiksek
gozeneklilikleri ile ¢esitli biyoaktif ajanlarin entegrasyonuna ve
bunlarin salinimi icin uygun yapidadirlar. Postbiyotikler
mikroorganizma kaynakli metabolitlerdir. Cesitli yontemler
kullanilarak inaktive edilen bakterilerden elde edilen
postbiyotikler, canli hiicre icermemeleri sebebiyle kullanimlari
giivenlidir ve probiyotiklerin tabi tutuldugu sinirlamalara dahil
degildirler. Yapilan bir¢ok arastirma postbiyotiklerin bir¢cok
fizyolojik aktivite ile konagin olagan saglik durumuna iyi yonde
etki ettigi kanitlanmistir. Jamaran ve ark. (2021) yaptiklar1 bir
calismada solvent dokiim teknigini kullanarak Lactobacillus
reuteri ‘den elde ettikleri hiicresiz siipernatant ile
postbiyotik/kitosan/polietilen  glikol (PEG) bazhi  bir
biyobozunur film ireterek hayvan deneyleri ile yara ortiisi
olarak kullanimini arastirmislardir. Hayvan deneyleri; bir
kontrol grubu, bir kitosan grubu ve bir postbiyotik grubu olmak
tizere 3 gruba ayrilan 45 erkek sican tlizerinde tam kalinlikta
eksizyonel yaralar acilarak yapilmistir. Uretilen filmlerle
antimikrobiyal analiz ve gen ekspirasyonu analizi yapilmistir.
Yapilan incelemelerde postbiyotik iceren filmlerin, yaralarda
enfeksiyona sebep olan patojenleri inhibe ettigi ve
antimikrobiyal dzellik sergiledigi gériilmiistiir [19].

Postbiyotiklerin yara iyilesmesine olan etkilerinin incelendigi
bir c¢alismada ise Golkar ve ark (2021) Lactobacillus
fermentum, Lactobacillus reuteri ve Bacillus subtilis sp. natto
olmak iizere farkli probiyotik suslarindan elde edilen
postbiyotikleri iceren 3 farkli topikal soguk krem formiilasyonu
hazirlayarak sican modeli tizerinde etkinlikleri arastirilmistir.
Bu kapsamda yapilan deneylerde postbiyotik iceren kremler,
postbiyotik icermeyen krem uygulanan  ve higbir tedavi
uygulanmayan kontrol grubu si¢anlarla kiyaslanarak test
edilmistir. Postbiyotik igeren formiilasyonlarin, kontrol
grubuna gore iyilesme siirecinde hizh olduklar1 géstermistir.
Ayrica Bacillus subtilis natto postbiyotigi iceren krem
formiilasyonlar1 arasinda en iyi iyilesme gosteren grup
olmustur. Hidroksiprolin, doku onarimi ve kolajen sentezinin
gostergesi olan bir parametredir. Bacillus subtilis natto ile
iiretilen postbiyotik iceren krem, digerlerine kiyasla en fazla
hidroksiprolin lireten formiilasyon olmustur. Calismada, 14
glin sonunda yara iyilesmesinin detayli degerlendirilmesi i¢in
yapilan histolojik = analizde epitelizasyon, inflamasyon,
graniilasyon ve fibrozis gibi siirecler puanlanarak
degerlendirme yapilmistir. Postbiyotik icermeyen soguk krem
ile tedavi edilen, Lactobacillus fermentum postbiyotigi iceren ve
tedavi uygulanmayan si¢anlarda eksik epitelizasyon gelisirken,
Lactobacillus reuteri ve Bacillus subtilis sp. natto suslarindan
elde edilen postbiyotikle hazirlanan kremler ile tedavi edilen
sicanlarda tam epitelizasyon gorilmistir. Enflamasyon
derecesi gruptan gruba degisiklik gdstermistir. Postbiyotik
icermeyen ve herhangi bir tedavi uygulanmayan soguk kremle
tedavi edilen gruplarda en yiiksek enflamasyon goriiliirken,
Lactobacillus reuteri soguk kremi ile tedavi edilen grupta
enflamasyon  gelismemistir.  Genel olarak histolojik
degerlendirme sonuglarina bakildiginda postbiyotik iceren

soguk kremlerin yara iyilesmesini destekledigi ortaya
konmustur [20].

Bu ¢alisma kapsaminda elektro iretim teknigi kullanilarak
postbiyotiklerin  nanolif = formuna  entegrasyonu ve
antimikrobiyal etkinligi arastirilmistir. Bu  baglamda
Lactobacillus  acidophilus ve Laactobacillus rhamnosus
suslarindan elde edilen postbiyotikler, polimer ¢dzeltilerine
karistirilarak nanolif formuna donistirilmistir.
Postbiyotiklerin, FESEM teknigi ile morfolojik analizi yapilan
nanoliflere dahil edildigi goriintillenmistir. Ayrica ftretilen
nanolif membranlar, 5 farkli patojen mikroorganizmaya karsi
antimikrobiyal etkinligi arastirlmis ve iyi seviyede
antimikrobiyal 6zellik sergiledikleri ortaya konmustur.

6 Conclusions

With the advancement of nanotechnology, various nanofiber
membranes with different properties have been developed,
particularly over the past few decades. Nanofibers,
characterized by their large surface area and high porosity, are
well-suited for the integration of various bioactive agents and
their subsequent release. Postbiotics are metabolites derived
from microorganisms. Postbiotics obtained from bacteria that
have been inactivated using various methods are safe for use
due to their lack of live cells and are not subject to the
limitations ‘imposed on probiotics. Numerous studies have
demonstrated that postbiotics positively influence the host's
physiological activities and overall health. Jamaran etal. (2021)
utilized = the solvent casting technique to produce a
biodegradable postbiotic/chitosan/polyethylene glycol (PEG)-
based film incorporating cell-free supernatant obtained from
Lactobacillus reuteri and investigated its potential application
as a wound dressing in animal experiments. The animal
experiments were conducted by creating full-thickness
excisional wounds on 45 male rats, which were then divided
into three groups: a control group, a chitosan group, and a
postbiotic group. Antimicrobial analysis and gene expression
analysis were performed on the produced films. The findings
revealed that the films containing postbiotics inhibited
pathogens responsible for wound infections and exhibited
antimicrobial properties [19].

Golkar et al. (2021) conducted a study investigating the effects
of postbiotics on wound healing. In this study, three different
topical cold cream formulations containing postbiotics derived
from various probiotic strains—Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus reuteri, and Bacillus subtilis sp. natto—were
prepared and tested for their efficacy using a rat model. The
postbiotic-containing creams were compared with a control
group treated with a postbiotic-free cream and another group
that received no treatment. The findings demonstrated that the
postbiotic-containing formulations accelerated the healing
process compared to the control group. Among the tested
formulations, the cream containing Bacillus subtilis natto
postbiotic exhibited the most effective wound healing
properties. Hydroxyproline, a key indicator of tissue repair and
collagen synthesis, was measured in the study. The formulation
containing Bacillus subtilis natto postbiotic produced the
highest hydroxyproline levels compared to the other
formulations. To further evaluate wound healing, a histological
analysis was conducted on day 14, assessing parameters such
as epithelialization, inflammation, granulation, and fibrosis.
Incomplete epithelialization was observed in rats treated with
the postbiotic-free cold cream, the Lactobacillus fermentum
postbiotic-containing cream, and the untreated group. In
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contrast, complete epithelialization was achieved in rats
treated with creams formulated with postbiotics derived from
Lactobacillus reuteri and Bacillus subtilis sp. natto. The degree
of inflammation varied among the groups, with the highest
levels observed in the untreated and postbiotic-free cold
cream-treated groups, while no inflammation was detected in
the group treated with Lactobacillus reuteri cold cream.

Overall, the histological evaluation results demonstrated that
postbiotic-containing cold creams effectively promoted wound
healing [20].

In this study, the integration of postbiotics into nanofiber form
and their antimicrobial efficacy were investigated using the
electrospinning technique. In this context, postbiotics derived
from Lactobacillus acidophilus and Lactobacillus rhamnosus
strains were mixed with polymer solutions and converted into
nanofiber form. The inclusion of postbiotics in the nanofibers
was confirmed through morphological analysis using the
FESEM technique. Additionally, the produced nanofiber
membranes were evaluated for their antimicrobial activity
against five different pathogenic microorganisms, and they
exhibited significant antimicrobial properties.

7 Yazar katki beyani

Yapilan bu c¢alismada Yazar 2; fikrin olusmasi ve ydntem
tasariminda, Yazar 1 literatiir taramasi, deneylerin
gerceklestirilmesi ve makalenin diizenlenmesinde Kkatki
sunmuslardir.

8 Etik kurul onay1 ve ¢ikar catismasi beyani
“Hazirlanan makalede etik kurul izni alinmasina gerek yoktur”.

“Hazirlanan makalede herhangi bir kisi/kurum ile ¢ikar
catismasi bulunmamaktadir”.
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