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Bu galigmada 6ncelikli olarak probiyotik laktik asit bakterilerinden Lactobacillus
acidophilus ve Bifidobacterium bifidum’un aflatoksin By ve aflatoksin M;’i baglama ve
detoksifiye etme yetene§i aragtinlmigtir. Ikinci asamada ise probiyotik laktik asit
bakterilerinin normal metabolik faaliyetleri sirasinda iirettifi metabolitlerin aflatoksin B
olusumu fizerine etkisinin olup olmadif1 In Vitro ve yagsiz siitte aragtinlmigtir.

Elde edilen bulgular asagidaki gekilde 6zetlenebilir:

-Lactobacillus acidophilus suglannin In Vitro kosullarda aflaoksin B,’i baglama
yetenekleri %32.2-37.0 arasinda bulunmustur. Bifidobacterium bifidum suglannin In
Vitro kosullarda aflatoksin B,’i baglama yetenekleri %31.0-46.5 arasinda bulunmustur.
-Lactobacillus acidophilus suglarnin gida modelinde aflatoksin B,’i baglama
yetenekleri % 29.5-34.5 arasinda bulunmugtur. Bifidobacterium bifidum suglannin gida
modelinde aflatoksin By’1 baglama yetenekleri %30.0-38.5 arasinda bulunmugtur.
-Lactobacillus acidophilus ve Bifidobacterium bifidum’un In Vitro kogullarda aflatoksin
M;’e baglanma yetenekleri %30.5-32.5 arasinda oldugu bulunmugtur.

-Lactobacillus acidophilus ve Bifidobacterium bifidum’un gida modelinde aflatoksin
M;’e baglanma yetenekleri %28.8-29.3 arasinda bulunmugtur.

-Test edilen bakteriler arasinda aflatoksin B; ve aflatoksin M;’e en yiiksek baglanma
aktivitesini Bifidobacterium bifidum Bb 13 gbstermigtir.

-Lactobacillus acidophilus ve Bifidobacterium bifidum suglarinin aflatoksin B; ve
aflatoksin M;’e farkl baglanma yetenegi gosterdigi belirlenmigtir.

-Lactobacillus acidophilus ve Bifidobacterium bifidum’un, Aspergillus flavus’un
aflatoksin B, olugumunu tegvik ettigi belirlenmigtir.

Anahtar Kelimeler:Probiyotik Laktik Asit Bakterileri, Aflatoksin, Detoksifikasyon
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A RESEARCH on the EFFECTS of Lactobacillus acidophilus and
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In this project firstly detoxification ability and binding capacities of aflatoxin B,
and aflatoxin M; by probiotic lactic acid bacteria such as, Lactobacillus acidophilus and
Bifidobacterium bifidum, were assessed. Secondly, the metobolites which were produced
by probiotic lactic acid bacteria during normal metabolic activities and their effects on
aflatoxin By in /n Vitro and food model system (milk) were investigated.

The results obtained can be summarized as follows:

-The binding ability of aflatoxin B, was found to range between 32.2 % to 37.0% and
31.0 % to 46.5 % for Lactobacillus acidophilus and Bifidobacterium bifidum strains,
respectively in In Vitro conditions.

-The binding ability of aflatoxin B, was found to range between 29.5 % to 34.5% and
30.0 % to 38.5 % for Lactobacillus acidophilus and Bifidobacterium bifidum strains,
respectively in food model (milk) conditions.

-Abilities of Lactobacillus acidophilus and Bifidobacterium bifidum to bind aflatoxin M;
were found to range between 30.5% to 32.5% In Vitro.

-Abilities of Lactobacillus acidophilus and Bifidobacterium bifidum to bind aflatoxin M;
were found to range between 28.8% to 29.3 % in a food model system.

-Among the organisms studied, Bifidobacterium bifidum Bb 13 demonstrated
significantly higher aflatoxin B, and aflatoxin M, binding ability than the other strains.
-The different binding affinities of various strains of Lactobacillus acidophilus and
Bifidobacterium bifidum to aflatoksin B, and aflatoxin M, were also determined.

-It has been found that Lacrobacillus acidophilus and Bifidobacterium bifidum have
stimulated aflatoxin B, production of Aspergillus flavus

Key Words: Probiotic Lactic Acid Bacteria, Aflatoxin, Detoxification
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1. GIRIS Bilent KABAK

1.GIRIiS

Aflatoksinler, Aspergillus flavus, Aspergillus paraciticus ve Aspergillus nomius
tirleri tarafindan iiretilen, ikincil metabolizma turiinleridir (Moss, 1992; Doyle ve ark.,
1997).

Aflatoksin B, diger aflatoksinler igerisinde en toksik ve kanserojenik aktiviteye
sahip olamdir (I ve Yavag, 1993; Martins ve Martins, 1999; Fan ve Chen, 1999;
Leszcynska ve ark., 2000). Uluslararas: Kanser Aragtirma Enstitiisii tarafindan yapilan
epidemiyolojik ¢aligmalar sonucunda, aflatoksinle kontamine olmug gida tiketimiyle
karacifier kanseri arasinda pozitif bir korelasyon oldugu belirlenmigtir (Taylor ve ark.,
1997; Martins ve Martins, 1999; El Nezami ve ark., 2000; Saad, 2000).

Aflatoksin By’in st veren hayvanlarda metabolizma faaliyeti sonucunda
aflatoksin M;’e donistigu bildirilmekte ve siit toksini olarak adlandinlmaktadir (Frobish
ve ark., 1986; Galvano ve ark., 1996; Pienides ve ark., 2000). Yapilan akut toksisite
testlerine gore aflatoksin Mi’in en az aflatoksin B, kadar kanserojenik aktivite
gosterdifi, mutajenik aktivitesinin ise aflatoksin B,’den daha diigik oldugu
bildirilmektedir (Barbieri ve ark., 1994; Galvano ve ark., 1996).

Yiiksek toksik ve kanserojenik aktiviteye sahip olan aflatoksinler, 6nemli saglik
sorunlarina ve ciddi ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Dogal gida kontaminanti
olarak bilinen kiifler ve bunlann irettifi aflatoksinler gida maddesine, Griiniin geligimi,
hasat, tasima ve depolama agsamalarinda kontamine olabilmektedir. Bu nedenle
aflatoksini olugum agamasinda engellemek giiglesmekte olup, kontamine olan aflatoksini
ortamdan uzaklagtirmak amaciyla gegitli ydntemler geligtirilmeye baglanmigtir.

Aflatoksinlerin gida maddesinden detoksifikasyonu igin uygulanan fiziksel ve
kimyasal yontemlerin sonu¢ vermemesi ve insan saglhifina zararh etkileri nedeniyle,
biyolojik detoksifikasyon yontemleri ve bunlann ticari uygulamalarda kullanilabilirligi
ﬁzeﬁnde durulmaktadir (El Nezami ve ark., 1998; Ozkaya ve ark., 1999; Peltonen ve
ar_k.,ZOOOa).
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Son yillarda aflatoksinlerin biyolojik detoksifikasyonu ile ilgili yapilan
caligmalarda, laktik asit bakterilerileri tarafindan olugturulan metabolik detoksifikasyon
ve bunun yanisira, 6zellikle aflatoksinin bagirsak florasinda bulunan probiyotik laktik
asit bakterisine baflanmasi ve gastrointestinal bélgede absorbsiyonunun azaltilarak
bakteri-aflatoksin kompleksi seklinde viicut digina salgilanmast iizerinde durulmaktadir.
(Kankaanpa ve ark., 2000; El Nezami ve ark., 2000; Peltonen ve ark., 2000a). Probiyotik
6zellik gosteren bakterilerin hiicre duvarindaki hidrofobik kisimlara, aflatoksin gibi
mutajenik ve kanserojenik maddelerin kovalent olmayan baglarla baglanarak, bu
maddelerin incebaBirsakta birikmesinin engellendiBi ve viicut digina salgilandigs ileri
striilmektedir (Haskard ve ark., 2000).

Bu c¢aligmanin amaci, yiksek toksik ve kanserojenik aktiviteye sahip olan
aflatoksini, irinden uzaklagtirmak igin yapilan bazi fiziksel ve kimyasal uygulamalarin
bagansiz olmasi, bazi uygulamalarin da insan saglifina zararli etkileri nedeniyle izin
verilmemesinden dolay:, saghk agisindan herhangi bir risk olusturmayan biyolojik
detoksifikasyon yollarini ve ticari uygulamalarda kullanilabilirlii aragtirmaktir.

Bu aragtirma kapsaminda oncelikli olarak, probiyotik laktik asit bakterilerinden
Lactobacillus acidophilus ve Bifidobacterium bifidum’un aflatoksin B; ve aflatoksin
M,’e baglanma yetenegi In Vitro kogullarda ve yagsiz siit ortaminda aragtinimugtir.

Aragtirmada aynica, Lactobacillus acidophilus ve Bifidobacterium bifidum’un
normal metabolik faaliyetlen sirasinda irettii metabolitlerin, aflatoksijenik 6zellikteki
Aspergillus flavus’un aflatoksin B, olusturma yetenegi iizerine etkisi /n vitro kogullarda

ve yagsiz siit ortammda aragtinlmstur.
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2. ONCEKi CALISMALAR

2.1. Laktik Asit Bakterileri

“Laktik asit bakterisi” terimi fermantasyon sonucu glukoz ve laktoz gibi
sekerlerden laktik asit dreten bakteriler ig¢in kullanilan genel bir terimdir (Kaptan, 2000).
Laktik asit bakterileri igerisinde, biyokimyasal ve ekolojik ozellikleriyle birlikte
filogenetik olarak birbirine yakin olan ‘Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenoccus,
Vagococcus, Weissella® cinsleri yer almaktadiwr. Bifidobacterium cinsi bakteriler
filogenetik olarak dijer laktik asit bakterilerine benzememesine ragmen, biyokimyasal,
fizyolojik ve ekolojik 6zellikleri bakimindan benzer oldugundan genellikle laktik asit
bakterileri terimi igerisinde yer almaktadir (Adams, 1999).

Laktik asit bakterileri gidalann ve hafif alkollii igegeklerin iiretiminde uzun
yillardir kullanilmakla birlikte, 6zellikle son yillarda ¢ok cesitli fermente iriinlerin
tiretiminde rol oynayan en 6énemli endistriyel mikroorganizmalar olarak bilinmektedir
(Rees, 1997, Batish ve ark., 1997). Laktik asit bakterilerinin gida patojenleri ve
gidalarda bozulma yapan mikroorganizmalara karg: inhibitér ve oldiiricii etkilerinin
yamisira, sinirli sayida yapilan ¢aligmalar sonucunda, bazi laktik asit bakterilerinin
antifungal ve antiaflatoksijenik aktivite gosterdikleri de bildirilmektedir (Batish ve ark.,
1990; Jay, 1992; Gourama ve Bullerman, 1995; Batish ve ark., 1997; Stiles ve ark.,
1999; El Nezami ve ark., 2000).

2.1.1. Probiyotik Laktik Asit Bakterileri

Probiyotik kelimesi, Yunancadan gelmekle birlikte “yagam ig¢in” anlaminda
kullanilmaktadir. Probiyotik kelimesi ilk defa 1960’hh willarda Lily ve Stilwell
tarafindan, bir protozoa tarafindan salgilanip, difer bir protozoanin geligimini tegvik

eden metaboliti tanimlamak amaciyla kullaniimistir (Shortt, 1999).
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Probiyotikler giiniimiizde, insanlanin bagirsak mikrobiyal dengesini diizenleyen
yararh, canhh mikrobiyal gida igerikleri olarak degerlendiriimektedir (Shah ve
Lankaputhra., 1997, Oh ve ark., 2000; Yilsay ve Kurdal, 2000; Shah, 2000). Probiyotik
mikroorganizmalarin tilketim sonrasinda sindirim sisteminde canh kalarak bagirsaklara
ulastifi ve burada geligerek yararl etkiler géstermelerinin yanisira, bagirsak geperlerine
tutunarak biyolojik etki gosterdigi bildirilmektedir (Ozer ve Akin, 2000).

Gida maddesi iiretiminde kullanilan probiyotik bakterilerde bazi 6zellikler
aranmaktadir. Bu 6zellikler; insan orijinli olmali, patojenik olmamal, asit ve tuzu tolere
edebilmeli, saglifa karg1 yararli etkide bulunabilmeli, proses boyunca canhilifini
siirdirebilmeli, bagirsaklarda canli kalabilmeli ve gofalabilme 6zellifine sahip olmasidir
(Shortt, 1999; Ozer ve Akin, 2000; Oh ve ark., 2000).

Probiyotik bakterilerin saglik iizerinde olumlu etkileri; laktoz toleransi azaltma,
patojenik viriisleri ve bakterileri inhibe etme, vitamin iretimi, serum kolesterol
seviyesinin diigiirillmesi, timoér olugpumunu inhibe etme, diyare olugumunu engelleme,
kalsiyum absorbsiyonunu gelistirme, antikanserojenik aktivitede bulunma ve bagirsak
mikrobiyal dengesinin diizenlenmesidir (Tamime ve Marshall, 1997; Vinderola ve ark.,
2000a; Vinderola wve ark., 2000b). Bafirsak epiteline tutunarak patojenik
mikroorganizmalarin koloni olusturmasini dnleyen probiyotiklerin ayrica, antogonistik
etki yapti1, besin elementleri igin rekabetci bir ortam olugturdufu ve bagigiklifa tegvik
ettigi de bildirilmektedir (Karahan ve Cakmakci, 1996; German ve ark., 1999).

Probiotik bakterilerin belirtilen toropatik 6zellikleri gosterebilmesi 1gin
minumum olarak 10° kob/g konsantrasyonunda canh hiicrenin viicuda alinmas: gerektigi
bildirilmektedir (Samona ve ark.,, 1996; Shah ve Lankaputhra, 1997; Shortt, 1999,
Vinderola ve ark., 2000a; Shah, 2000). Baz: aragtirmacilar probiyotik driinlerin, 10
kob/g veya daha yiiksek konsantrasyonda canli bakteri igermesi gerektigini vurgularken,
Ornegin Japonya’da marketlerde satilan bir probiotik fermente siit Uriiniinde raf 6mri
boyunca sigede 40x10° kob probiyotik bakteri bulunmasi istenmektedir (Shortt, 1999).

Saglikli insanlarin gastrointestinal bolgesi, mide sivilan, sindirim enzimleri ve

safra asitleri icermekte ve bu ortam probiyotik mikroorganizmalann canlilifim devam
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ettirebilmesini ve kolonize olmasini giiglestirmektedir (Oh ve ark., 2000; Vinderola ve
ark., 20002). Bagrsaktaki epitel hiicreler, fiziksel ve kimyasal etkilere kargi mukoza
tabakasiyla kaplanmigtir ve probiyotik bakteriler bu tabakaya baglanma o&zelligi
gostermektedir (Kirjavainen ve ark., 1998; Tuomaola ve ark., 1999).

Gastrointestinal bolge temelde 3 bélgeye ayrilmakta ve her bélgede hakim olan
mikrobiyal flora farkli olmaktadir. Mide bolgesinde pH 1-3 arasinda olup, oldukca
asidiktir. Intestinal bolgede pH 6,8-8,6 arasinda olup, mikrobiyal geligim igin elverisli
kosullar bulunmaktadir. Ince bafirsak bdlgesi bir gegis bolgesidir ve bu bolgede 10°-
10%g bakteri bulunmakla birlikte, hakim floray1 Lactobacillus, Bifidobacterium,
Bacteroides ve Streptococcus olugturmaktadir. Kalin bagirsak bolgesi de, mikrobiyal
gelisim igin oldukca elverigli olup, 10'-10"? /g anaerop bakteri bulunmaktadir. Bu
bolgede hakim florayr olugturan bakteriler ise Bacteroides, Fusobacterium,
Lactobacillus, Bifidobacterium ve Eubacterium’dur (Doyle ve ark., 1997).

Diinyada probiyotik drinlerin tretiminde kullamilan ve probiyotik olarak
tammlanan laktik asit bakterileri, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus
rhamnosus, Lactobacillus salvarius, Lactobacillus crispatus ve Bifidobacterium spp.’dir
(Shortt, 1999; Oh ve ark., 2000).

Lactobacillus acidophilus ve Bifidobacterium spp. igeren gida maddelerin
tiikketimiyle saglanan yararl etkiler daha iy1 anlagilmaya baglandikca bu konu iizerinde
durulmugtur ve giiniimiizde bu bakterilerle iretilen 90’dan fazla iiriin gegidi bulundugu
s6ylenmektedir. (Shah, 2000;Vinderola ve Reinheimer, 1999; Birollo ve ark., 2000).

2.1.1.1, Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus acidophilus gram (+), ¢ubuk seklinde, anaerob veya fakiltatif
anaerob, hareketsiz, katalaz (-) bir bakteridir. Optimum gelisme sicakliklann 35-38
°C’dir. (Kirdar, 2000). Lactobacillus acidophilus laktozu homofermantatif yénden

fermente etmekte ve DL laktik asit olugturmasimin yanisira az miktarda da asetik asit,
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asetaldehit ve etanol olugturmaktadir (Jay, 1992; Tamime ve Marshall, 1997; Hayaloglu
ve Erginkaya, 2001).

Tiiketilen trinde Lactobacillus acidophilus gibi canhi probiyotik bakterilerin
varlify, kanser olugsumunu engelleme, serum kolesterol seviyesini diigirme, bagirsak
mikrobiyal florasina hakim olma ve laktoz tolerans kigilerde laktoz kullanimini
gelistirme gib1 ¢esith toropatik yararlar saglamanin  yanistra, drinin  duyusal
ozelliklerimi de etkilemektedir (Shah ve ark.,, 1997; Vinderola ve ark, 2000b). Bu
nedenle son yillarda yofurt ve difer fermente siit iiriinlerinde kullamm gittikce
yayginlagmaktadir. Yogurt iretiminde kullanilan Streprococcus thermophilus ve
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, insanlann bagirsak florasinda dogal olarak
bulunmamakta ve bagirsaklarda kolonize olamamaktadir. Bu nedenle insan saghjt
iizerine dogrudan herhangi olumlu bir etkide bulunmadig: ileri siiriilmektedir (Shah ve
ark., 1997).

Lactobacillus acidophilus tiirleri, intestinal bolgede yogun bir sekilde bulunmas:
nedeniyle siit irinlerinde ve eczacihk (pharmaceutical) iriinlerinde siklikla
kullanilmaktadir (Oh ve ark., 2000).

Lactobacillus acidophilus, asidik kosullara ve safra tuzlarina karsi dayaniklt
olmasi1 ve aym1 zamanda antogonistik maddeler iiretmesi nedeniyle bagirsaktaki epitel
hiicrelere basanli bir gekilde kolonize olmakta ve gastrointestinal bélgede patojen
mikroorganizmalarla rekabet etmektedir. Lactobacillus acidophilus pH 3 ve daha agaf1
degerlerde gelisebilmekte ve bazilar: gastrointestinal bdlgenin mide kismindan gecerken
canhhifini sirdarmektedir. Laktik asit bakterisinin aside karsi toleransi, sitoplazmik
membran tabakasinin kompozisyonuna bagli oldufu séylenmektedir. Safra tuzlarna
karsi dayaniklihk ise, bir tirin probiyotik olarak kullanilabilmesi igin gerekli olan
kriterlerden biri oldugu soylenmektedir. Safra tuzlan, yiizey aktif maddelen olup,
karacigerde kolesteroliin  katabolizmasi sonucu iiretilmektedir. Safra asitleri,
chenodeoksikolik asit, kolik asit, deoksikolik asit ve difer kiigiik komponentlerden
olugsmakta ve dalaktan incebafirsaktaki duodenum kismina salgilandig: bildirilmektedir
(Oh ve ark., 2000).
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Lactobacillus acidophilus’un  timér  hiicrelerini  inhibe ettifi ve pro-
kanserojenleri kanserojen maddelere déniigtiirebilen mikroorganizmalara kargi
antogonistik etkide bulundugu da bildirilmektedir (Yilsay ve Kurdal, 2000; Yildirim ve
Kurdal, 2000). Aragtirmacilar bafirsak florasinda bulunan laktobasillerin karaciger
kanseri Uzerine azaltici etkisi oldufunu da belirtmiglerdir. Bunun sebebini, zararh
bagirsak bakterilerinin metabolik aktivitelerinin azalmas, bu zararl bakterilerin irettigi
kanser yapici maddelerin yok edilmesi ve bu tip zararli bakterilere karg1 baggikligin
artinlmasi seklinde agiklamglardir (Kirdar, 2000).

2.1.1.2. Bifidobacterium spp.

Bifidobakteriler ilk defa 1899 yilinda Pasteur enstitisinden Henry Tissier
tarafindan kesfedilmigtir (Chung ve ark., 1999; Kaptan, 2000). Baglangigta bu
bakterilerin bebeklerin bagirsak florasinda hakim oldugu diigiiniilse de, sonraki
caligmalar bifidobakterilerin erigkin insanlarda ve difer sicak kanli hayvanlarda da
bulunduBunu ortaya ¢ikarmigtir (Kaptan, 2000).

Bifidobacterium spp. gram(+), anaerobik bakteri olarak tanmimlanmaktadir
(Chung ve ark., 1999). Bifidobakterilerin morfoolojik ve fizyolojik 6zellikleri bir
dereceye kadar farklihik gosterse de, hepsi hareketsiz, spor olugturmayan, katalaz(-)
bakterilerdir. Glukozu kendilerine has bir yolla asetat ve laktata fermente etmeleri
agisindan heterofermantattiftirler. Bu yiizden bu 6zel mekanizmanin enzimi olan
fruktoz-6-fosfat fosfoketolaz, rutin olarak bifidobakterilerin diger mikroorganizmalardan
ayirt edilmesinde kullaniimaktadir. Bifidobakteriler igin optimum gelisme sicakhift ve
pH degerleri sirasiyla 37-43 °C ve 6.5-7.0 pH arasindadir (Kaptan, 2000).

Bifidobakterilerin 9. Bergey’s Manual’de 24 tiirii belirlenmigtir. Bunlardan
bazilan, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium infantis,
Bifidobacterium thermophilum, Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium longum
ve Bifidobacterium pseudolongum’dur (Yildirm ve Yildinm, 2000). Bifidobakterilerden

yalnizca Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium bifidum,
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Bifidobacterium infantis ve Bifidobacterium longum terapotik/probiyotik fermente siit
tirinlerinin iretilmesine starter kiiltiir olarak kullanilmaktadir (Tamime ve Marshall,
1997).

Bifidobakteriler karbon kaynaf: olarak karbonat veya bikarbonata (ya da CO;
gazina) ihtiyag duyarlar. Organik asitler, yag asitlen ve amino asitler bifidobakteriler
igin etkin karbon kaynaklan degildir. Yalnizca sistein ve sistin zorunlu azot
kaynaklandir. Bunun yanisira, bifidobakteriler “bifidojenik faktdrler” olarak bilinen
belirli buyime faktorlerine ihtiya¢ duyarlar. Bu maddeler genelde, N-asetilglukozamine
gibi amino sekerleri veya fruktooligosakkaritler ve laktuloz gibi karbonhidratlar
igermektedir (Kaptan, 2000).

Bifidobakterler saglikli insanlarin intestinal florasinin dnemli bir kismini
olusturmaktadir ve ilk defa 1906 yilinda Tissier tarafindan sindirim bozukluklarnna karsi
toropatik 6zellik gostermesi amaciyla kutlanilmigtir (Chung ve ark., 1999). Insanlarin
bagirsak florasinin diizenlenmesinde Bifidobacterium tiirlerinin énemli ve yararh bir rol
oynadifii bildirilmektedir (Chung ve ark., 1999). Bifidobacterium’lar badirsaklardaki
epitel dokulara kolonize olmakta ve ¢esitli asitler iiretmektedir. Bu gekilde kolon pH’smt
digiirmekte, istenmeyen mikroorganizmalarin geligimini inhibe etmekte ve patojen
mikroorganizmalarin kolonizasyonunu engellemektedirler (Ibrahim ve Bezkorovainy,
1993; Samona ve ark., 1996). Ayrica, Bifidobacterium tirlerinin ince bagirsakta laktaz
(B-galaktozidaz) aktivitesi digik olan insanlarda, B-galaktozidaz enzimi fireterek
laktozun pargalanmasini safladigt ve dolayisiyla mide afrilanm engelledii de
bildirilmektedir (Samona ve ark., 1996).

Bagirsaklardaki  epitel dokularda kolonize olan Bifidobacterium’lar,
Lactobacillus acidophilus spp.’ye oranla asidik kosullara kargt daha hassastir.
Bifidobacterium’lann gelisimi pH 5’in altindaki deferlerde yavaglamakta ve 4’in
altindaki degerlerde ise durmaktadir (Shah ve ark., 1997).

Bu nedenle Bifidobacterium spp. igeren iriinler, sinirlt asitlik geligimi, hafif tad,
fizyolojik L(+) laktik asit ve toropotik fayda gibi pek ok besinsel ve teknolojik

avantajlar icermektedir (Samona ve ark., 1996).
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Bifidobacterium spp. midede digik pH’da canliligim koruyabilmekte ve ince
bagrsakta dretilen safra tuzlanna kars: da dayamiklhiik gostermektedir (Chung ve ark,,
1999).

Bifidobakterium tirlerinin bafirsak bolgesinde lactobasilere gore 3-4 log daha
yiiksek miktarda bulundugu bildirilmektedir (Oatley ve ark., 2000).

2.2. Kiifler Hakkmda Genel Bilgi

Kiifler, dogada hemen her yerde yayilmig olan, heterotrof, filamentli (uzantih)
ve ¢ok hiicreli funguslardir (Temiz, 1994; Arda, 1997). Kiflerin simflandinimasinda,
temel olarak egeyli sporlar ve bunlarla ilgili orpaneller dikkate alinmakta ve genel
olarak, Phycomycetes, Ascomycetes, Basidomycetes ve Deuteromycetes olmak iizere 4
sinifa ayrilmaktadir (Temiz, 1994).

Kiif hiicrelen ard arda dizilerek, hif ad1 verilen hiicre iplikgiklerini olustururlar.
Hifler gegitli dallanma ve budaklanmalar yaparak, karmagik bir hif toplulugu olugturacak
sekilde biraraya gelirler. Bu hif topluluklarina miselyum adi verilmektedir (Temiz,
1994). Ayni koloni iginde bulunan hiflerden bazilan beslenmeyi saglamak igin Gizerinde
yasadiklan substratlann igine dogru uzanirlar. Genelde beslenmeyi sadladiklan igin
bunlara beslenme hifi (vejatatif hif) adi verilmektedir. Substratin iizerinde kalan ve
genellikle kiflerin tireme organelleri olan sporlar: tagiyan hiflere ise hava hifi (fortil hif)
ad: verilmektedir (Temiz, 1994; Arda, 1997).

Hifler, ortalama 5-6 pm c¢apmndadirlar Bazi kiifler de septa (bolmeler)
bulunmaktadir ve septalar hifleri benzer hiicrelerin bulundugu kompartimanlara
ayirmgtir (Dix ve Webster, 1995). Hiicre duvar ancak bolmeli hiflerde s6z konusudur
ve kiif hiicrelerinin biyiklugini ve seklini tayin edebilecek derecede kuvvetli bir yapiya
sahiptir. Hiicre duvan yapisinda yaklagik % 80 polisakkarid, % 5-15 protein ve %3-10
lipid bulunmaktadir. Polisakkaridler arasinda glukan, galaktoz, kitin, kitozan, mannan ve

selilloz en fazla bulunanlandir (Arda, 1997). Hiicre duvarinin i¢ kisminda yar1 gegirgen
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bir hiicre membrani ve bunun da iginde stoplazma bulunmaktadir. Stoplazma iginde bir
veya birkag¢ ¢ekirdek, vakuoller, endoplazmik retikulum, mitokondri, ribozom ve
stoplazmik graniiller bulunmaktadir (Arda, 1997; Ozkaya ve ark., 1999).

Kifler, genellikle sporlanma ile egeyli (seksiiel) ve eseysiz (aseksiiel) olarak
ireme yetenegine sahiptirler. Eseysiz bir spor gekli olan “sporongiospor” fortil hiflerin
(sporongiofor) uglarindaki sporongium keseleri igerisinde olugur ve genellikle
Ascycomycetes siifi kiiflerde goriilmektedir. Ascomycetes ve Deuteromycetes sinifina
ait kiiflerde rastlanilan diger bir eseysiz spor gekli ise “konidium”dur. Konidiumlar
konidiofor ad: verilen fortil hifin ucunda ve agikta olugurlar. Kiflerde goriilen diger
eseysiz spor tipleri ise “arthrospor”, “klamidospor” ve “blastospor” dur (Temiz, 1994,
Arda, 1997).

Eseyh tremede, seksiiel sporlar, ayn cins veya karekterde olan iki gametin
gekirdeklerinin rediitksiyona ufrayarak haploid hale gelmesi ve bu haploid
kromozomlarin birlegmesi sonucu meydana gelmektedirler. Kiiflerde gorilen seksiel
spor tipleri, Ascomycetes sinifi kiiflerde gorilen “askospor”, Basidomycetes’lerde
goriilen “basidiospor”, Phycomycetes sinifi kiiflerde gorillen “oospor”, Phycomycetes
simfinin zygomycetes alt sinifina ait kiflerde goriilen “zigospor” olmak tzere 4 gesittir
(Arda, 1997).

Kuf geligimi igin su, oksijen ve makroelementlerin (karbon, nitrojen, fosfor,
potasyum) mutlaka bulunmasi gerekmektedir (Onions ve ark., 1981). Kiifler, besinlerini
suda erimig halde ve difiizyon yoluyla saflarlar. Zengin enzim sistemleri sayesinde ¢ok
sayrda besin maddesinden yararlanabilirler. Kiifler karbon ve enerji kaynaklanni
kargilamak amaciyla genellikle glikozdan yararlamirlar. Bunun yanisira, sakkaroz,
nigasta, maltoz, sikroz gibi kompleks karbon bilegikleri de kiifler tarafindan
kullanilabilmektedir. Baz: kifler, ya§ asitlerini, organik asitleri ve gliserol’u da enerji
kaynag olarak ve aynca, hekzos ve pentoz gekerlerinin tiirevlerini (uronik asit ve geker
alkolleri) de kullanabilmektedir (Arda, 1997; Ozkaya ve ark., 1999).

10
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Kafler genellikle aerobiktirler ve oksijenin bulundugu ortamda geligirler ve
tirerler. Bu nedenle gidalarin depolandiklan atmosferik ortamin bilesimi kiif kontroliinde
dikkate alinmas1 gereken hususlardan biridir (Topal, 1993; Arda, 1997).

Kiiflerin neme olan gereksinimleri tiirler arasinda degisiklik gostermekle birlikte,
nem miktan azaldikca gogalmalan da sinirlanmaya baglanmaktadir. Kif geligimi igin
giivenli nem sinirlarinin %14-15 oldugu belirtilmekle birlikte su aktivite degeri 0.70’in
altinda kiflerin {ireyemedikleri bildirilmektedir (Ozkaya ve ark., 1999).

Kiiflerin iireme 1sis1 limitleri, 0-60 °C gibi oldukca genis smirlar arasinda
olmakla birlikte, genellikle mezofiliktirler ve opotimum olarak 22-32 °C’de yasarlar.
Kiiflerin geligebildikleri pH smirlan ise 2.0-11.2 arasinda olmakla birlikte optimum
olarak 5.0-6.0 arasinda gelismektedirler (Doyle ve ark., 1997; Ozkaya ve ark., 1999).

Kifler gidalarda olugturduklan gesitli olumlu ve olumsuz degisiklikler nedeniyle
gerek saghk, gerekse endistriyel agidan 6nemli yer tutmaktadirlar. Kiiflerin primer
metabolitleri olan enzimlerle protein, yag ve karbonhidratlar kiigiik molekillere
parcalamirken, ortamda yeni bilegikler de sentezlenebilmektedir. Ayrica endiistriyel
mikrobiyolojide sitrik asit, glukonik asit, itakonik asit vb. organik asitler, baz1 enzimler,
pigment ve antibiyotik iretiminde de kiflerden yararlanilmaktadir. Kifler gegitli
biyoaktif metabolitleriyle tip alaninda da énem tagiyan mikroorganizmalardandir.
Gudalar Gizenindeki olumsuz etkileri ise renk bozulmalan, acilik, istenmeyen kokularin
olusumu gibi digtan gozlenebilen degigmeler ile besin elementleri kayb1 ve mikotoksin
olusumudur (Topal ve ark., 1999). Kiiflerin hepsi mikotoksin sentezleyememekte,
mikotoksin Uretme yetenegi kiifiin genetifine baghdir ve kalihm yoluyla déllere
aktanilmaktadir (Arikan, 1998).

Aspergillus, Penicillium ve Fusarium spp. bagta olmak iizere baz1 patojenik ve
bozulma etmeni olan kifler, mikotoksin iiretmektedirler. Mikotoksinler arasinda en iyi
bilinenleri ve iizerinde en ¢ok c¢aligma yapilanlan, aflatoksin B;, okratoksin A,
fumonisin B,, zeralenon, deoksinivanlen, patulin ve trikotesenlerdir. Bunun diginda son

yillarda sitrinin, sterigmatosistin, fusaproliformin, moniliformin ve fusarik asit gibi
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Fusarium toksinleri Gzerinde galigmalar yogunlagmigtir (Wang ve Groopman, 1999;
Galvano ve ark., 2001).

Mikotoksinler igerisinde, toksik ve kanserojenik aktivitesi en yiiksek olan
aflatoksinler, Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus ve Aspergillus nomius

tarafindan dretilmektedir (Doyle ve ark., 1997; Jaimez ve ark., 2000).

2.2.1, Aspergillus flavus

Aspergillus flavus, Deuteromycetes sinifinin Moniliales takimmin Moniliaceae
familyasina ait olup, Aspergillus cinsi igerisinde yer almaktadir (Samson ve ark., 1981).

Aspergillus flavus, Czapex Agar’da 25 °C’de 7 giin inkiibasyon sonunda 3-5 cm
capinda koloniler meydana getirmektedir. Koloniler inkiibasyonun baglangi¢
asamalannda sarimsi renkte iken, inkiibasyonun sonlarina dodru agik yesilden, koyu
yesile dogru renk degistirmektedir (Onions ve ark., 1981). 4spergillus flavus’un koloni
ve mikroskobik goriiniimii Resim 2.1’de gosterilmigtir (Anonymous, 2002).

Aspergillus flavus’un egeysiz sporlarim tagiyan konidioforlar, 1-2.5 mm
uzunlugunda, 19-20 pm g¢apinda, piriizlis yapida olup genellikle bdlmesizdir (Onions,
1981; Samson, 1981).

Vesicle globose veya subglobose yapisinda ve 25-45 pm ¢apindadir. Konidiofor
baglann  degigtk biyiklikte olup 1sinsal (radiate) veya siitiinsal (columnar)
olabilmektedir. Aspergillus flavus’a ait bazi suslarda metula bulunmayabilir ve bu
durumda phialide’ler dogrudan vesicle’a baglidir. Phialide’lar 7-10 x 2-2.5 pm, metula
ise 6.5-10 x 3-5 um boyutundadir (Onions, 1981; Samson, 1981).

Aspergillus flavus’un egeysiz sporlan olan konidiumlar globose veya subglobose,
seyrek olarak eliptik yapida, 3-6 um ¢apinda ve piirizli yapidadir. Aspergillus flavus’a
ait bazi suglar kahverengi “sclerotia” olugturmaktadir (Onions, 1981; Samson, 1981).

Misir, yerfistify ve yagh tohumlar, Aspergillus flavus tarafindan hasat 6ncesi

saldinya ufrayan en 6nemli irinlerdir. Yerfisifi, tarlada kuraklik stresine maruz
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kaldifinda veya diger sinirlayict etkenlerden dolayr Aspergillus flavus tarafindan
kontamine olabilmektedir. Misir drininde de, geligim sirasinda boécek zararlan
Aspergillus flavus’un dane igine niifuz etmesini sajlamaktadir. Soya fasulyesi, mung
fasulyesi, sorgum ve diger tanm uriinlerinde de yogun miktarda Aspergillus flavus’a
rastlantimaktadir (Doyle ve ark., 1997).

Hububat taneleri ve baharatlar Aspergillus flavus kontaminasyonu igin uygun
substratlar olup, bu tiir driinlerde aflatoksin olugum riski Uriiniin yetersiz kurutulmasi,
uygunsuz kosullarda iglenmesi veya depolanmasi agsamalarinda artmaktadir (Doyle ve
ark., 1997).

Aspergillus flavus 10-12 °C ile 42-43 °C arahfinda geligebilmekte olmasina
karsin, optimum gelisme sicakhifn 32-33 °C arasindadir. Aspergillus flavus 098 su
aktivitesi degerinde optimum gelisme gésterirken, aw degeri 0.80’e diistigiinde geligimi
durmaktadir. Aspergillus flavus 2.0-11.2 gibi genis bir pH aralifinda geligebilmekte
olup, pH 5.0-8.0 arahif1 optimumlandir (Doyle ve ark., 1997).
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Resim 2.1. Aspergillus flavus’un koloni ve hiicre goriiniimii ( MEA: Malt Ekstrakt Agar,
CzA: Czapek Dox Agar), (Anonymous, 2002).
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2.3. Aflatoksin

Aflatoksinler, Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus ve Aspergillus
nomius™un bazi suglar tarafindan iiretilen ikincil metabolizma driinleridir (Moss, 1992;
Doyle ve ark., 1997, Jaimez ve ark., 2000). Bu ii¢ kif cinsi birbirine gok benzemekte
olup, tammlamalaninda say:l: karekteristik farkliliklar bulunmaktadir. Aspergillus flavus
ve Aspergillus parasiticus dogada yaygin olarak bulunmakla birlikte, Aspergillus nomius
daha seyrek bulunmaktadir. Aspergillus nomius yaygin olarak bulunmamasi nedeniyle,
bu kaf dizerine az sayida galigma yapilmis ve izolatlarinin toksijenitesi tam olarak
belirlenememigtir (Doyle ve ark., 1997).

Aflatoksinler, iizerinde en fazla gahgilan mikotoksin grubunu olusturmaktadir.
Aflatoksinlerin varlii, 1960’li yillarda, Ingiltere’nin giiney dofu bdlgesinde
100.000°den fazla hindi palazi ve on binlerce 6rdek ve siiliiniin 6liimii sonucu yapilan
aragtirmalar sonucu ortaya ¢ikmistir. Hayvanlar tarafindan tiiketilen yerfistiklannda,
yogun miktarda Aspergillus flavus ve bu kif tiirii tarafindan iiretilen, toksini izole
edilmigtir. Bu nedenle bu toksine aflatoksin (A-fla-toksin) adi verilmistir. Sonraki
yillarda aflatoksin lizerine yapilan yofun ¢aligmalar tzerine, Aspergillus
parasiticus’unda aflatoksin trettigi belirlenmistir ( Moss, 1992; Jay, 1992; Mc Lean ve
Dutton, 1995; Doyle ve ark., 1997).

Aflatoksinlerin  kegfedilmesiyle birlikte, mikotoksinler iizerinde yapilan
galigmalar yogunluk kazanmigtir. Giiniimiize kadar yapilan ¢ahismalar sonucunda, toksik
etki gosteren pek gok kiif metaboliti tanimlanmugtir. Bugiin kiiflerin toksik etki gdsteren
metabolitlerinin sayisi, kaynaklara gore degisiklik gosterebilmektedir. Kesin sayr tam
olarak bilinmemekle birlikte son yillardaki kaynaklara gore, 100’den fazla kif tiri ve
432 adet degigik kof toksini tanimlanmig olmakla birlikte bunlardan en az dérite birinin
insanlara ve hayvanlara kars1 toksik aktiviieye sahip oldugu bildirilmigtir (Mc Lean ve
Dutton, 1995; Wang ve Groopman, 1999),

Ulkemizde aflatoksin sorunu ilk defa 1967 yilinda etkili olmug, Kanada’ya ihrag
edilen 10 ton i¢ findik aflatoksin igerdifi gerekcest ile geri ¢evrilmistir. 1971 yilinda
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Amerika’ya thrag edilen 45 antep fisti1 partisinin, 38’inde aflatoksin bulundugu tespit
edilerek New York’ta bloke edilmigtir, 1972 yilinda da Danimarka’ya ihrag edilen kuru
incirlerde 938 ppb gibi oldukca yiiksek miktarda aflatoksin saptanmig ve bu konuda
gerekli 6nlemler alinmadify taktirde ihracatin durdurulacag: ilgililere bildirilmistir.
Daha sonraki yillarda, 1987’de kuru incir ve 1994 yilinda kuru kirmiz: biber ihracatinda
aflatoksin nedeniyle biiyiik sorunlar yasanmugtir (Ozkaya ve ark., 1999).

Bu ig¢ kiof tarafindan uretilen toksinler tirlere gore spesifiklik tagimaktadir
(Doyle ve ark., 1997). Aspergillus flavus, aflatoksin B,, aflatoksin B, ve cyclopiazonic
asit iiretebilme yetenefine sahipken, toksijenik Aspergillus parasiticus tirleri aflatoksin
Bi, B3, Gi, G2 uretebilmekte, buna karsin cyclopiazonic asit iiretememektedir (Doyle ve
ark., 1997; Mello ve Macdonald, 1997). Aspergillus nomius’un ise hemen hemen tim
izolatlan, morfoolojik olarak Aspergillus flavus’a benzemesine karsin, Aspergillus
parasiticus gibi cyclopiazonic asit iretmemekte, fakat aflatoksin By, By, G; ve Gy
tiretebilmektedir (Doyle ve ark.,, 1997). Aflatoksin B, tim aflatoksin-pozitif tiirler
tarafindan tretilmektedir (Jay, 1992).

2.3.1. Aflatoksin Biyosentezi

Son willarda yapilan ¢aligmalarla, aflatoksinin biyosentez reaksiyonlan
anlagilmistir. Aflatoksin biyosentezinin baglangic asamasinda, asetat ve malonyl coA,
yad asidi senteaz vasitasiyla hexanoyl’e donigsmektedir (Sweeney ve Dobson, 1999).
Olugan hexanoyl, polyketid senteaz vasitasiyla norsolorinik asite doniigerek, aflatoksin
biyosentezinin ilk stabil metabolitini olugturmaktadir. Polyketid yaklagik 12-17
enzimatik déniigiim reaksiyonu gegirmektedir (Cotty ve Bhatnagar, 1994; Prieto ve ark.,
1996; Woloshuk ve Prieto, 1998; Sweeney ve Dobson, 1999). Enzimatik reaksiyonlar
sonucu olugan versicolin B sonrasinda, biyosentez yolu iki kola ayrilmakta ve bir tarafia
dimetilsterigmatosistinden (DMST) enzimatik reaksiyon sonucu dihidrobisfuran halkasi
iceren aflatoksin Bi/G; olusurken, difer kolda dihidro-dimetil-sterigmatosistinden
(DHDMST), yapisinda tetrabisfuran igeren aflatoksin B,/G; olugmaktadir (Sweeney ve
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Dobson, 1999). Aymi zamanda In Vivo kosullarda yapilan ¢aligmalar sonucunda,
aflatoksin B/’in o-methyl-sterigmatocystinin, aflatoksin B2’nin ise
dihydrosterigmatocystin’in tirevi oldugu bildirilmektedir (Yu ve ark., 1998; Yabe ve
ark., 1999). Aflatoksin biyosentez reaksiyonlart Sekil 2.1°de gosterilmigtir.
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Sekil 2.1 Aflatoksin Biyosentez Reaksiyonu (Sweeney ve Dobson, 1999).
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2.3.2. Aflatoksin Olusum Kosullar:

Aflatoksinler, genellikle hasat éncesi tarlada meydana gelmektedir. Hasat sonrasi
kontaminasyon ise {rinin kurutulmas: geciktirildiginde ve kiif geligimi igin uygun su
aktivitesi degerlerinde meydana gelebilmektedir (Saad, 2000).

Toksijenik Aspergillus kifleri tarafindan olusturulan aflatoksin miktarinin,
sicaklik, oksijen, karbon ve nitrojen kaynafi gibi gevresel ve besinsel faktorlere baglh
olarak degistigi bildirilmektedir. Aflatoksin olusumunu saglayan en dnemli iki faktériin;
Griniin nem igerifi ve stcakhk oldufu wvurgulanmaktadir (Jay, 1992; Mello ve
Macdonald, 1997).

Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus, 10-12 °C ile 42-43 °C aralifinda
geligebilmekte olmasina kargin, optimum gelisme sicakliklart 32-33 °C’dir. Aflatoksin
iiretimi ise 12 ile 40 °C arasinda gergeklesmektedir (Doyle ve ark., 1997). Aspergillus
parasiticus’un aflatoksin sentezi igin optimum sicakhk isteginin 25-30 °C arasinda
oldugu bildirilmektedir (Mello ve Macdonald, 1997).

Aflatoksin  dretimi  optimum  olarak aw  0,98-0,99  degerlerinde
gerceklesmektedir. Su aktivitesi deferi 0,85 civarina distiifinde ise toksin uretimi
durmaktadir (Doyle ve ark.,, 1997). Aflatoksin olusumu igin optimum kosullarin
belirlenmesi amaciyla yapilan bir caligmada, optimum sicaklik derecesinin 30 °C oldugu
bildinilmigtir. Aflatoksin olugumu igin optimum su aktivitesi ve inkiibasyon siiresinin ise
sirasiyla 0,99 ve 15 giin oldugu séylenmigstir (Gqalent ve ark., 1997).

Aspergillus parasiticus pH 2.0-10,5 aralifinda geligebilirken, Aspergillus flavus
pH 11,2’ye kadar geligebilmektedir. Aspergillus parasiticus’un aflatoksin iretimi
optimum olarak pH 6.0 olmasina kargin, pH 3.0 — 8.0 araliginda aflatoksin iiretebildigi
soylenmektedir (Doyle ve ark., 1997).

Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus’un geligme ve aflatoksin clugturma
kosullarin1 belirlemek amaciyla Sabouraud agar’da yapilan bir caligmada, Aspergillus

Slavus ve Aspergillus parasiticus’un gelisimi igin optimum sicakhfin 33 °C, pH’nin 5.0

ve su aktivitesi deZerinin ise 0,99 oldugu bildirilmigtir. Yapilan ¢aligmada 15 °C’de aw
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0,95 degerinde kif geligmesi gorillmesine kargin, aw 0,90 degerinde kif geligimi
gorillememigtir. Toksin dretimi i¢in optimum geligme sicakliklannin 24-28 °C arasinda

oldugu vurgulanmigtir (Jay, 1992).
2.3.3. Aflatoksinlerin Kimyasal Yapsi ve Ozellikleri

Aflatoksinler difuranokumarin yapisinda bilegikler olup dogada 18 farkl: tiirevi
bulunmaktadir (Jay, 1992; Doyle ve ark., 1997, Sweeney ve Dobson, 1999). Bu
metabolitlerden aflatoksin M, ve M, , aflatoksin B, ve B, nin hidroksillenmis metaboliti
olup, sit, idrar ve digkida metabolizma triinii olarak bulunabilmektedir (Jay, 1992;
Sweeney ve Dobson, 1999). Aflatoksin B,, 2,3-dihidro aflatoksin B,, aflatoksin G, ise
2,3-dihidro  aflatoksin G; olarak tamimlanmaktadir. Bazi 6énemli aflatoksin
metabolitlerinin ultraviyole (UV) 1181 altinda verdikleri floresans renklen asagida
verilmigtir (Jay, 1992). Bazi1 6nemli aflatoksinlerin kimyasal yapilan Sekil 2.2’de

goOsterilmigtir.

Cizelge 2.1. Baz1 Aflatoksin Tirlerinin UV Isifinda Verdikleri Renkler (Jay, 1992).

Aflatoksin By , B> mavi

Aflatoksin G, S et T
Aflatoksin G, yesil-mavi

Aflatoksin M, mavi-menckse

Aflatoksin M, menekse

Aflatoksinlerin toksik derecesi bakimindan bir siralama yapildiginda,
aflatoksinin toksisitesi By, M, Gi, By, My, G;’ye dogru azalmaktadir (Jay, 1992; Mc
Lean ve Dutton, 1995). Aflatoksin B, ve aflatoksin Ga, ise sirasiyla aflatoksin B; ve
aflatoksin Gi’in 8,9-hydrate formlandir ve daha digiik toksisiteye sahiptirler (Mc Lean
ve Dutton, 1995). Baz1 aflatoksinlerin kimyasal formileri asagida verilmigtir (Jay, 1992)
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AfB; : C17H1206

AfB;: Ci7H1404

Af Gy : Cy7H,1204

Af Gz : C19H1407

Aflatoksinler kloroform ve metanol gibi polar ¢oziiciilerde az ¢ok ¢ozinmekte ve
ozellikle dimetilsiilfoksit gibi ¢ozicide ¢ozinebilmektedir. Aflatoksinler yiiksek
sicakliklara karst oldukca dayamikhi olup, normal pisirme sicakliklarinda ve
pastorizasyon sicakliklarina karg1 oldukca dayanikhidir (Mc Lean ve Dutton, 1995).
Aflatoksinlerin sicaklik etkisiyle inaktivasyonunu belirlemek amaciyla yapilan bir
caligmada, musirlarda 145-165 °C’lerde kavurma isleminden sonra aflatoksin B,
konsantrasyonunun %40-80 oraninda azaldigim bildirmiglerdir (Altug ve ark., 1998).
Aflatoksinin yapisinda bulunan lakton halkasinin bu molekiiliin alkali hidrolizine kars1

hassas olmasint sagladifin1 belirtmiglerdir (Mc Lean ve Dutton, 1995).

:o: :o: 5 ’Eocn, :o: :o: E Eocr—u,

Afiatoksin B1 Afatoksin B2
Afiatoksin G1 Aflatoksin G2

f:%_/é&
o~ o OCH,

Aflatoksin M1

Sekil 2.2. Aflatoksinlerin Kimyasal Yapilan (Bigici, 1980; Sweeney ve Dobson, 1999).
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2.3.4. Aflatoksinlerin Toksik Etkileri

Aflatoksinler toksik, kanserojenik, mutajenik ve teratojenik aktivite
gostermektedirler (I¢ ve Yavas, 1993; Galvano ve ark., 1996; Fan ve Chen, 1999),
Aflatoksinler igerisinde aflatoksin By grubun en toksik, hepatoksik ve kanserojenik
aktiviteye sahip olamdir (I ve Yavas, 1993; Martins ve Martins, 1999; Leszcynska ve
ark., 2000). Uluslararas: Kanser Aragtirmasi Enstitiisii tarafindan yapilan epidemiyolojik
¢aligmalar sonucunda, aflatoksinle kontamine olmus gida titketimiyle karaciger kanseri
arasinda pozitif bir korelasyon oldufu goriilmiiy ve aflatoksinler 1993 yilinda
kanserojenik madde olarak smiflandirlmigtir (Taylor ve ark., 1997; Martins ve Martins,
1999; El Nezami ve ark., 2000; Saad, 2000). Bu siniflandirmada, aflatoksin B, birinci
sinif kanserojenik madde olarak gosterilirken, aflatoksin M; ikici siif kanserojenik
madde olarak siniflandirtlmistir (Bakirci, 2001).

Aflatoksinler potansiyel karacifer kanseri olup, alinan doza, toksine maruz
kalma siiresine, toksinin tiiriine, beslenme durumuna bagli olarak insan ve hayvanlarda
cesitli etkilere neden olmaktadir. Aflatoksinler yiiksek dozda alindifinda 6ldiiriicii etkiye
sahiptir, difer yandan subletal olarak kronik toksik etkiye neden olabilir (Wang ve
Groopman, 1999). Buna ek olarak aflatoksin B;, DNA sentezimi, DNA’ya bagh RNA
polimeraz aktivitesini, mRNA sentezini ve protein sentezini inhibe edebilir (Wang ve
Groopman, 1999).

Insanlarda karaciger kanseri yogun olarak orta Afrika ve Asya’nin gineydogu
bolgelerinde goriilmektedir. Bu nedenle gegitli Afrika iilkelerinde ve Tayland’da yapilan
caligmalara goére karaciBer kanseri ile aflatoksin tiketimi arasinda korelasyon
gorilmigtir. 1967 yilinda Tayvan’da iki tarim Griiniiniin tiikketimi sonucu, 26 kiside gida
zehirlenmesi meydana gelmis ve 19 gocuktan 3 tanesi Slmiigtiir. Tiiketilen piringte
yapilan incelemeler sonucunda 200 pg/kg aflatoksine rastlamlmigtir. 1974 yihinda da
400 kisi hepatit hastalifindan etkilenmis ve bunlardan 100 tanesi 6lmiigtiir. Olimlerden

ise aflatoksinin sorumlu oldugu bildirilmistir (Doyle ve ark., 1997).
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Bu konuda yapilan bir ¢ahgmada, 100 000 kisilik popiilasyonda, tiketilen
aflatoksin miktan giinde 3 ng/kg viicut agirhfindan, 222 ng/kg viicut afirlifina artmasi
durumunda karacifer kanseri vakasi sayis1 2.0 dan 35.0’a giktit saptanmigtir (Wang ve
Groopman, 1999).

2.3.5. Aflatoksin B,

Aflatoksin B, karaciferde biyotransformasyona ugrayarak, kanserojenik ve
mutajenik bir 6zellik kazanmaktadir (Vidyasagar ve ark.,, 1997; Lee ve ark., 2001).
Aflatoksin B,, karaciferde mikrozomal-oksidaz enzim sistemi ile metabolize edilmekte,
DNA ve proteinlere kovalent baglarla baglanarak, oldukga reaktif 8-9 epoksi aflatoksin
B, olugmaktadir (Galvano ve ark., 1996; Vidyasagar ve ark., 1997; Ozkaya ve ark.,
1999; Peltonen ve ark.,, 2000a). Bu reaktif grup, transkripsiyon prosesini bozmakta,
mutajenik veya kanserojenik bir etkiye neden olmaktadir (Doyle ve ark., 1997). Bu
konuda, bahik ve kuslarda yapilan galigmalarda aflatoksin B’in karacigerde aflatoksin
B;-8,9-epoksite doniigiimiinde sitokrom p450 enziminin sorumlu oldugu bildirilmektedir
(Lee ve ark., 2001).

Bu epoksi form, DNA ile birleserek aflatoksin Bj—N7-Guanine kompleksini
olugturmaktadir. Aflatoksin B,-niikleik asit kompleksinin, karaciger kanserine
yakalanma riskini 2-3 kat artirdif1 sdylenmektedir (Wang ve Groopman, 1999). Yapilan
bir gahigmada, idrarda aflatoksin B,-N;-Guanine bulunma oran: ile aflatoksin B, tiiketimi
arasinda dikkate deger bir korelasyon oldugu gorilmistiir. Bu kompleks, Kenya’'nin
aflatoksin B, alimi ile karacifer kanseri arasinda pozitif iligkt bulunan bir bélgesinde
toplanan idrarlarda saptanmistir (Vidyasagar ve ark., 1997; Ozkaya ve ark., 1999).
Aflatoksin B;’in ayrica ¢esitli enzimleri inhibe ederek ATP dretimini azalttiklan
bildinilmigtir (Doyle ve ark., 1997).

Aflatoksin B;’in mutajenik aktivitesini belirlemek amaciyla, Bacillus subtilis,
Neurospora crossa, Salmonella typhimurium’u kapsayan ¢esitlh model sistemleri

uygulanmugtir. aflatoksin B,’in baglica hedef organt karacifer olmasina ragmen, akciger,
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bobrek ve kolon bolgelerinde 6nemli sayida timorler meydana getirmektedir (Wang ve
Groopman, 1999).

2.3.6. Aflatoksin M,

Aflatoksin B;’in karacigerde mikrozomal enzim ve sitoplazmik rediiktaz enzim
sistemi ile gegitli metabolitlere doniigtiifii bildirilmektedir. Bu metabolitlerden aflatoksin
M,, aflatoksin By’in hidroksillenmis metabolitlerinden biridir ve siit toksini olarak
bilinmektedir (Ozkaya ve ark., 1999; Piendes ve ark., 2000; Bakirc1, 2001). Aflatoksin
M; iizerine yapilan aragtirmalar sonucunda, hayvanlann tiikettikleri yemde bulunan
aflatoksin B; miktan ile, bu hayvanlann siitiinde bulunan aflatoksin M; miktan arasinda
yakin bir iligki oldugu bulunmustur (Bakirci, 2001).

Aflatoksin B;’in siit veren hayvanlarda, metabolizma faaliyeti sonucu, %1-3
oraninda hidroksillenmig metaboliti olan aflatoksin M,’e donigtiigi bildirilmektedir
(Barbieri ve ark., 1994; Doyle ve ark., 1997).

Choudhary ve ark. (1998), aflatoksin B;’in siit veren hayvanlarda metabolizma
faaltyeti sonucu aflatoksin M;’e donisme oranini aragtirmiglardir. 10 Hindistan inegi ile
yaptiklan galigmada, 12.50 ve 108.45 pg/kg arasinda degigen miktarda, aflatoksin B,
iceren yemle beslenen hayvanlarin siitiine, toksinin 0.15-1.31 pg/kg aflatoksin M; olarak
kontamine oldufunu bildirmiglerdir. Frobish ve ark. (1986), benzer konuda 42 siit sifir
ile yaptiklan ¢aligmada, aflatoksin By’in 24 saat siire sonunda siite % 1.74 oraninda
aflatoksin M olarak kontamine oldugunu bildirmiglerdir.

Aflatoksin M;’in toksik aktivitesini belirlemek amactyla 6rdeklerde ve farelerde
yapilan galigmalarda, aflatoksin M;’in toksik aktivitesinin aflatoksin By e yakin oldugu
belirtilmektedir (Barbieri ve ark., 1994; Galvano ve ark., 1996; Mello ve Macdonald,
1997; Neal ve ark., 1998). Bu konuda farelerde yapilan gahsmalarda, aflatoksin B; ve
aflatoksin M, igin LDsy degeri sirastyla 0.32 mg/kg ve 0.24 mg/kg oraninda
bulunmustur. Aflatoksin M’ in mutajenik aktivitesinin ise aflatoksin By’den daha diigiik
oldugu séylenmektedir (Galvano ve ark., 1996).
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Insan beslenmesinde 6nemli bir yeri olan siit ve siit iiriinlerinin aflatoksin M, ile
kontamine olmasi, 6nemli bir saghk riskini olugturmaktadir. Sitiin yeni dofmus ve
gelisme gafmndaki ¢ocuklar gibi zayif immunolojik sisteme sahip olan kigiler tarafindan
yogun miktarda tiketildii g6zonine alindifinda tehlikenin boyutlan biyimektedir
(Neal ve ark., 1998; Pienides ve ark., 2000). Ayrica, siitiin kabul edilebilir sinir degerleri
iizerinde aflatoksin M; ile kontamine olmasi ve kontamine siitiin de peynir, yogurt gibi
bagka iiriinlere iglenmesi yasal agidan yasak oldgundan, 6nemli ekonomik kayiplara
neden olmaktadir (Pienides ve ark., 2000).

Quintavalla ve Casolori (1985), italya’da ticari olarak satilan 8 yogurt
O6meginden 6’sinda 36-334 ng/kg arasinda defisen miktarlarda aflatoksin M;’e
rastlamiglardr.

Jordano ve ark. (1989), Ispanya’da yogurtalarda kiif kontaminasyonu diizeyini ve
aflatoksin tehlikesini tespit etmek amaciyla yaptiklan galismada, 20 yogurt émeginden 7
tanesinde aflatoksin iiretme yetenefine sahip olan Aspergillus flavus kifiinii tespit
etmiglerdir,

Barrios ve ark. (1997), Ispanya’da ticari olarak satisa sunulan 52 peynir
ornegiinde yaptiklan galigmada 4 peynir 6meginde aflatoksin irertme yetenegine sahip
olan Aspergillus flavus kifi ile kargilagmiglardir.

Galvano ve ark. (1998), italya’da satisa sunulan 159 siit, 97 farkh siit tozu ve 114
yogurt 6rmeginde yaptiklan ¢aligmada, immunoaffinitity kolon ekstraksiyonu ve yiiksek
basingh sivi kromatografi (HPLC) yontemiyle yapilan analizler sonucunda, 2 sit, 2
yogurt ve 1 siit tozu érneginde kabul edilebilir simir degerlerin tizerinde aflatoksin M;’e
rastlamiglardur.

Bakirct (2001), Van bolgesinde yaptigi caligmada, ¢if sitlerde bulunan
aflatoksin M; miktarint ince tabaka kromatografisi yontemini kullanarak aragtirmustir.
Analiz edilen 90 ¢ig siit 6rnefinden 79 tanesinde aflatoksin M, e rastlamig ve bunlardan
35 tanesinin Tirk Gida Kodeksi tarafindan belirlenen maksimum limitin ( 0.05 ppb.)
iizerinde oldufu bildirmistir. Ayrica, siitlerde bulunan aflatoksin M; miktarinin mevsime

gore degisiklik gosterdigini de vurgulamigtir.
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Aflatoksin riskini minumuma indirmek amaciyla pek ¢ok geligmis iilkede, gida
ve yem maddelerinde kabul edilebilir maksimum aflatoksin B; miktan ile siit ve st
iirinlerinde bulunabilecek maksimum aflatoksin M, diizeyini gosteren diizenleyici
limitler Cizelge 2.2°de gosterilmigtir. Bu diizenleyici limitler oldukca degigken olmakla
birlikte, iilkelerin geligmiglik diizeyine ve ekonomik durumlarina bagh olarak farklilik
gostermektedir (Galvano ve ark., 1996).

Cizelge 2.2. Af M, igin Diizenleyici Limitler (Galvano ve ark., 1996).

Ulke Siit (ng/kg) | Bebek Mamasi (ng/kg) | Peynir (ng/kg)
Arjantin 500° 100 -
Avusturya 50 10 250
Brezilya 500 10 -

Fransa 200 - -
Almanya 50 10 -

Italya 50 50 >
Hollanda 50 50 -
Isvigre 50 10° 200

US FDA 500 - 250

*: Af B1+B+Gi+G+ My

®. AfB;+M,

Avrupa Birligi Komisyonu ¢ig siitte ve teknolojik islem uygulanmig sitlerde
bulunabilecek maksimum aflatoksin M; limitini 0,05ug/kg olarak belirlemistir. Food
and Drug Administration (FDA) ise maksimum limiti 0,5 ppb. olarak bildirmigtir Aym
zamanda, bu kurumlar kontamine olmus iiriinle iyi kalitede driiniin kangtinlarak kabul
edilebilir limitlerin altina disirilmesi girigimlerini de yasaklamigtir Bu nedenle
kontamine olmug siit 6rneginden, aflatoksin M;’in detoksifikasyonu igin pratik, genig
dlcekli, ucuz ve etkili detoksifikasyon ydtemlerin olusturulmasina ihtiyag duyulmaktadir
(Pierides ve ark., 2000).
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Aflatoksin My’in siit igerisinde heterojenik bir sekilde dagilim gosterdiBi ve siite
uygulanan seperasyon (ayirma) igleminin aflatoksin M, in siit i¢erisindeki dagilimini
etkilediii soéylenmektedir. Bununla birlikte, aflatoksin M,;’in kazein proteinine
baglanmasindan dolay: siit igerisindeki aflatoksin M;’in, % 80’ninin yafsiz kisimda
kaldig 6ne siiriilmektedir (Galvano ve ark., 1996),

2.4. Aflatoksinlerin Detoksifikasyonu

Aflatoksinler toksik ve kanserojenik o6zellikte olmalan nedeniyle, aflatoksinle
kontamine olmus driinlerin, insan ve hayvanlar tarafindan tiiketilmesi 6nemli saghk
sorunlanina yol agabilmektedir ve bu nedenle aflatoksin kontrol programlanna ihttyag
duyulmaktadir. Aflatoksinlerin saglik iizerine olumsuz etkilerinin yamsira, rin
kayiplarina da neden olduklanindan ciddi ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Domer
ve ark., 1999).

Aflatoksinlerin gerek saglik ve gerekse ekonomik yonden yarattii problemler,
aragtincilan gidalarda aflatoksinlerin azaltilmasi veya tamamen yok edilmesine yonelik
calismalara yoneltmis ve “detoksifikasyon” olarak tamimlanan uygulamalar
geligtinilmigtir. Gida ve yemlerde aflatoksinlerin olusumunun ve saglik tizerine olumsuz
etkisinin énlenmest igin prensip olarak ii¢ segenek mevcuttur:

1. Kontaminasyonun engellenmesi,

2. Gida ve yem maddelerinde mikotoksinlerin detoksifikasyonu ve

3. Sindirim kanalinda mikotoksinlerin absorbsiyonunun inhibisyonudur. (Yilmaz ve
Ozay, 2001).

Aflatoksin detoksifikasyon igleminin teknik ve ekonomik olarak uygulanabilir
ve pratik olmasi gerekmektedir. FAO’ya goére detoksifikasyon igleminin kabul
edilebilmesi igin;

1. Toksin olusumunu engelleyebilmeli, toksine zarar verebilmeli, inaktive edebilmeli
veya ortamdan uzaklasgtirabilmeli,

2. Son iiriinde toksik ve /veya kanserojenik/mutajenik bir kalint1 birakmamal,
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3. Gida veya yem maddesinin teknolojik ve/veya besinsel 6zelliklerinde 6nemli bir
degigiklie neden olmamal,

4. Kif sporlanini ve miselyum gelisimini engelleyebilmeli ve

5. Teknolojik ve ekonomik ydnden uygulanabilir olmalidir (Piva ve ark., 1995;
Galvano ve ark., 2001).

Aflatoksinle kontamine olmus gida maddesinden toksini uzaklastirmaya ve
etkisiz hale getirmeye yonelik fiziksel ve kimyasal detoksifikasyon ¢aligmalann uzun bir
suredir yapilmaktadir. Gida maddelerinden aflatoksini uzaklagtirmak igin uygulanan
sicaklik, UV 1gtn1, adsorbsiyon, iyonize radyasyon gibi fiziksel uygulamalar besin
kalitesi iizerine olumsuz etkide bulunmakta ve biitiinilyle sonu¢ vermemekte, klorlama,
okside ve hidrolitik ajanlarin kullanimi geklinde olan kimyasal uygulamalar ise besin
kayb1 ve insan saglifina zararh etkileri nedeniyle uygulanamamaktadir (Piva ve ark.,
1995; Doyle ve ark., 1997, Bata ve Lasztity, 1999; Peltonen ve ark., 2000a). Bu nedenle
aflatoksinlerin detoksifikasyonu igin pratik, ucuz ve insan saglifit iizerine olumsuz
herhangi bir etkisi bulunmayan giivenilir yontemlerin olusturulmasina ihtiyag
duyulmaktadir (Peltonen ve ark., 2000a).

24.1. Probiyotik Laktik Asit Bakterilerinin Aflatoksin Detoksifikasyonu

Son yillarda aflatoksin detoksifikasyonunda, laktik asit bakterilerileri tarafindan
olugturulan metabolik detoksifikasyonun yanisira, aflatoksinin bagirsak florasinda dogal
olarak bulunan laktik asit bakterisine baglanmasi ve aflatoksinin gastrointestinal bolgede
absorbsiyonunun azaltilarak bakteri-aflatoksin kompleksi seklinde viicut digina
salgilanmasi iizerinde durulmaktadir (Kankaanpa ve ark., 2000; El Nezami ve ark,,
2000; Peltonen ve ark., 2000a).

Aflatoksin gibi hidrofobik karakterdeki mutajenik ve kanserojenik maddelerin
probiyotik ozellik gosteren spesifik laktik asit bakterilerinin hiicre duvanindaki
hidrofobik kisimlara (membran tabakasi) nonkovalent baglarla baglanarak, bu

maddelerin incebafirsakta birikmesinin engellendigi ve viicut digmna salgtlandifiz ileri
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siiriilmektedir (Shah ve ark., 1999; Yabe ve ark., 1999, Haskard ve ark., 2000; Peltonen
ve ark., 2000a; Yilsay ve Kurdal, 2000).

Baglanma mekanizmasinda, probiyotik laktik asit bakterisinin hiicre duvarindaki
peptidoglukan ve polisakkaritlerin 6nemli bir rol oynadiklan bildirilmektedir (Haskard
ve ark., 2000; Yilsay ve Kurdal, 2000). Bu amagla, Streptococcus faecalis ile yapilan
bir gahigmada antimutajenik aktivitenin, hiicre duvanndaki protein yapisinda olmayan,
karbonhidrat-karbonhidrat kompleksi veya lipid-karbonhidrat kompleksinden
kaynaklanabilecegi ileri siirilmektedir (Haskard ve ark., 2000).

Aflatoksin ve heterosiklik aminlerin viicutta, incebagirsak ve kolon bélgelerinde
hizli bir gekilde absorbe olduklan ve buradan da serum albuminlerine non-kovalent
baglarla baglanarak, karacifere tagindiklari bildirilmektedir. Karacifere taginan
aflatoksinlerin safraya ve iriner sisteme salgilanmadan 6nce biyotransformasyona
ugradifn soylenmektedir (Peltonen ve ark., 2000a; Haskard ve ark., 2000). Mutajenik ve
kanserojenik maddelerin, dogal florada yer alan probiyotik bakterilerle bagirsak
bolgesinde interaksiyona girdigi ve bu bakterilerin mutajenik ve kanserojenik maddeleri
bagladi: bildirilmektedir (Kankaanpa ve ark., 2000).

Baz1 probiyotik laktik asit bakterilerinin aflatoksini baglama yetenegi ¢esitli
aragtirmacilar tarafindan belirlenmeye ¢aligiimigtir. Insan bagisak florasinin énemli bir
kismmi olugturan, pek c¢ok probiyotik etki gosteren ve fermente siit driinlerinin
dretiminde kullamimi gittikce yayginlasan Bifidobacterium spp. ve bazi Lactobacillus
tirlerinin aflatoksin B, ve aflatoksin Mj’e etkili bir gekilde baglanma yetenefinde
oldugu bildirilmektedir (El Nezami ve ark.,, 1996, Anonymous, 1999; Oatley ve ark.,
2000; Peltonen ve ark., 2000a; Haskard ve ark., 2000).

2.4.2. Probiyotik Laktik Asit Bakterilerinin Aflatoksin B; ve Aflatoksin My’e
Baglanma Aktivitesi lle Ilgili Yapilan Calismalar

El Nezami ve ark. (1996), Lactobacillus rhamnosus ATCC 53103 ‘0n In Vitro
ortamda aflatoksin B;, B, G; ve G’ye baglanma yetenegini aragtirmiglardir.
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Aragtirmacilar, s6z konusu probiyotik laktik asit bakterisinin aflatoksin B;’e etkili bir
sekilde (%95 baglanma ) baglanma yeteneginde oldugunu, aflatoksin B, ve G;’ye kargt
ise diigiik baglanma aktivitesi gosterdigini saptamiglardir. Ayrica, bakterinin aflatoksine
baglanma yeteneginde, bakteri-aflatoksin inkiibasyon siiresinin  &nemli oldugunu
vurgulamiglardir.

El Nezami ve ark. (1998), In Vitro ortamda yaptiklari ¢aligmada, Lactobacillus
rhamnosus LBGG ve Lactobacillus rhamnosus LC 705 suslarinin aflatoksin B;’e
baglanmasinda, bakterinin canli olmasmm, baglanma aktivitesinde bir énkosul
olmadigim1 saptamuglardir. Aragtirmacilar ayrica, bakteri hiicrelerinin  sicaklik
uygulamast ile aflatoksin Bj’e baglanma yeteneginin geligtirildifini belirtmiglerdir.
Lactobacillus rhamnosus LBGG, 37°C’de 4 saat inkiibasyon sonucunda %51,5,
Lactobacillus rhamnosus LC 705 % 53,9 oraninda baglanma aktivitesi gosterirken, 151l
islem uygulanmig bakteri hiicreleri (100 °C, pH 7) strasiyla %79,4 ve %82,5 oraninda
aflatoksin B,’1 baglama yetenedi gostermiglerdir.

Anonymous (1999), 6 probiyotik laktik asit bakterisinin aflatoksin Bi’e
baglanma yetenegi ve toksini ortamdan uzaklagtirma yetene§i aragtirnmg, kullanilan
bakteri kiiltiirlerinin aflatoksin B;’i ortamdan uzaklagtirma oranmni %20-50 arasinda
bulmuslardir. Caligilan probiyotik kultirler arasinda, Bifidobacterium infantis 1912°in
aflatoksin By’e bajlanma yetenefinin en yiiksek, Bifidobacterium pseudolongum
20099’un ise en diigiik oldugu agiklanmustir.

El Nezami ve ark. (2000), Lactobacillus rhamnosus GG, Lactobacillus
rhamnosus LC 705 ve Propionibacterium freudenreichii ssp. shermanii IS bakterilerinin
In Vivo ve In Vitro ortamlarda aflatoksin B, e baglanma yetenefinin aragtirmiglardir.
Lactobacillus rhamnosus GG varhiginda 1 dk. igerisinde aflatoksin B;’in bagirsak
dokularinda absorbsiyonun (0,07 ng /g duku) kontrole gore 6nemli miktarda azaldigint
bildimislerdir (0,27 pg /g duku). Aflatoksin By’in Lactobacillus rhamnosus GG
varlifinda oniki parmak dokularna taginmasinda % 70 oraninda bir azalma meydana
geldigini bu oramin Lactobacillus rhamnosus LC 705 ve Propionibacterium

Jreudenreichii ssp. shermani JS bakterisinde ise sirastyla % 37 ve % 63 oranlaninda
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oldugunu bildirmiglerdir. Aragtirmacilar, test edilen bakterilerin In Vivo ortamda
aflatoksin B,’e baglanma aktivitelerinde inkiibasyon siiresinin 6nemli farkliliklar
meydana getirdifini saptamiglardir. Lactobacillus rhamnosus GG bakterisi ile 1 haftalik
civcivlerde yaptiklan galismada, 10'® kob/g konsantrasyonunda bakteri hiicresinin 1,5
ng /g aflatoksin By'1 1 dakikalik inkiibasyon sonucunda %351 oraninda baglama yetenegi
gosterirken, inkiibasyon siiresinin 60 dakikaya ¢ikarilmas: durumunda ise bu oranin
%92’ye ¢iktigim1 belirtmiglerdir. Aym sekilde Lactobacillus rhamnosus LC 705,
inkiibasyon siiresi 1 dakika oldugunda % 36 aflatoksin B, baglama yeteneginde iken, 60
dakika sonunda % 71 oraninda aflatoksin B;’i baglama yetenefi gosterdigini
bildirmiglerdir. Aragtirmacilar, probiyotik laktik asit bakterilerinin In Vivo ve In Vitro
ortamda aflatoksin Bi’e baglanma yeteneklerinde de 6nemli farkliliklar oldugunu
saptamiglar ve bunu In Vivo ortamda, baglanma olayinda ortam kosullannin
farkhligindan kaynaklanan girigim faktorlerinin  fazlalifina baglamiglardir,
Lactobacillus rhamnosus GG’nin In Vitro ortamda 60 dakika inkiibasyon sonunda % 92
oranmnda aflatoksin B’i baglama aktivitesi gosterdigini, In Vitro ortamda ise ayn siirede
bu oranin % 80 oldugunu belirtmiglerdir. Propionibacterium freudenreichii ssp.
shermani JS susunun In Vivo ortamda % 82, In Vitro ortamda ise % 22 oraninda
aflatoksin B;’1 baglama yeteneginde oldugunu saptamiglardir.

Pierides ve ark. (2000), baz1 laktik asit bakterilerinin aflatoksin M;’i ortamdan
uzaklagtirma yetenegini fosfat-buffered-saline (PBS), yagsiz siit ve yajh sit
omeklerinde aragtirmiglardir. Aragtirmacilar ayrica, probiyotik laktik asit bakterilerinin
canli olmasinin aflatoksin M;’i ortamdan uzaklastirlmasinda bir 6ngart olup olmadifim
da aragtirmiglardir. Test edilen probiyotik laktik asit bakterilerinin PBS ¢ozeltisinde 15-
16 saat inkiibasyon sonucunda aflatoksin M;’i ortamdan uzaklagthrma yeteneginin
Lactobacillus rhamnosus GG ve Lactobacillus rhamnosus LC-705 bakterilerinin
sirastyla % 50 ve %45 oraminda oldufunu, Lactobacillus acidophilus LAl ve
Lactobacillus rhamnosus 1/3’un % 18 oraninda aflatoksin M;’i ortamdan
uzaklastirdifin1 saptamiglardir. Aragtirmacilar, test edilen bakteriler arasinda, aflatoksin

M, detoksifikasyonunda en yiiksek aktiviteyi Lactoacillus rhamnosus GG ve
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Lactobacillus rhamnosus LC-705’un  gésterdifini, genetik olarak Lactobacillus
rhamnosus GG’ye ¢ok benzeyen Lactobacillus. rhamnosus 1/3°0n ise en zay:if aktiviteyi
gosterdigini bildirmiglerdir. Arastirmacilar, Lactobacillus acidophilus 1LA1 hicrelerinin
sicaklik uygulamasi sonucu oldiriillmesiyle, PBS ¢ozeltisinde aflatoksin M,;’i ortamdan
uzaklagtirma yeteneSinin %18,8’den % 25,5’e yikseldigini bildirmiglerdir.
Lactobacillus gasseri ATCC 33323 ve Lactobacillus rhamnosus 1/3™in aflatoksin M,’i
ortamdan uzaklastirma kabiliyetinin ise, hiicrelerin sicaklik uygulamas: sonucu
6ldirilmesiyle, iki katina ¢iktigim bildirmislerdir.

Kankaanpa ve ark. (2000), bagirsaktaki epitel dokulara tutunma 6zellifinde olan
Lactobacillus rhamnosus GG ile yaptiklan galismada, 4 saat inkiibasyon sonucunda
bakteri-aflatoksin kompleksi olusturarak, aflatoksin Bi’i %78,5 oraninda ortamdan
uzaklagtirdifim bildirmiglerdir. Aym zamanda bakten yiizeyine tutunan aflatoksinin bu
bakterinin bagirsaktaki epitel dokulara tutunma yetenegini engelledigini saptamiglardir,

Oatley ve ark. (2000), insan bagirsak florasinin énemli bir kismmm olugturan pek
¢ok probiyotik etki gbsteren ve fermente siit Giriinlerinin Gretiminde kullanimi gittikce
yayginlasan Bifidobacterium tirlerinin  aflatoksin B;’e baglanma yeteneginin
belirlemiglerdir. Caligilan bakteriler arasinda Bifidobacterium bifidum BGN4 susunun
%46 oraminda aflatoksin Bi’e baglanarak en yiiksek aktiviteyi gosterdigini
saptamuglardir. Bifidobacterium spp. JO3’iin %41, Bifidobacterium longum JR20 ve
Bifidobacterium spp. CH4’in % 37, Bifidobacterium adolescentis 14’un %31,
Bifidobacterium spp. Bf6’'nin ise %25 oraninda baglanma aktivitesi gosterdigini
bulmuglardir. Aragtirmacilar, yapilan galigmalar sonucunda, aflatoksin By’e en yiiksek
baglanma aktivitesi gosteren Bifidobacterium bifidum BGN4 susunun hiicre duvarinin
diger suglara goére, daha hidrofobik bir karektere sahip oldufunu bildirmiglerdir.
Aragtirmacilar buradan yola ¢ikarak, baglanma aktivitesi ile hiicre yiizeyinin hidrofobik
karekterde olmast arasinda bir baglant: bulunabilecegini 6ne siirmiislerdir.

" Haskard ve ark. (2000), Lactobacillus rhamnosus GG ile yaptiklan ¢aliyma
sonucunda, bakterinin aflatoksine baglanmasinda canli olmasi ile cansiz olmasi

(sicaklikla ve asitle inaktivasyon) arasmda énemli farkliliklar bulunmamugtir. Sicaklik ve
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asit uygulamasi ile proteinlerin denaturasyonu sonucunda daha hidrofobik yiizeylerin
agia ¢ikmasina neden oldugu bildirilmektedir. Aragtirmacilar, laktik asit baktenlerinin
hiicre duvarlarinda yer alan peptidoglukan ve polisakkarit tabakasinin, aflatoksine
baglanma aktivitesinde rol oynayan en Onemli yapilar oldufunu belirtmislerdir. Bu
bakterilerin hiicre duvarinda polisakkarit yapis: temel olarak, hiicre duvan polisakkariti,
peptidoglukan ve teikoik/lipoteikoik asit olmak fizere 3 temel formda bulundugunu
bildirmiglerdir.

Peltonen ve ark. (2000a), probiyotik kiiltiirlerin iiretiminde kullanilan 6 farkl
bakteri kiiltiiriniin, karacifer kanserine neden oldugu bildirilen aflatoksin B,’e
baflanma yetenegi iizerine bir aragtirma yapmuglardir. Aragtirma sonucunda laktik asit
bakterilerinin aflatoksin B;’e baflanma yetenegi %5,8-31,3 arasinda bulunmakla
birlikte, baglanma yeteneginin kullanilan probiyotik bakterinin tirine bagli oldugunu
bildirmiglerdir. Calisilan kiiltirler arasinda en yitksek baBlanma aktivitesini,
Lactobacillus johnsonii 1J-1 ve Lactobacillus  paracasei F19’un gosterdigini
belirtmiglerdir.

Peltonen ve ark. (2000b), insan veya hayvansal orijinli gegitli Lactobacillus ve
Bifidobacterium tiirlerinin aflatoksin By’e baglanma yetenedini aragtirmiglardir.
Aragtrmacilar, 1x10'® kob/g bakteri hiicresinin PBS ¢ozeltisinde 24 saat inkiibasyon
sonucunda Spg/ml aflatoksin By’i baflama yetenekleri belirlenmistir. Analizler
sonucunda Bifidobacterium tirlerinin yanmisira birkag Lactobacillus tiirinin etkili bir
sekilde aflatoksin By’i ortamdan uzaklagtirdifim saptamiglar ve bu bakteri tiirlerinin
ticart uygulamalarda kullanilabilirligi iizerinde aragtirmalara gereksinim duyuldugunu

bildirmiglerdir.

2.4.3. Probiyotik Laktik Asit Bakterilerinin Aflatoksin Olusumu Uzerine
Etkileri

Laktik asit bakterilerinin gida patojenleri ve gidalarda bozulma yapan

mikroorganizmalara kars: inhibitér ve 6ldiinicii etkileri bulunmaktadir. Bunun yanisira,
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sinirh sayida yapilan galigmalar sonucunda, bazi laktik asit bakterilerinin antifungal ve
antiaflatoksijenik aktivite gosterdikleri de bildirilmektedir (Batish ve ark., 1990; Jay,
1992; Gourama ve Bullerman, 1995; Batish ve ark., 1997; Stiles ve ark., 1999; El
Nezami ve ark., 2000).

Laktik asit bakterilerinin antifungal ve antiaflatoksijenik aktiviteleri tam olarak
acgtklanamamasina ragmen, yapilan ¢aligimalardan elde edilen bulgulara gore, laktik asit
bakterileri tarafindan iretilen diigiik molekiil agirliklarina sahip, sicaklhia karg1 dayanikh
metabolitlerin ve besin maddeleri i¢in mikrobiyal yarigin rol oynayabilecegi iizerinde
durulmaktadir (Batish ve ark., 1997; Rees, 1997).

Son wyillarda laktik asit bakterileri tarafindan iretilen,  antifungal ve
antiaflatoksijenik aktivitede rol oynadig: diigiiniilen metabolitlerin belirlenmesi iizerinde
durulmaktadir. Bu amagla, Fusarium spp. ve Aspergillus niger’e kargi antifungal
aktiviteye sahip olan Lactobacillus plantarum’un irettii disik molekil agirlifina sahip
metabolitler, GC/MC ile tespit edilmeye ¢ahgilmistir. Yapilan ¢ahigmalar sonucunda pH
4’in altinda aktif olan bu metabolitlerden, benzoik asit, cyclo (glycl-l-leucyl),
methylhydontoin ve mevalonolactone’un antifungal aktiviteden sorumlu oldugu
bildirilmektedir (Rees, 1997). Bu konuda yapilan bagka bir g¢aligmada ise, zorunlu
heterofermantatif Lactobacillus plantarum 21B tarafindan iretilen digik molekiil
agirh@ina sahip olan metabolitler, GC/MC kullanarak tespit edilmeye ¢aligilmig ve bu
metabolitlerden phenillactic acid ve bunun 4-hidroksi tiirevi olan 4-hydroxyphenyllactic
asidin gesitli kaf tirlerine kargi antifungal aktiviteye sahip oldufu belirlenmigtir
(Lavermicocca ve ark., 2000).

Baz1 aragtirmacilar, aflatoksin inhibisyonunun disik pH, besin maddesi
tikenmesi ve mikrobiyal yangtan kaynaklandigini savunmakla birlikte, bir kisim
aragtirmaci da, laktik asit ve laktik asit bakterileri tarafindan iretilen metabolitlerden
kaynaklanabilece@ini ve bu metabolitlerin de diusik molekiil agirhifina sahip, sicaklia
dayanikl: bilegikler oldugunu vurgulamiglardir (Gourama ve Bullerman,1995).

Laktik asit bakterilerinin aflatoksin olusturan kiifler ve aflatoksin olugumu

iizerine etkisi gesitli aragtirmacilar tarafindan tespit edilmeye galigilmigtir ve 6zellikle
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Lactococcus lactis subsp. diacetylactis, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus casei,
Lactobacillus plantarum, Leucunostoc mesenterodies, Lactobacillus acidophilus ve
bunun gibi smrlt sayida bazi bakterilerin antifungal aktivite gésterdikleri
bildirilmektedir (Stiles ve ark., 1999).

2.4.4. Probiyotik Laktik Asit Bakterilerinin Aflatoksin Olusumuna Etkisi

Konusunda Yapilan Cahsmalar

Wiseman ve Marth (1980), Lactococcus lactis subsp. lactis’in bulundugu
ortamda, aflatoksijenik O6zellikteki Aspergillus parasiticus gelisgimi ve aflatoksin
olusumu iizerine etkisini arastirmiglardir. Ug giinliik Lacfococcus lactis subsp. lactis
kiiltiiriine, kiif sporlannin inokiile edilmesi durumunda kif geligiminin ve aflatoksin
olusumunun engellendi3i gorilmiigtir ve bu durumun muhtemelen ortamda olusan
laktik asitten kaynaklanabilecegi vurgulanmigtir.

El Gendy ve Marth (1981), Lactobacillus casei’nin aflatoksijenik 6zellikteki
Aspergillus parasiticus geligsimi ve aflatoksin olugturmas: iizerine etkisini belirlemeye
caligmiglardir. Lactobacillus casei ve Aspergillus parasiticus sporlarinin sivi kiiltiire
aym anda agilanmasi durumunda 28 °C’de 10 giin inkibasyon sonucunda ortam
kogullarinin kiif geligimini tegvik ettifini, buna karsin Lactobacillus casei varhfinda
kontrole gore daha az aflatoksin wretildigini bildirmiglerdir. 3 ginlik Lactobacillus casei
kiiltiiriine Aspergillus parasiticus sporlan agilanmas: durumunda ise bakteri tarafindan
iiretilen metabolitlerin, kiif geligimini ve aflatoksin olugumunu azaltti§ini bildirmiglerdir.

Coallier-Ascah ve Idziak (1985), tarafindan yapilan benzer bir ¢aligmada ise
Lactococcus lactis subsp. lactis ve aflatoksijenik 6zellikteki Aspergillus flavus’un
bulundugu Lablemco Tripthon Broth (LTB) besiyerinde hig aflatoksin olugmadifim
veya ¢ok az aflatoksin olugtufunu bulmuglardir. Aragtirmacilar, bu azalmada
Lactococcus lactis subp. lactis geligimi sonucu pH’daki digiigiin ve besin

maddelerindeki azalmanin rol oynamadiimi, Lactococcus lactis subsp. lactis’in geligimi
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strasinda  drettifi digiik molekiil afirliklanna sahip, sicaklia karst dayanikli
metabolitlerin rol oynadigini vurgulamiglardir.

Karunaretne ve ark. (1990), Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus ve Lactobacillus plantarum’un Aspergillus parasiticus NRRL 2999
gelisimi ve aflatoksin iretimi tizerine etkisini, 3 fakli substrat kullanarak (sivt broth,
piring, msir) incelemiglerdir. Aragtirmacilar galigilan laktik asit bakterileri hiicrelerinin
ve bunlar tarafindan uretilen digik molekil afirlhifina sahip olan metabolitlerin,
aflatoksijenik ozellikteki Aspergillus parasiticus NRRL 2999 gelisimi ve aflatoksin
olugturmast iizerine etkisini ayrn ayn aragtrmuglardir. Aragtirmactlar test ettikleri
bakterilerin kif geligimi ve aflatoksin iretimi izerine etkisinin substratlara gore
degisiklik gosterdiklerini bildirmekle birlikte, kiif gelisimini engellemede laktik asit
bakterisi hiicrelerinin, bu hiicreler tarafindan iiretilen ve diisiitk molekil agirhgina sahip
olan metabolitlere gore daha etkili oldufunu bildirmiglerdir. Bu sonug, rekabetci
geligimin kiif geligimini engellemede etkili olan faktdrlerden biri olabilecegi sonucunu
ortaya ¢ikarmakla birlikte, besin maddeleri i¢in mikrobiyal yang ve pH’da meydana
gelen diigiigiin kombine bir etkisinin var oldugu vurgulanmigtir. Laktik asit bakterilerinin
varlifiinda inkiibasyon siiresi boyunca aflatoksin olusumu tespit edilememigtir. Cahgilan
3 laktik asit bakterisi arasinda kif geligimi ve aflatoksin olugumu iizerine en yiksek
inhibitér etkiyi Lactobacillus acidophilus gostermistir.

Lunchese ve ark. (1992), yaptiklan galiymada Pediococcus ve Lactobacillus’un
aflatoksijenik ozellikteki Aspergillus parasiticus’un aflatoksin olugturmasi {izerine
etkisini aragtirmiglardir. Bu bakterilerin /n Vitro ortamda yapilan ¢aligma sonucunda, kiif
gelisimini engelleyememelerine  rafmen, aflatoksin olusumunu engellendigini
bildirmiglerdir. Aragtirmacilar, laktik asit bakterisinin kiif geligimi ve aflatoksin olugumu
iizerine inhibitor etkisinin rekabet¢i ortamdan kaynaklandigini ileri siimisglerdir.

Gourama ve Bullerman (1995), Lactobacillus spp.’nin, Aspergillus flavus
sporlaninin canlihfm, ¢imlenmesini, gelisimini ve aflatoksin biyosentezini inhibe

ettifini bildirmiglerdir. Aragtirmacilar, bu bakteriler tarafindan iretilen diisitk molekiil
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agirhfina sahip olan metabolitlerin ise sporlann canlilifim ve ¢imlenmesini
etkilemeksizin aflatoksin olusumunu inhibe ettigini bildirmiglerdir.

Croci ve ark. (1995), gida iretiminde yaygin bir gekilde kullanilan laktik asit
bakterilerinin sentetik bir besiyerinde, Aspergillus parasiticus NRRL 2999’un aflatoksin
olusturmasi iizerine etkisini incelemiglerdir. Yapilan aragtirma sonucunda, Lactobacillus
casei ve Lactococcus lactis subsp. lactis’in Aspergillus parasiticus tarafindan iretilen
aflatoksin miktannm azaltirken, aym1 zamanda aflatoksini metabolize ettiini ve
hidroksillenmis tirevlerine doniistirrerek toksisitesini distirdiigiinii saptamislardur.
Lactobacillus cremoris’in ise aflatoksin olugsumunu tegvik ettifini bildirmiglerdir.

Gourama ve Bullerman (1997), yilinda yaptiklar1 ¢ahigmada ise, Lactobacillus
casei subsp. pseudoplantarum 371 nolu sug tarafindan tretilen digiik molekiil agirhifina
sahip olan metabolitlerin, In Vitro kosullarda, Aspergillus flavus’un aflatoksin B, ve G
sentezleme yetenefini inhibe ettifini, buna karsin Lactobacillus casei subsp.
pseudoplantarum 371 ile Aspergillus flavus’un bulundugu kangik kiltirde, bu

bakterinin  kif geligimini ve aflatoksin olugumunu engeleyemedigini bildirmiglerdir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Aflatoksin B; ve Aflatoksin M; Standartian

Bu aragtirmada kullanilan aflatoksin B; standart ¢ozeltisi 11,6 pg/ml
konsantrasyonunda, aflatoksin M, standart g¢ozeltisi ise 1 pg/ml konsantrasyonunda
Tanm ve Kéyisleri Bakanligi Ankara il Kontrol Laboratuvarindan temin edilmistir.

3.1.2. Probiyotik Laktik Asit Bakteri Kiiltiirleri

Nestle-Isvicre’den temin edilen, Lactobacillus acidophilus NCC 12,
Lactobacillus acidophilus NCC 36, Lactobacillus acidophilus NCC 68, Bifidobacterium
bifidum Bb 13 ve Bifidobacterium bifidum NCC 381 suglan kullaniimugtir.

3.1.3. Kiif Kiiltiirii

TUBITAK-MAM'den saglanan aflatoksijenik 6zellikteki Aspergillus flavus kifi
kullaniimigtir.

3.1.4. ince Tabaka Plakalan

Aragtirmada, 20x20 cm boyutlaninda silica jel 60 kaph Merck 5553 ince tabaka
plakalar1 kullanilmigtir.
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3.1.5. Siit Tozu

Bu galigmada, PINAR Siit Mamiillert San. A.S.’den saglanan TS. 1329 siit tozu
standartina uygun olarak, yagsiz inek siitiiniin kurutulmasiyla iretilmis, A simfy siit tozu

kullanilmigtir,
3.2. Metod
3.2.1. Liyofilize Bakteri Kiiltiiriiniin Aktivasyonu

Lactobacillus acidophilus ve Bifidobacterium bifidum liyofilize kiiltiirleri igceren
cam ampiiller etil alkol ile dezenfeksiyon sonrasinda, alevde kinlma noktalarindan
kinlmiglardir.  Liyofilize kiltirleri iceren cam ampiller igerisine, kiltirleri
¢oziindirmek amaciyla 1 ml MRS+Sistein (%0.05) ilave edilmig ve bir iki dakika
¢bziinmesi beklenmigtir. Bakteri kiiltirleri ¢oziindiikkten sonra, 10 ml MRS+Sistein
iceren tipe aktanlmigtir. Bu tiipten 1’er ml alinarak 10 ml’ltk MRS+Sistein igeren
tiiplere inokiilasyon yapilarak anaerobik kogullarda 24-48 saat inkiibasyona birakilmustr.

Bakten kiiltiirlerini aktive etmek amaciyla bu iglem bir defa daha tekrarlanmigtir.
3.2.2. Bakteri Kiiltiiriiniin Hazirlanmas:

Cahgilacak bakteri kiltirini hazirlamak amaciyla, 10 m! MRS (De Man,
Rogosa and Sharpe) Broth igerisine aktive edilmig bakteri kiiltiirlerinden 1 ml inokiile
edilmis ve anaerobik kosullarda 37 °C’de 2 gece inkiibasyona birakilmigtir. Caligtlacak
bakteri konsantrasyonu yayma kiltiirel ekim yéntemiyle 10® kob/ml olacak sekilde
ayarlanmigtir (Shin ve ark., 2000).
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3.2.3. Probiyotik Laktik Asit Bakterilerinin Aflatoksin B;’e Baglanma

Yeteneginin Belirlenmesi

3.2.3.1. Aflatoksin B, Standart Cozeltisinin Hazirlanmas: ve Saklanmasi

Probiyotik laktik asit bakterilerinin aflatoksin B,’e baglanma yeteneginin
belirlenmesinde 1pg/ml (ppm) aflatoksin B, standart ¢ozeltisi kullamilmigtir. Bu amagla
Tanm ve Koyigleri Bakanhif1 Ankara 11 Kontrol Laboratuvar Midirliginden satn
alinan stok ¢ozeltisi (11,6 pg/ml), toluen-asetonitril (98+2) ile seyreltilmigtir ve galigma
konsantrasyonu 1ug/ml olarak ayarlanmigtir. Aflatoksin B, stok standart ¢ozeltileri
agizlan iyice kapatilmig ve aliminyum folyo ile sanli giseler igerisinde derin

dondurucuda muhafaza edilmigtir.

3.2.3.2. Aflatoksin By’in PBS (fosfat-buffered-saline) Cozeltisine Agilanmasi

1 pg/ml konsantrasyonunda, toluen-asetonitril (98+2) ile hazirlanmig aflatoksin
B, standart ¢bzeltisi, 1.5 ml PBS (% 0.8 NaCl, %0.12 K;HPO,, % 0.03 KH.PO, )
¢ozeltisine agilanmadan 6nce, toluen-asetonitril kanigimi N» gazi altinda kurutularak
ortamdan uzaklagtinimig ve daha sonra PBS ile ¢ozindirilerek agilama
gergeklegtirilmigtir.

3.2.3.3. Aflatoksin By’in Yagsiz Siite Asilanmasi

Probiyotik laktik asit bakterilerinin aflatoksin B,’e baglanma yeteneklerinin
belirlenmesinde model olarak yagsiz siit 6rneginden yararlanilmigtir. Bu amagla yagsiz
inek siitiiniin kurutulmasiyla tretilmis siit tozu (0.2gr/ml) steril saf su ile sulandinlmistir.

1 pg/ml konsantrasyonunda, toluen-asetonitril (98+2) ile hazirlanmms aflatoksin

B standart ¢dzeltisi, 1.5 ml yagsi1z siit ¢bzeltisine agilanmadan 6nce, toluen-asetonitril
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karigtm: Ny gaz altinda kurutularak ortamdan uzaklagtinlmig ve daha sonra 1.5 ml

yagsiz siit ile ¢ézindiirilerek agilama gergeklestirilmigtir.

3.2.3.4. Probiyotik Laktik Asit Bakterilerinin Aflatoksin By’e Baglanma

Yeteneginin Belirlenmesi

MRS sivi besiyeri igerisinde 37 °C’de 48 saat geligen, 10° kob/ml
konsantrasyonundaki Lactobacillus acidophilus NCC 12, Lactobacillus acidophilus
NCC 36, Lactobacillus acidophilus NCC 68, Bifidobacterium bifidum Bb 13 ve
Bifidobacterium bifidum NCC 381 suglan, 5000 rpm’de 10 dk. santrifiij edilmislerdir.
Santrifijleme isleminden sonra supematant bir enjektér yardimyla ortamdan
uzaklagtinlmigtir. Bakteri hiicreleri 1pg/ml aflatoksin B, igeren 1.5 ml PBS ve 1.5 ml
yagsiz sit ile ayn ayn ¢oziindirilmagtir ve 37 °C’de 24 saat aerobik inkiibasyona
birakilmiglardir. Inkiibasyondan sonra bakteri-aflatoksin kompleksi igeren PBS ve
yafsiz sit c¢ozeltilerine 5000 rpm’de 10 dk santrifiijleme islemi uygulanmistir, Bu
sekilde, bakterilerin aflatoksin B;’t baglama yetenekleri belirlenmeye galigiimigtir,
Santrifiijleme igleminden sonra supernatant kismn bir enjektér yardimiyla alinarak
baglanmamig aflatoksin B; miktan ince tabaka kromatografisi yontemi kullanilarak
tespit edilmigtir. Bakterilerin aflatoksin B,’i baglama yeteneklerinin belirlenmesi
amaciyla ayn: islemler kontrol olarak laktik asit bakterilerinin bulunmadif ortamda da
uygulanmistir. Bu gekilde analiz ydnteminden kaynaklanabilecek yalanct pozitif

sonuglar engellenmeye galigiimigtir.
3.2.3.5. Kantitatif ince Tabaka Kromatografisi
Probiyotik laktik asit bakterilerinin aflatoksin B;’e baglanip baglanmadiginin

belirlenmesi amaciyla ince tabaka kromatografisi yontemi kullamlmigtir, Bu amagla

sanrifiijleme iglemi sonucunda enjektdr vasitasiyla toplanan supematant kismi plakalara
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kenardan 1 cm ve agagidan 3 cm olacak sekilde 1’er cm araliklarla mikroenjektor
yardimiyla 10 pl hemen yanmna 15 pl ve 20 ul supematant, pozitif kontrol
supematantlan (5,10,15 ul) ve aflatoksin standart ¢ozeltisinden (1pug/ml) 3 pl, 5 pl, 6.5
ul, 8ul, 9ul ve 10 pl olarak uygulanmigtir. Aflatoksin B, standart gozeltileri
kullanilmadan énce kapagi agiimadan oda sicakligina gelmesi beklenmigtir

Uygulanan tim 6mek ve standartlarin ayni biiyiikliikkte ve en fazla 0.5 cm
¢apinda olmasma ve damlatici enjektdriin plakadaki adsorbanti (silikajel) ¢izip
pargalamamasina dikkat edilmigtir. Her yeni ¢aligmada mikroenjektor kloroform ve
aseton ile yrtkanmigtir (Banoglu, 1985; Coksoyler, 1997).

Bu islemler aflatoksinin 1giktan zarar gérmemesi amaciyla yan aydinlik bir
ortamda ve ¢ozgenin kolay ugmasi, benek ¢aplarinin mimkiin oldugu kadar kiigiik
olmasin saglamak amaciyla sicak hava akimi altinda yapilmigtir (Banoglu, 1985;Var,
1987).

3.2.3.6. ince Tabaka Plakalarmimn Gelistirilmesi

Omekler ince tabaka plakasina uygulandiktan sonra, plakalar geligtirme tankina
alinmigtir. Plakalarin  geligtirilmesi sirasinda AQAC’deki uygulamalarda bazi
degisiklikler yapilmistir. Omek igerisinde analiz sonuglarim etkileyebilecek kirlilik
maddeleri bulunmadigindan (lipit, renk maddeleri vb) aflatoksin B; analizinde, tek yénlii
ince tabaka kromatografisi uygulanmigtir. Bu amagla ince tabaka plakalari, 100 ml
kloroform-aseton (90+10) gelistirme ¢ozeltilerinin bulundugu tanka, émeklerin tatbik
edildigi noktalar geligtirme ¢ozeltisinin iizerinde kalacak gekilde yerlestirilmiglerdir.

Plakalar karanhk bir yerde, oda sicakliginda yiriticii ¢ozeltiler gelistirme
¢izgisine eriginceye kadar, yaklagik 40-45 dakika gelismeye birakilmiglardir. Geligtirme
sirasinda, plakayr igiktan korumak amaciyla bu uygulamalar karanhk bir yerde
yapilmigtir. Sure sonunda plaka gelistirme tankindan gikartilip karanlhk bir yerde

kurumaya birakilmigtir.
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3.2.3.7. Plakalarin Degeriendirilmesi

Ince tabaka plakalar1 366 nm dalga boylu UV 1§ altinda degerlendirilmistir.
Supernatant kisimda bulunan baglanmamig aflatoksin B, benefi ve 1 pg/ml’lik
aflatoksin B; standartina ait aynmt Rf degerindeki beneklerin renk giddetleri
kargilagtinlmig ve supernatanta ait benek siddetinin, aflatoksin B; standartinin hangi
miktarma uydufu belirlenmistir. Supematanta ait benegininin aflatoksin B; standart
miktarlaninin  hangisine uydufunu saptamayi kolaylagtirmak amaciyla, plaka UV
lambasindan yavag yavag uzaklagtirilip yakinlastirilmigtir. Béylece gézden kaybolma ve
yeniden goriilme anlarinda belirlenen benek giftleri birbirleri ile kargilagtinlmigtir.

Kloroform-aseton gelistirme ¢ozeltisinde aflatoksin B;’in Rf degeri 0.50 olarak
belirlenmistir. Rf degen ¢ozeltinin aldig1 yolun (aflatoksin B;) ¢ozicinin aldifi yola
orani olarak ifade edilmektedir. Sonugta aflatoksin B; miktan asafidaki formiil
kullanilarak hesaplanmigtir (Var, 1987).

Aflatoksin B; (ug/kg) = SxYxV/Ex M
S : Bilinmeyene egdeger olan aflatoksin B (ul)

Y: Aflatoksin B standartinin konsantrasyonu (ug/kg)

V: Numune eksraktinin son seyreltildigi hacim (ul)

E: “S” ye egdeger miktarda floresans yogunluk gosteren 6rmek benegi i¢in uygulanan
6mek miktan (ui)

M: Vialdeki ekstrakta egdeger olan numune (gr)
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3.2.4. Probiyotik Lakiik Asit Bakterilerinin Aflatoksin M;’e Baglanma

Yeteneklerinin Belirlenmesi
3.2.4.1. Aflatoksin M; Standart Cozeltisinin Hazirlanmasi ve Saklanmasi

Bakteri kiiltiirlerinin aflatoksin M;’1 baglama yeteneklerinin belirlenmesinde 0,1
ug/ml konsantrasyonunda aflatoksin M; standart ¢ézeltisi kullanilmigtir. Bu amagla 1
pg/ml aflatoksin M, stok ¢dzeltisinden 100 pl alinarak, benzen-asetonitril (98+2) ile
1000 pl’ye tamamlanmistir. Stok standart ¢ozeltileri kullanilmadan once kapafi
agilmadan oda sicaklifina gelmesi beklenmigtir. Stok aflatoksin M, standart gozeltisi

derin dondurucuda aliminyum folyoya sanlmug sigelerde muhafaza edilmigtir.
3.2.4.2. Aflatoksin My’ in PBS Cozeltisine Asilanmasa

0,1 pg/ml olarak hazirlanan galigsma ¢dzeltisinden benzen-asetonitril karigtm, N»
gaz1 vasitasiyla kuruluga kadar uzaklagtirildiktan sonra viallerdeki aflatoksin M;
kalintis1 1.5 ml PBS ¢ozeltisi ile ¢oziindirilerek agilama gergeklegtirilmigtir.

3.2.4.3. Aflatoksin My’in Yagsiz Siite Agilanmasi

Test edilen bakterilerin aflatoksin M;’e baglanma yeteneklerinin belirlenmesinde
gida modeli olarak yagsiz sit Omeginden yararlamlmigtir.  0.1pg/ml
konsantrasyonundaki aflatoksin M, standart ¢ozeltisindeki benzen-asetonitril (98+2)
kangim, N> gazi altinda uzaklagtinlmug ve aflatoksin M;, 1.5 ml yagsiz siit ile

¢oziindirilerek agilama yapilmgtir.
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3.2.4.4. Probiyotik Laktik Asit Bakterilerinin Aflatoksin M;’e Baglanma

Yeteneginin Belirlenmesi

Probiyotik laktik asit bakterilerinin aflatoksin M’e baglanma yeteneginin
belirlenmesinde, digerlerine gore aflatoksin Bi’e daha yiiksek baglanma aktivitesi
gosteren, Lactobacillus acidophilus NCC 12 ve Bifidobacterium bifidum Bb 13 suglar
ile gahgilmigtir. 10 ml MRS Broth igerisinde bulunan bakteri hiicreleri 5000 rpm’de 10
dk. santrifiij edilmiglerdir. Santrifiij igleminden sonra supematant kismi bir enjektér
yardimiyla ortamdan uzaklagtinlmigtir. Bakteri hicreleri, 1pug/ml aflatoksin M; igeren
1.5 ml PBS ve gida modeli olarak ¢aligtlan ya@siz sit omegi ile ayn ayn
¢oziindiriilmig, 37 °C’de 24 saat aerobik inkiibasyona birakilmiglardir. Inkiibasyondan
sonra bakteri-aflatoksin kompleksi igeren PBS ve yafsiz siit orneklerine 5000 rpm’de 10
dk santrifiijleme iglemi uygulanmistir. Santrifiijleme igleminden sonra supernatant kismi
bir enjektor yardimiyla alinarak baglanmamig aflatoksin miktan tespit edilmigtir. Bu
sekilde bakterilerin aflatoksin M;’i baglama yetenekleri belirlenmeye c¢aligilmustir.
Bakterilerin aflatoksin M;’i baglama yeteneklerinin belirlenmesi amaciyla ayni iglemier
kontrol olarak baktenlerinin bulunmadig: ortamda da uygulanmigtir. Bu sekilde yalanci

pozitif sonuglar engellenmeye ¢aligilmgtir.

3.2.4.5. Kantitatif ince Tabaka Kromatografisi

Lactobacillus acidophilus NCC 12 ve Bifidobacterium bifidum Bb 13 suglarinin
aflatoksin M;’e baglanma yeteneklerinin belirlenmesinde kantitatif ince tabaka
kromatografi yontemi kullanilmigtir. Bu amagla, sanrifiijleme islemi sonucunda enjektér
vasitasiyla toplanan supernatant kism plakalara kenardan 1 cm ve agagidan 3 cm olacak:
sekilde 1.5 cm araliklarla mikroenjektor yardimiyla 50 ul, 100 ul ve 150 pl démek
supematant:, pozitif kontrol supernatantlari ve aflatoksin M; standart g¢dzeltisinden

(1pg/ml) 10 pl, 20 pl, 30 pl, 40pul ve SOpul olarak uygulanir. Aflatoksin M; standart
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cozeltisi kapaft agtlmadan oda sicakliginda bekletildikten sonra ince tabaka plakasina
tatbik edilmigtir.

Bu iglemler aflatoksinin igiktan zarar gérmemesi amaciyla yan aydinlik bir
ortamda ve ¢bzgenin kolay ugmasi, benek gaplarimin mimkin oldugu kadar kiigiik
olmasini saglamak amaciyla sicak hava akimi altinda yapilmigtir (Banoglu, 198S; Var,
1987, Erkahveci ve Karaali, 1997).

3.2.4.6. ince Tabaka Plakalarmm Geligtirilmesi

Ince tabaka plakalari, 100 ml kloroform-aseton-metanol (87+10+3) geligtirme
gozeltilerinin bulundugu tankta, tek asamali olarak gelistirilmistir. Ince tabaka
plakalarinin geligtirilmesi iglemi 3.2.3.6’da belirtildigi sekilde yapilmugtir.

3.2.4.7. Plakalarm Degerlendirilmesi

Ince tabaka plakalannin degerlendirilmesi ve bu sekilde bakteri hiicresine
baglanmamig aflatoksin M; konsantrasyonun belirlenmesi igslemi 3.2.3.7°de belirtildigi

sekilde yapilimgtir.

3.2.4.8. Geri Alma Calismasi

Lactobacillus acidophilus ve Bifidobacterium bifidum’un PBS ve yagsiz siit
ortamlarinda aflatoksin B; ve aflatoksin M;’i baglama yeteneklerinin belirlenmesinde,
analiz yonteminden kaynaklanabilecek hatalan belirlemek amaciyla geri alma galigmasi
yapilmistir. Bu amagla test edilen probiyotik bakterilerin bulunmadif durumda, 1.5
ml’lik PBS ve yagsiz siit ortamlanna 1 ug/ml ve 0.1 pg/ml’lik konsantrasyonlarindaki
aflatoksin B; ve aflatoksin M, ¢ozeltileri ayn ayn asilanmigtir. Probiyotik laktik asit
bakterilerinin yoklugundaki islemler, 3.23.4 ve 3.24.4’de belirtildigi gsekilde
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tekrarlanmugtir. Geri alma galigmasinda, ilave edilen aflatoksin B; ve aflatoksin My’in

geri kazamim oranlar 3.2.3.7"de belirtilen formiil kullanilarak hesaplanmgtir.
3.2.4.9. istatistiksel Degerlendirme

Test edilen probiyotik laktik asit bakterilerinin aflatoksin B; ve aflatoksin M;’i
baglama yeteneklerinin belirlenmesinde elde edilen bulgular SPSS istatistik paket
programi kullanilarak varyans analizine tabi tutulmugtur. Aynca Lactobacillus
acidophilus ve Bifidobacterium bifidum’un aflatoksin B, ve aflatoksin M,’i baglama

yeteneklerini kargilagtirmak amaciyla Student’s T Testi uygulanmugtir.

3.2.5. Probiyotik Laktik Asit Bakterilerinin, Aspergillus flavus Gelisimi ve
Aflatoksin B; Olusturma Yetenegi Uzerine Etkilerinin Aragtiriimas:

3.2.5.1. Kiif Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Aflatoksijenik 6zellikte olan Aspergillus flavus yank PDA (Potato Dextrose
Agar) besiyerinde 25 °C’de 7-10giin inkiibasyona birakilmigtir. inkiibasyondan sonra
yatik agar %0.05 oraninda tween-80 ile kuvvetlendirilmis fosfat tamponu (PBS) ile
yikanmugtir. Steril 6ze yardimiyla sporlann ¢ozeltiye gegmesi kolaylagtinimgtir. Daha
sonraki agamada kiif sporu igeren ¢ozelti tek katli steril peynir bezi ile filtre edilerek
misellerin ortamdan ayrilmas: saglanmugtir, Caligilacak kiif sporu konsantrsayonu PDA
besiyerinde yayma kiiltirel ekim yontemi uygulanarak mi’de 10* spor olacak sekilde

ayarlanmgtir (Karunaratne ve ark., 1990).
3.2.5.2. Probiyotik Laktik Asit Bakterileri ve Kiif Sporlarimin inokiilasyonu

250 ml’lik erlenler igerisinde bulunan, 100 ml MRS sivi besiyeri ve yagsiz siit

ornegi igerisine 1 ml, 10® kob/ml oraminda Lactobacillus acidophilus NCC 12,
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Lactobacillus acidophilus NCC 36, Lactobacillus acidophilus NCC 68, Bifidobacterium
bifidum Bb 13 ve Bifidobacterium bifidum NCC 381 suglar: ayn ayn inokiile edildikten
sonra ayni anda 1 ml 10* spor/ml Aspergillus flavus inokiile edilmigtir. Probiyotik laktik
asit bakterilerinin antiaflatoksijenik aktivitesini tespit etmek amaciyla ayni iglemler
laktik asit bakterilerinin yoklugunda da yapilmigtir. Omekler 30 °C’de 10 giin
inkiibasyona birakilmig ve inkiibasyon sonucunda aflatoksin B, analizi yapilmistir (El
Gendy ve Marth, 1981; Coallier-Ascah ve Idziak, 1985).

3.2.5.3. Probiyotik Laktik Asit Bakterilerinin Aspergillus flavus Gelisimi

Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

Probiyotik laktik asit bakterilerinin Aspergillus flavus geligimi iizerine etkisini
belirlemek amaciyla, bakteri ve kif sporlarimin bulundufu kangik kiltirde aerobik
kogullarda 30 °C’de 10 giin inkiibasyon sonunda Aspergillus flavus sayimi yapilmigtir.
Ayni iglem kontrol olmasi amaciyla test edilen probiyotik bakterilerin olmadig: ortamda
da tekrarlanmigtir. Bu amagla PDA besiyerinde yayma kiiltirel ekim yontemi
kullanilarak Aspergillus flavus sayimi yapilmigtir,

3.2.5.4. pH Tayini
Probiyotik laktik asit bakterileri ve Aspergillus flavus’un birlikte bulundugu
MRS broth ve siit 6meklerine 28-30 °C’de 10 giin inkiibasyon siiresi sonunda cam

elektrotlu “WTW” marka pH metre kullanilarak pH analizi yapilmigtir. Omekler pH

analizine tabi tutulmadan 6nce iyice homojenize edilmistir.
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3.2.5.5. Aspergillus flavus Asilanmg MRS Broth ve Yagsiz Siit Ortaminda
Aflatoksin B; Aranmasi

3.2.5.5.1. Aflatoksin B,’in Ekstrakie Edilmesi

Homojenize edilerek alinan 80 ml MRS broth ve 80 ml yagsiz siit ortamlar ayn
ayn 500 mi’lik agz1 tiragh cam erlene konulmus ve iizerine 200 m! metanol (Merck), 20
ml saf su ilave edildikten sonra, erlenin agzi sikica kapatilip, 15 dakika siireyle
calkalanmigtir. Bu siire sonunda 60 ml saf su ilave edilmig ve 15 dakika daha
calkalanmigtir. Karigim daha sonra Whatman 4 nolu kaba filtre kagidindan sizilmistir
(Coksoyler, 1997).

Siiziintiinin 70 mI’si 250 ml’lik ayima hunisine aktarilmig ve lizerine 50 ml
hegzan (Merck), S ml saf su ve 5 gr tuz (NaCl-Merck) ilave edilerek karigim 3dk
calkalanmigtir. Bekleme sonunda iki fazin iyice ayrilmas: saglanmig ve alttaki metanol-
su faz: alinmig, hegzan igeren ist faz ise atilmigtir (Banoglu, 1985; Coksoyler, 1997,
Ozkaya ve ark., 1999).

Ayirma hunisine 90 ml diklorometan (Merck) ve 20 ml saf su ilave edilerek 3
dakika siireyle galkalanmig ve ikinci ekstraksyon iglemi uygulanmigtir. Ekstraksiyon
sonunda, alttaki olas: aflatoksin B, igeren diklorometan fazi, iginde 10 gr susuz sodyum
siilfat (Merck) bulunan filtre kagidindan siiziilmiistir (Coksoyler, 1997).

Ekstraksiyon iglemleri sonucunda, MRS broth ve siit ortaminda bulunabilecek ve
analiz sonucunu etkileyebilecek lipit, protein ve renk maddelerinin ortamdan
uzaklagtinimas: saglanmistir (Ozkaya ve ark., 1999).

Elde edilen siiziintii, 45 °C’de doner buharlastiricida, diklorometan fazi tamamen
uguncaya kadar kurutulmugtur. Bu iglem sonunda ekstraksiyon balonunda kalan kisim
0.5-1 ml kloroform (Merck) ile 2-3 defa yikanarak viale alinmig ve daha sonraki
agamada vial igerisindeki kloroform, toksinin oksidasyonla kaybina meydan vermemek
amaciyla azot (N2) gazi altinda kurutulmugtur. Elde edilen ekstraktlar aflatoksin By
tayininde kullamlmigtir (Var, 1987).
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3.2.5.5.2. Kalitatif ince Tabaka Kromatografisi

Kalitatif Ince Tabaka Kromatografisi analizi, test edilen probiyotik laktik asit
bakterilerinin aflatoksin B; olugumunu engelleyip engellemedigini belirlemek amaciyla
yapilmistir. Bu amagla Steiner ve ark. (1988) nin geligtirdikleri tek boyutlu iki agamali
ince tabaka kromatografisi yontemi kullamlmigtir.

Omek ekstraktalart 0,2 ml toluen-asetonitril ile ¢ozindiiriilmis ve ince tabaka
plakasina tatbik iglemine hazir hale getirilmigtir. Plakalara kenardan 1 cm ve agagidan
8,5 cm olacak gekilde 1,5’ar cm araliklarla 20 pl 6rnek hemen yanina 10 pl émek+10 pl
standart ve bunun da yanina 20 pl aflatoksin B, standartt aktanlmistir (Cokséyler, 1997).

Ornek ekstraktlar1 ve standartlar, azaltilmig 151k altinda, mimkiin oldugu kadar
cabuk bir gekilde ve sicak hava akimi altinda adsorbanta (silikajel) aktanlmigtir.

3.2.5.5.3. ince Tabaka Plakalarimn Gelistirilmesi

Kromatografi tankinda geligtirme iglemi iki agamada gergeklegtirilmigtir. Birinci
asamada, standartlarla ayn1 Rf degerindeki yabanci beneklerin analiz sonuglarini
etkilemesini o6nlemek amaciyla susuz dietil eter (Merck)'de geri yiiriitme iglemi
uygulanmigtir. Plakalarin gelistirilmesi tamamlandiktan sonra, karanhik bir yerde
kurumasi beklenmigtir ve daha sonra 100 ml kloroform-aseton (90+10) bulunan

gelistirme tankinda ikinci plaka geligtirme iglemi yapilmigtir.
3.2.5.5.4. Kromatografi Plakalarmin Degerlendirilmesi
Kromatografi plakalari 366 nm dalga boylu UV igi1 alunda degerlendirilmistir.

Omek ve standartlara ait kromatogramlarin aymi Rf degerinde ve aymi renkte olup

olmadig belirlenmigtir.
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Aflatoksin B’ e ait benek ile aynt Rf degerinde ve ayn1 renkte benegin bulunmasi
durumunda, kromatogramdaki bene§in aflatoksin B;’e ait oldugu ve analiz edilen
ortamda aflatoksin B, bulundugu geklinde degerlendirilmigtir.

3.2.5.5.5. Dogrulama Deneyi

Ince tabaka plakasi iizerinde aflatoksin B; oldugu sanilan benekler ve aflatoksin
standartlan tzerine %25°lik H2SO4 ince zerreler halinde piskirtiicii ile piskirtiilerek
supheli beneklerin standarta ait oldugu UV (366 nm dalga boyunda) 15181 altinda sar1 bir
renk alip almadig1 incelenmigtir (Coksoyler, 1997).

3.2.5.5.6. Kantitatif Ince Tabaka Kromatografisi

Tek boyutlu iki agsamali TLC yoéntemi AOAC, 1990’a goére yaptlmstir,
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Lactobacillus acidophilus ve Bifidobacterium bifidun’un Aflatoksin B;’i
Baglama Yetenegi

Aragtirmada kullanilan 10® konsantrasyonundaki Lactobacillus acidophilus NCC
12, Lactobabacillus acidophilus NCC 36 ve Lactobacillus acidophilus NCC 68,
Bifidobacterium bifidum Bb 13 ve Bifidobacterium bifidum NCC 381 nolu suslann, PBS
(fosfat-buffered saline) ¢ozeltisinde aflatoksin B;1’1 baglama yetenekleri Cizelge 4.1 ve
Sekil 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1’in incelenmesiyle de goriilebilecegi gibi Lactobacillus acidophilus
suglarinin aflatoksin B;’i baglama yetenekleri ortalama olarak %32.2-37.0 arasinda
bulunmugtur. Cahgilan suglar arasinda Lactabacillus acidophilus NCC 12’nin PBS
¢ozeltisinde 24 saat inkiibasyon sonucunda aflatoksin By’e % 37 orani ile en yiiksek
baglanma aktivitesi gosterdigi, Lactabacillus acidophilus NCC 68’in ise %32.2 ile en
dugik aktiviteyi gosterdigi bulunmugtur.

Cizelge 4.1. Lactobacillus acidophillus ve Bifidobacterium bifidum' un PBS
Cozeltisinde Aflatoksin By’1 Baglama Yetenegi

Bakteri Af B, baglama yetenegi (%)
1.Deneme|2.Deneme | 3.Deneme |4.Deneme| Ortalama
Lb.acidophilus NCC 12 40 34 38 36 37,0
Lb.acidophilus NCC 36 37 32 33 34 34,0
Lb.acidophilus NCC 68 34 31 32 32 32,2
B. bifidurm Bb 13 48 44 46 48 46,5
B. bifidum NCC 381 30 32 30 31 31,0
Geri Aima (%) o8 97 94 95 96,0
52 Kﬂm
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Bifidobacterium bifidum suglarinin, PBS ¢o6zeltisindeki aflatoksin B;’i baglama
yetenekleri ise % 46.5-31.0 arasinda bulunmugtur.

Lactobacillus acidophilus ve Bifidobacterium bifidum suglarinin aflatoksin B;’e
baglanma yeteneklerinin belirlenmesinde varyans analizi uygulanmigtir (Cizelge 4.3).
Sonuglardan da goriilebilecegi gibi Bifidobacterium bifidum suglaninin, In Vitro ortamda
aflatoksin B,;’i baglama yetenekleri arasindaki farklilik istatistiksel agidan 6nemli
(p<0.05) bulunmustur. Caligilan probiyotik laktik asit bakterileri arasinda
Bifidobacterium bifidum Bb 13’in PBS ¢ozeltisinde aflatoksin B;’e etkili bir gekilde
(%46.5) baglandig belirlenmistir.

40,0

20,0

% Af B1 baglama

Sekil 4.1. Lactobacillus acidophillus ve Bifidobacterium bifidum' un PBS ¢6zeltisinde
Aflatoksin B,;’i baglama yeteneklerinin kargilagtirilmasi

Probiyotik laktik asit bakterilerinin aflatoksine baglanmasinin fiziksel bir olay"
oldugu ve bakterinin hiicre duvan yapis: ile yakindan ilgli oldugu ileri sirilmektedir.
Bakteri-aflatoksin baglanmasinda, bakterinin hiicre duvarinda yer alan peptidoglukan
tabakasmmin 6nemli bir rol oynadifi bildirilmektedir (E1 Nezami ve ark., 1998).
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Aflatoksin gibi mutajenik o6zellik gosteren maddelerin  laktik asit bakterisine
baglanmasinin ise katyonik baglarla oldugu bildirilmektedir (Morotomi ve Mutai, 1986).

Lactobacillus acidophilus ve Bifidobacterium bifidum suglarinin, aflatoksin B;’e
baglanma yetenekleri arasindaki farkhliklar istatistiksel olarak (p<0.05) 6nemli
bulunmugtur. Bunun, baglanma mekanizmasinda etkili oldugu bildirilen hiicre duvan
bilegiminin farklilifindan kaynaklanabilecegi ve bu nedenle, ayni tiriin farkhi suglarinin
arasinda da 6nemli farkliliklarin olabilecegi diigiiniilmektedir. Pierides ve ark. (2000), bu
konuda yaptiklari caliyma sonucunda, genetik olarak birbirlerine oldukca benzer olan
suglarin farkh baglanma yetenekleri gosterebileceklerini bildirmiglerdir.

Caligtlan probiyotik laktik asit bakterilerinin PBS ¢ozeltisinde aflatoksin B;’e
baglanma yeteneginin belirlenmesi amaciyla farkli zamanlarda 4’er deneme yapilmigtir.
Test edilen bakterilerin PBS ¢ozeltisinde aflatoksin B,’i baglama yetenegi ile ilgili
yapilan deneme sonuglart ve bunlarin ortalamalari Cizelge 4.1°de verilmigtir.

Aragtirnada, analiz yonteminin givenilirlifini ve hassasiyetini belirlemek
amaciyla, her denemede aflatoksin B;’t PBS c¢ozeltisinden geri alma caligmast
yapilmigtir. Bu sekilde analiz yoénteminden meydana gelebilecek olasi kayiplarin
belirlenmesi saglanmugtir.

PBS ¢ozeltisinde yapilan geri alma galigmalar sonucunda, aflatoksin B;’in %94-
98 oraninda geri alindifi belirlenmigtir. Analiz yonteminin uygulanmasi sirasmda
meydana gelen %2 ile % 6 arasindaki kaybin, kromatogramin 366 nm dalga boylu UV
15181 altinda okunmast sirasinda meydana gelebilecek hatalardan ve aflatoksin B; ile
kontamine edilmis PBS ¢ozeltisinin, bakteri kiiltiiriine aktarilmast sirasinda meydana
gelebilecek kayiplardan kaynaklanmg olabilecegi diiginiilmektedir.

Lactobacillus acidophilus suglarmin yagsiz sit ortamindaki aflatoksin By’i
baglama yeteneklerinin %29.5-34.5 arasinda, Bifidobacterium bifidum suglannin ise

%30-38.5 arasinda oldugu belirlenmigtir.
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Lactobacillus acidophilus ve Bifidobacterium bifidum suslarinin model olarak
kullanilan yagsiz sit ormegi (0.2 g yagsiz sit tozu /ml) igerisindeki aflatoksin Bi’i
baglama yetenekleri Cizelge 4.2°de ve Sekil 4.2°de verilmigtir.

Cizelge 4.2’nin incelenmesiyle de goriilebilecegi gibi, galigilan bakteri suglan
arasinda Bifidobacterium bifidum Bb 13’in yagsiz siit 6rneginde ortalama % 38.5 oram
ile en yiiksek baglanma aktivitesi gosterdigi bulunmustur. En digiik bakteri aktivitesini
ise ortalama %29.5 orani ile Lactobacillus acidophilus NCC 68 gostermigtir.

Caligilan probiyotik bakterilerin, siit 6megi igerisindeki aflatoksin B;’1 baglama
yetenekleri 4 kez tekrarlanmigtir. ve tekrar edilen sonuglar arasinda énemli farkliliklar

bulunmamugtir.

Cizelge 4.2. Lactobacillus acidophilus ve Bifidobacterium bifidum' un Yagsiz Siit
Ortaminda Aflatoksin B,’i Baglama Yetenegi

Bakteri Af B, baglama yetenegi (%)
1.Deneme|2.Deneme|3.Deneme|4.Deneme| Ortalama
Lb.acidophilus NCC 12 36 35 34 33 345
Lb.acidophilus NCC 36 30 29 31 32 30.5
Lb.acidophilus NCC 68 28 30 31 29 29.5
B. bifidum Bb 13 40 39 37 38 38.5
B. bifidum NCC 381 31 30 31 28 30.0
Geri Aima (%) 59 60 62 62 60.8

Probiyotik laktik asit bakterilerinin aflatoksin B;’e baglanma yeteneklerinin
belirlenmesinde ortam kosullan, istatistiksel agidan onemli (p<0.05) bulunmustur.”
Yapilan galigmalar sonucunda tiim bakteri suglarinin PBS ¢ozetisinde, yagsiz siite oranla
daha yiiksek baglanma aktivitesi gosterdigi gorilmiigtiir. Her iki ortamda da aflatoksin
Br’e en yiiksek baglanma aktivitesi gosteren Bifidobacterium bifidum Bb 13’in, PBS
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¢ozeltisinde aflatoksin By’in % 46.5’ni baglayabilirken, yagsiz sit omeginde ise
%38.5’n1 baglayabildigi saptanmgtir.

Caligilan bakteri suglarnin, yagsiz siit ortaminda aflatoksin B;’e, nispeten diigik
baglanma yetenegi gostermesinin, model olarak kullanilan yagsiz siitteki girigim
faktorlerinin (protein, karbonhidrat, mineral madde) farklilifindan kaynaklanabilecegi

diigiiniilmektedir.

60,0 -

40,0

20,0

% Af B1 baglama (yagsiz sit)

Sekil 4.2. Lactobacillus acidophillus ve Bifidobacterium bifidum' un yagsiz siit
ortaminda aflatoksin B,’i baglama yeteneklerinin kargilagtiriimasi

Aflatoksin B-bakteri kompleksinin In Vivo ortamda yani bagirsak bélgesinde, In
Vitro ortamda meydana gelen aflatoksin B;-bakteri kompleksine gore daha stabil
oldugunu bildirmiglerdir. Aragtirmacilar, bakterilerle yapilan ¢aligmalar sonucunda
bagirsak bolgesinde 60 dakika inkiibasyon sonucunda aflatoksin Bj-bakteri
kompleksinin stabilitesini koruduunu, Ir Vitro ortamda ise, aym siire igerisinde
aflatoksin B,-bakteri kompleksinin stabilitesini kaybederek 6nemli miktarda aflatoksin
By’in tekrar sivi igerisinde serbest kaldigini sdylemiglerdir (El Nezami ve ark., 2000).
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Lactobacillus acidophilus ve Bifidobacterium bifidum suglaninin yagsiz sit
ortaminda aflatoksin B;’i baglama yeteneklerinin belirlenmesi ¢aligmasinda, analiz
yonteminden kaynaklanabilecek kayiplan belirlemek amaciyla yagsiz siit ortaminda
aflatoksin B,’i geri alma calismas:1 yapilougtir. Farkhi zamanlarda yapilan denemeler
sonucunda analiz yonteminden kayanaklanan kaybin %38-41 arasinda oldugu
belirlenmigtir.

Analiz sonuglarindan da gorilebilecegi gibi, ¢aligilan bakterilerin PBS ve yagsiz
sit ortaminda aflatoksin B;’1 geri alma caligmalarninin sonuglart arasinda 6nemli
farkliliklar oldugu bulunmustur. Geri alma ¢aligmalan sonucunda PBS ¢ozeltisinde
aflatoksin B, in ortalama % 96’s1 geri alinirken, yagsiz siit ortaminda ortalama %60.8’1
geri alinabilmigtir. Aflatoksin By’in yagsiz siit ortaminda, siit proteinlerine veya siit
igerisindeki karbonhidratlara baglanabilecegi ve bu nedenle santrfiijleme iglemi
sonucunda, molekiil agirliginin digiik olmasina kargin, protein ve/veya karbonhidrat
tabakas: tarafindan baglanan aflatoksin B;’in, ¢okelti kisminda kalmig olabilecegi
digiiniilmektedir.

Arastirmada kullamilan Lacrobacillus acidophilus Bifidobacterium bifidum
suglaninin  In Vitro ve model olarak uygulanan yadsiz sit ortaminda, aflatoksin B,’i
baglama ve ortamdan uzaklastirma c¢aligmalarinda, bakteri-aflatoksin B; inkibasyonu
sirasinda aflatoksin B,’in stabilitesini koruduBu ve bakteri hiicreleri tarafindan herhangi
bir biyotransformasyona ugratilmadifi goriilmugtir. Bu konuda yapilan bir ¢aligmada,
Bacillus megaterium NRRLB-1368’in aflatoksin B,’i metabolik bir degradasyona
ugratmadify, aflatoksin B,’in bakterinin membran tabakasinda yer alan proteinlere
baglandig bildiriimistir (Lillehoj ve Ciegler, 1968).

Probiyotik 6zellik gosteren laktik asit bakterilerinin aflatoksin B,’i baglama
yeteneklerinin belirlenmesi ile ilgili yapilan galigmalar 1996 yilinda baglatilnug ve bu
konuda simirh sayida galigma yapilmigtir. Bu konuda Anonymous (1999), yapilan bir
¢aligmada test edilen probiyotik bakterilerin aflatoksin B;’i baglama yetenekleri % 20-

50 arasinda bulunmusgtur.
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Oatley ve ark. (2000), In Vitro kogullarda Bifidobacterium spp.’nin aflatoksin
B,’i baglama yeteneklerini belirlemiglerdir. Aragtirmacilar galigilan bakteri tirleri
arasinda Bifidobacterium bifidum BGN 4’in aflatoksin B;’e %46 oraninda baglanarak,
en yiiksek baglanma aktivitesi gosterdigini bildirmislerdir. Aragtirmacilar, en yiksek
baglanma aktivitesi gdsteren Bifidobacterium bifidum BGN4’in hiicre duvannn, diger
suglara gore daha hidrofobik bir karektere sahip oldugunu ve baglanma aktivitesi ile
bakteri hiicre duvan yiizeyinin hidrofobik karekterde olmas: arasinda bir baglantinin
kurulabilecegini ileri sirmuglerdir.

Bolognani ve ark. (1997), baz1 fermente siit iiriinlerinin tiketimiyle viicuda
alinan probiyotik laktik asit bakterilerinin benzo(a)pryne, aflatoksin B; ve bunun diginda
5 farkli gida kanserojenine baglanma yetenegini belirlemiglerdir. Aragtirmacilar In Vitro
kosullarda yapilan caligmalar sonucunda bu bakterilerin aflatoksin B; ve diger

kanserojenik ozellikteki maddeleri baglayabilme yeteneginde oldugunu bildirmiglerdir.

Cizelge 4.3. Probiyotik Laktik Asit Bakterilerinin PBS ve Yagsiz Sit Ortaminda
Aflatoksin B,'i Baglanma Yetenekleri®

% aflatoksin B, Baglama Yetcnegi
(ortalama+standart sapma, n=4)

BAKTERI
PBS Yagsiz Siit
Lb. acidophilus NCC 12 37.0+£25 345413
Lb. acidophilus NCC 36 340+2.1 305+1.3
Lb. acidophilus NCC 68 322412 295+13
B. bifidum Bb 13 465+19 385+13
B. bifidum NCC 381 31.0+£09 300+ 1.1

®: Test edilen bakterilerin aflatoksin B,’i baglama yetenekleri i¢in verilen degerler, 4 tekerriirli olarak
yapilan ¢abgmanm ortalama + standart sapma’smi géstermektedir.
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4.2. Lactobacillus acidophilus ve Bifidobacterium bifidum’un Aflatoksin M;’i
Baglama Yetenegi

Probiyotik bakterilerin aflatoksin M,’e baglanma yeteneginin belirlenmesinde
aflatoksin Bi’e kargt yiiksek baglanma aktivitesi gosteren Lactobacillus acidophilus
NCC 12 ve Bifidobacterium bifidum Bb 13 suslart ile ¢aligiimigtir.

10® konsantrasyonundaki Lactobacillus acidophilus NCC 12 ve Bifidobacterium
bifidum Bb 13’un PBS ¢ozeltisinde aflatoksin M,’i baglama yetenekleri Cizelge 4.4 ve
grafiksel olarak Sekil 4.3 de gosterilmigtir.

Cizelge 4.4. Lactobacillus acidophillus ve Bifidobacterium bifidum’ un PBS
Cozeltisinde Aflatoksin M;’1 Baglama Yetenegi

Bakteri Af My baglama yetenegi (%)
1.Deneme|2.Deneme|3.Deneme| 4.Deneme | Ortalama
Lb.acidophilus NCC 12 30 34 30 28 30.5
B. bifidum Bb 13 35 34 32 29 325
Geri Alma (%) 90 92 92 91 91.3

Cizelge 4.4°de de goriilebilecegi gibi Lactobacillus acidophilus NCC 12’nin PBS
¢ozeltisinde aflatoksin M,’i baglama yeteneg§i ortalama %30.S iken, Bifidobacterium
bifidum Bb 13 susunun aflatoksin M;’i baglama yetenegi ortalama %32.5 oraninda
bulunmustur. Her iki bakterinin PBS ortaminda aflatoksin M;’i baglama yetenekleri
arasindaki farklilik statistiksel olarak 6nemsiz (p>0.05) bulunmugtur.

Aragtirmada kullamilan bakterilerin In Vitro ortamda aflatoksin M;’i baglama
yeteneklen 4 kez tekrarlanmustir. Lactobacillus acidophilus NCC 12’nin aflatoksin M, 1
baglama yetenegi %28-34 arasinda, Bifidobacterium bifidum Bb 13’in ise % 29-35
arasinda bulunmustur. Test edilen bakterilerin aflatoksin M;’i bagilama yeteneginin,

denemeler arasinda 6nemli farklar gostermedigi gorilmiigtiir.
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Lactobacillus acidophilus NCC 12 ve Bifidobacterium bifidum Bb 13’tn In Vitro
ortamda, aflatoksin M;’i baglama yeteneklerinin aragtirilmasinda, analiz yénteminin
giivenilirligini belirlemek amaciyla her denemede PBS ortamindan aflatoksin My’i geri
alma galigmas: yapilmigtir. /n Vitro kogullarda yapilan galigmalarda, aflatoksin My’in

%90-92 arasinda, ortalama %91 .3 oraninda geri alindig belirlenmigtir.

33,0
32,5 &
32,0
31,5
31,0
30,5
30,0 R
295 X . PRI A

Lb.acidophilus B. Bifidum Bb 13

NCC 12

% Af M1 badiama (PBS)

Bakteri

Sekil 4.3. Lactobacillus acidophillus ve Bifidobacterium bifidum' un PBS ¢ozeltisinde
aflatoksin M;’i baglama yeteneklerinin kargilagtirilmas;

PBS ortamindan aflatoksin M,’i geri alma ¢aligmalari sonucunda meydana gelen
ortalama % 8.7’lik kaybin, santrifiijleme iglemi sonrasi supernatant kisminin
kromatograma, yiiksek miktarda (100-150 pl) aktanlmasi sirasinda olabilecek
hatalardan, kromatogramin UV 15181 altinda okunmasi sirasinda veya aflatoksin M; ile
kontamine edilmis PBS ¢ozeltisinin bakteri kiltiiriine aktartlmasi sirasinda meydana
gelebilecek hatalardan kaynaklanmig olabilecegi digiiniilmektedir.

Test edilen bakterilerin, PBS ortaminda aflatoksin B, ve aflatoksin M;’i baglama
yeteneklen arasindaki farkhilik istatist:ksel agidan 6nemli (p<0.05) bulunmugtur.

Bifidobacterium bifidum Bb 13’in PBS ortaminda hem aflatoksin B; hem de
aflatoksin M,’e, diger bakterilere oranla daha yiiksek baglanma aktivitesi gosterdigi
belirlenmistir. Bununla birlikte, aflatoksin By’e kargi daha yiiksek baglanma aktivitesi
gostermistir. Bifidobacterium bifidum Bb 13, PBS ortaminda bulunan aflatoksin By’in
ortalama % 46.5’ni baglayabilirken, aflatoksin M;’in % 32.5’ni baglayabilmigtir. Aym
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sekilde Lactobacillus acidophilus NCC 12 In Vitro ortamda aflatoksin By’in % 37’sini,
aflatoksin M;’in ise ortalama % 30.5’ni baglayabilmigtir.

Bifidobacterium bifidum Bb 13 ve Lactobacillus acidophilus NCC 12’nin
aflatoksin M;’e kars: nispeten zayif baglanma aktivitesi gbstermesinin, aflatoksin M;’in
aflatoksin By’e gore farkli kimyasal yapida olmasindan ve daha polar bir karekterde
olmasindan kaynaklanmig olabilecegi diigiinilmektedir. Ayrnica, santrifiijleme iglemi
sonrasinda olugan bakteri-aflatoksin kompleksinin stabilitesini kaybederek, aflatoksin
M,’in aflatoksin B;’e gore daha polar bir yapida olmasi nedeniyle tekrar siv1 soliisyona
geeme egilimi géstermis olabilecegi de diigiiniilmektedir.

Pienides ve ark. (2000a), bu konuda yaptiklan ¢aligmada, test ettikleri probiyotik
laktik asit bakterilerinin aflatoksin B;’e, aflatoksin M;’e oranla daha yiiksek baglanma
aktivitesi gosterdigini ve bu durumun aflatoksinin kimyasal yapisiyla ilgili oldugunu
bildirmiglerdir. Aflatoksin M;’in aflatoksin B;’in hidroksillenmig (-OH} bir formu
olmast sonucu polaritesinin arttif1 ve daha hidrofilik bir karektere doniigmesi nedeniyle
sulu soliisyonda alikonma egilimi gésterdigini ileri siirmiiglerdir.

Bu konuda Haskard ve ark. (2000) tarafindan yapilan bagka bir ¢aligmada, laktik
asit bakterilerinin degigik aflatoksin tiirlerine baglanma aktivitelerinin, aflatoksinin
polaritesiyle ilgili oldugu vurgulanmugtir. Aragtirmacilar test edilen bakterilerin
aflatoksin tirlerini baglama yeteneklerinin sirasiyla aflatoksin B;, aflatoksin B,,
aflatoksin Gy, aflatoksin Gz oldugunu bildirmislerdir. Arastrrmacilar tarafindan elde
edilen bu sonuglar da, baglanma mekanizmasinda hidrofobik reaksiyonlarin énemli bir
rol oynadifini gostermektedir.

Lactobacillus acidophilus NCC 12 ve Bifidobacterium bifidum Bb 13’in gida
modeli olarak kullanilan yagsiz sit ortaminda aflatoksin M;’i baglama yetenekleri
Cizelge 4.5 ve $ekil 4.4°de verilmistir.

Cizelge 4.5’1n incelenmesiyle de gériilebilecegi gibi, Lactobacillus acidophilus
NCC 12’nin aflatoksin M;’i baglama yetenekleri % 27-30 arasinda bulunmustur.
Bifidobacterium bifidum Bb 13’un aflatoksin M;’i baglama yetenedi ise % 27-32

arasinda bulunmugtur. Gida modeli olarak kullanilan yagsiz siit ortaminda test edilen

61



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Billent KABAK

bakterilerin aflatoksin M,’1 baglama yetenekleri istatistiksel agidan dnemsiz (p>0.05)
bulunmustur.

Test edilen bakterilerin yagsiz siit ortaminda aflatoksin M;’i baglama yetenekleri
farkli zamanlarda 4 kez tekrarlanmigtir. Bakterilerin yagsiz siit ortaminda aflatoksin M;’i
baglama yeteneklerinin belirlenmesi amaciyla yapilan deneme sonuglari ve bu
sonuglann ortalamalan verilmigtir. (Cizelge 4.5). Lactobacillus acidophilus NCC 12
gida modeli olarak kullamilan yagsiz siit igerisindeki aflatoksin M,’in ortalama %
28.8’ini baglayabilirken, Bifidobacterium bifidum Bb 13 ortalama % 29.3’iinii baglama

yetenedi gostermigtir.

Cizelge 4.5. Lactobacillus acidophillus ve Bifidobacterium bifidum’ un Yagsiz Siit
Ortaminda Aflatoksin M,’i Baglama Yetenegi

Bakteri Af M, Baglama yetenegi (%)
1.Deneme|2.Deneme | 3.Deneme | 4.Deneme | Ortalama
Lb.acidophilus NCC 12 30 27 28 28 28.8
B. bifidum Bb 13 32 27 30 30 29.3
Geri Alma (%) 70 72 75 70 71.8

Analiz yonteminin giivenilirlifini tespit etmek amaciyla, denemelerde gida
modeli olarak kullanilan siit ortamindan aflatoksin M;’i geri alma ¢aligmas1 yapilmigtir.
Denemeler sonucunda aflatoksin M;’in % 70-75 oraninda geri alinabildigi goriilmistiir.

Analiz yonteminin uygulanmas: sirasinda meydana gelen ortalama % 28.2’lik
kaybin, santrifijleme agamasi sonrasinda bir kisim aflatoksin M,’in siit proteinlerine
ve/veya  diger komponentlere  baglanmasindan  kaynaklanmig  olabilecegi.

diigtniilmektedir.
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Test edilen bakterilerin yagsiz siit ortaminda aflatoksin B, ve aflatoksin M;’i geri
alma galigmalarinin kargilagtirilmas: durumunda ise, aflatoksin B;’in ortalama % 60.8’1
geri alinabilmigken, aflatoksin M,;’in % 71.8’i geri alinabilmistir. Bunun, Pierides ve
ark. (2000) tarafindan da belirtildigi gibi, aflatoksin M;’in daha hidrofilik bir karakterde
olmasi nedeniyle sulu soliisyonda alikonma e§ilimi gostermesinden kaynaklanmig

olabilecegi diisiiniilmektedir.

Ortalama
(]
ET 300+
© 9 290 1
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=% %01 |
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12
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Sekil 4.4 Lactobacillus acidophillus ve Bifidobacterium bifidum’ un yagsiz siit
ortaminda aflatoksin M;’i baglama yeteneklerinin kargilagtirilmasi

Lactobacillus acidophilus NCC 12 ve Bifidobacterium bifidum Bb 13’Gn PBS
ortaminda ve gida modeli olarak kullanilan yagsiz siit ortaminda bagladiklan aflatoksin
B, ve aflatoksin M, miktar1 kargilagtirmali olarak grafiksel goriinimi Sekil 4.5°de
verilmigtir.

Laciobacillus acidophilus NCC 12’nin PBS ve siit ortamlarinda aflatoksin B; ve
aflatoksin M;’e baglanma yetenekleri arasindaki farklilik Student’s T Testi uygulanarak
belirlenmigtir. Lactobacillus acidophilus NCC 12’nin  PBS ve siit ortamlarinda
aflatoksin B; ve aflatoksin M;’e baglanma yetenekleri arasindaki farklilik 6nemli
(p<0.05) bulunmugtur.

Bifidobacterium bifidum Bb 13’in PBS ortaminda aflatoksin B; ve aflatoksin
M;’e baglanma yetenekleri arasindaki farklilik istatistiksel agidan onemli (p<0.05)
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bulunmustur. Bifidobacterium bifidum Bb 13’4n sit ortaminda aflatoksin B; ve
aflatoksin M,’e baglanma yetenekleri arasindaki farklilik da o6nemli (p<0.05)

bulunmugtur.

Cizelge 4.6. Lactobacillus acidophilus ve Bifidobacterium bifidun’un PBS ve Yagsiz
Siit Ortaminda Aflatoksin M, ’i Baglama Yetenekleri®

% Aflatoksin M, Baglama Yetenegi

(ortalama+standart sapma, n=4)
BAKTERI
PBS Siit
Lb. acidophilus NCC 12 305+25 288+1.2
B. bifidum Bb 13 325+£26 293420

% Test edilen bakterilerin aflatoksin M,"i baglama yetenekleri igin verilen degerler, 4 tekerritrltt olarak
yapulan gahymanm ortalama + standart sapma’sim gostermektedir.

Lb.acidophilus
NCC 12

8 B. Bifidum Bb
13

% baglanma

PBS PBS
Alatoksin B1 Afiatoksin M1

Sekil 4.5. Lactobacillus acidophilus NCC 12 ve Bifidobacterium bifidum Bb 13’ iin
aflatoksin B, ve aflatoksin M, baglama yeteneklerinin kargilaghrilmas1
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4.3. Lactobacillus acidophilus ve Bifidobacterium bifidum’un Aspergillus
Slavus Gelisimi ve Aflatoksin B; Olusturma Yetenegi Uzerine Etkisi

4.3.1. pH Degerleri

Probiyotik laktik asit bakterilerinin (10® kob/ml) ve Aspergillus flavus sporlanmn
(10* kob/ml) bulundugu MRS broth ve yagsiz sit ortaminda 30 °C’de 10 gin

inkiibasyon sonucunda saptanan pH degerleri Cizelge 4.7°de verilmisgtir.

Cizelge 4.7. Probiyotik Laktik Asit Bakterileri ve Aspergillus flavus Sporlannin
Bulundugu Kangik Kiltirde Saptanan pH Degerleri

Mikroorganizma H Degerleri
MRS Yagsiz Siit

Lb.acidophilus NCC 12+A. flavus 6,43 53
1.b.acidophilus NCC 36+A4. flavus 6.2 5,18
Lb.acidophilus NCC 68+A. flavus 6,05 4,95
Bifidobacterium Bb 13+A.flavus 6,58 5,35
Bifidobacterium NCC 381+A. flavus 6,15 5,18
Lb.acidophilus NCC 12 Kontrol 3,73 3.7
Lb.acidophilus NCC 36 Kontrol 3,75 3,77
Lb.acidophilus NCC 68 Kontrol 3,72 3,75
Bifidobacterium Bb 13 Kontrol 3,83 3,8
Bifidobacterium NCC 381 Kontrol 3,77 338
A. flavus Kontrol 5.4 5,24
MRS Konirol 6,5 -
Yagsiz St Kontrol - 6,45
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Cizelge 4.7'nin incelenmesiyle de goriilebilecegi gibi, Lactobacillus acidophilus
ve Bifidobacterium bifidum suslarinin substrat olarak kullanilan ortamlarda tek baglarina
geligmelen durumunda, ortamda bulunan besin maddelerini pargalayarak organik asitler
olusturmakta ve pH onemli miktarda diigmektedir. Bununla birlikte Lactobacillus
acidophilus ve Bifidobacterium bifidum suglannin organik asit olusturma gigleri
arasinda 6nemli bir farklilik olmadig: gorilmigtiir.

Test edilen bakterilerin, MRS ve yagsiz siit ortaminda kontrol olarak tek
baslarina gelismeleri durumunda pH degerleri agisindan substratlar arasinda énemli bir
fark goriilmezken, test edilen probiyotik bakteri ve Aspergillus flavus’un birlikte
bulundugu karigtk kiiltirlerde substratlar arasinda pH degerleri agisindan farkhiliklar
gorialmigtir.

Lactobacillus acidophilus ve Bifidobacterium bifidum suglannin, substrat olarak
kullanilan ortamlara, Aspergillus flavus sporlart ile birlikte inokiile edilmesi durumunda,
30 °C’de 10 giin inkiibasyon sonucunda pH’da kontrole gore onemli miktarda artig
meydana gelmigtir,

Test edilen probiyotik laktik asit bakterilennin inkibasyonun baglangig
agamasinda, eksponansiyel (logaritmik) biiyiime evresinde ortamda bulunan besin
maddelerini kullanarak organik asit olugumu ile pH’y1 diigtirdiigii ve sonraki agamada,
ortamda bulunan glikozun tikenmesi sonucunda Aspergillus flavus’un, laktik asit
bakterileri tarafindan iretilen organik asitleri karbon kaynagi olarak kullandigi
digintlmistir. Lactobacillus acidophilus ve Bifidobacterium bifidum tarafindan
tiretilen organik asitler disosiye olmamig formda kiifin hiicre membranina penetre
oldugu ve hiicre igerisinde disosiye olmasi sonucunda H' iyonlarinin hiicre igerisinden
di ortama tagindif1 ve pH’nin yiikselmesine neden oldugu duginalmigtir (Arda, 1997,
Doyle ve ark., 1997).

Bu konuda El Gendy ve Marth (1981) tarafindan yapilan bir ¢aliymada,
Lactobacillus casei ve Aspergillus flavus’un bulundugu kargik kiiltirde baglangig
pH’sinin 7.10’dan inkiibasyonun 3. giiniinde 3.70’e diitiifiinii inkibasyon siresinin

artmasiyla, pH'nin yiikselmeye bagladifini ve 10. ginde pH’nin 7.20’ye ¢iktigin
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bildirmiglerdir. Coallier-Ascah ve ldziak (1985), yaptiklari benzer bir ¢aligmada ise,
Streptococcus lactis’in sivi kiltirde 16 saat inkiibasyon sonucunda pH’y1 6.8’den 4.3’e
disirdaginii ve bundan sonraki agamada ortama Aspergillus flavus sporlarinn inokiile

edilmesi durumunda ise pH nin 8.0’a yiikseldigini bildirmiglerdir.

43.2. Lactobacillus acidophilus ve Bifidobacterium bifidum’un Aspergillus
Slavus Gelisimi Uzerine Etkisi

Lactobacillus acidophilus ve Bifidobacterium bifidum suglannin MRS broth ve
yagsiz siit ortaminda Aspergillus flavus geligimi lizerine etkisi Cizelge 4.8°da verilmistir.

Probiyotik bakterilerin antifungal aktivitesini tespit etmek amaciyla yapilan
caliymada, Cizelge 4.8'in icelenmesiyle de goriilebilecegi gibi Aspergillus flavus
sayisinda kontrole gore onemli bir degisme olmamigtir. Bu konuda Lunchese ve ark.
(1992), tarafindan yapilan bir ¢aligmada , test edilen Pediococcus ve Lactobacillus
tirlerinin Aspergillus flavus gelisimini engelleyemediklen belirlenmistir.

Yapilan denemelerde Lactobacillus acidophilus NCC 68 ve Aspergillus flavus
sporlannin bulundugu kangik kiltirde Lactobacillus acidophilus NCC 68’in Aspergillus
flavus’un gimlenme yetenegini ve misel olusumunu geciktirdigi belirlenmigtir.

El Gendy ve Marth (1981), yaptiklan g¢aligmada, Lactobacillus casei ve
Aspergillus paraciticus’un sivi kiltiire ayn1 anda agilanmasi durumunda 28 °C’de 10 giin
inkiibasyon sonunda ortam kogullarinin kif gelisimini tegvik ettifini bildirmiglerdir.
Gourama ve Bullerman (1997) ise Lactobacillus casei subsp. pseudoplantarum 371 ile
Aspergillus flavus’un bulundugu kangik kiltirde bu bakterinin kiif geligimini ve
aflatoksin olusumunu engelleyemedigini bildirmiglerdir.

Buna kargin bazi aragtirmacilar da test ettikleri laktik asit bakterilerinin-
antifungal aktivite gosterdiklerini belirlemiglerdir. Karunaretne ve ark.(1990),
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ve Lactobacillus

plantarum’un Aspergillus flavus gelisimini inhibe etttigini bildirmiglerdir. Corsetti ve
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ark. (1998), zorunlu heterofermantatif olan Lactobacillus sanfrancisco CB1 sugunun
Aspergillus spp.’ye karg antifungal aktivite gosterdigini bildirmiglerdir.

Lactobacillus acidophilus ve Bifidobacterium bifidum tarafindan uretilen laktik
asitin Aspergillus flavus gelisimi {izerine olumsuz herhangi bir etkisinin olmadig1
goriulmistir. Bu konuda El Gazzar ve ark. (1987) tarafindan yapilan bir galigmada,
%0.5-2 arasinda laktik asit konsantrasyonunun Aspergillus flavus gelisimini inhibe

etmedigini ve hatta aflatoksin biyosentezini tegvik ettigini bildirmiglerdir.

4.3.3.Lactobacillus acidophilus ve Bifidobacterium bifidum’un Aflatoksin B,
Olusumu Uzerine Etkisi

Test edilen probiyotik bakterilerin aflatoksijenik 6zellikteki Aspergillus flavus’un

aflatoksin By olugturma yetenegi iizerine etkisi Cizelge 4.8 ve Sekil 4.5°de verilmigtir.

Cizelge 4.8. Probiyotik Laktik Asit Bakterilerinin Aspergillus flavus Gelisimi ve
Aflatoksin By Olusturma Yetenegi Uzerine Etkisi

MRS Yagsiz Sut
A.flavus A.flavus
MIKROORGANIZMA (kob/ml) |AfB1{ug/l)| (kob/mi) Af B1(ug/i)
Lb.acidophilus NCC 12+A. flavus| 1,2x10° 125 1x10° 1200
Lb.acidophilus NCC 36+A. flavus]| 62 x 10° 100 7,1 x10° 1050
(b.acidophilus NCC 68+A. flavus| 3.8 x 10° 106 2,7x10* 1000
B. bifidum Bb 13+A.flavus 1,8x10° 130 5x10* 1150
B. bifidum NCC 381+A.flavus 2x10° 115 6x10° 1200
flavus Kontrol 32x10* 37 6x10* 750

Lactobacillus acidophilus ve Bifidobacterium bifidum suslannin, Aspergillus
flavus’un aflatoksin B; olugturma yetenegini tegvik ettifi ve kontrole gére daha yiiksek
miktarda aflatoksin B; olustugu gorilmiistiir. Aspergillus flavus’un bulundugu MRS
broth besiyerinde 37 pg/l afltoksin B, olugurken, Bifidobacterium bifidum ve Aspergillus
Slavus’un birlikte bulundugu kangik kiltirde 130 pg/l aflatoksin B, olugmugtur. Test
edilen bakterilerin aflatoksin B; olusumunu tegvik etmesinde, bakteriler tarafindan
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tiretilen laktik asit ve diger metabolitlerin rol oynayabilecegi diigiiniilmektedir (El
Gazzar ve ark., 1986).

Cizelge 4.8’in incelenmesiyle de gorilebilecefii gibi, test edilen probiyotik
bakteriler yafsiz siit ortaminda daha yiiksek miktarda aflatoksin B; olugturmustur.
Aspergillus flavus’ un kontrol olarak bulundugu MRS broth besiyerinde 37pug/! aflatoksin
B, olugurken, sit igerisinde yaklagik 20 kat (750 pg/l) fazla miktarda aflatoksin By
olusmustur. Bunun, sitin bilegiminde bulunan mineral madde ve vitaminlerin
Aspergillus  flavus gelisimini ve aflatoksin B; olusumunu tegvik etmesinden
kaynaklanmg olabilecegi digiinilmektedir.

Ozkaya ve ark.(1999), ¢inko ve mangan’nin aflatoksin olusumunu tesvik ettigini
bildimmiglerdir. Ortamda ¢inko diizeyinin 0’dan 10 mg/ml’ye arttinlmast durumunda
diger kosullar sabit olmakla birlikte aflatoksin miktanmin 1000 katina g¢iktigin
bildirmiglerdir.

1300 - EAf B1(ugl) MRS & Af B1(ug/l) Yaiisz Sat
1200 i 2 AR
1100 :

1000

Lb. acidophilus Lb. acidophilus Lb.acidophilus  Bifidobacterium  Bffidobacterium  A.flavus Kontrol
NCC 12+A. flavus NCC 36+A. flavus NCC 68+A. flavus Bb 13+A.flavus NCC
381+A.flavus

Sekil 4.6. Probiyotik laktik asit bakterilerinin Aspergillus flavus’un aflatoksin B,
olusturma yetenegi iizerine etkisi
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Lactobacillus acidophilus suglannin In Vitro kogullarda aflatoksin B;’i baglama
yeteneklen % 32.2-37.0, Bifidobacterium bifidum suglarinin In Vitro kosullarda
aflatoksin By’i baglama yetenekleri ise ortalama %31.0-46.5 arasinda bulunmustur. In
Vitro ortamda aflatoksin B;’e baglanma yeteneginde en yiiksek baglanma aktivitesini
%46.5 orami ile Bifidobacterium bifidum Bb 13 gostermistir. Probiyotik laktik asit
bakterilerinin aflatoksin B;’e bajlanma yeteneginin aragtinlmasinda, kontrol olarak ilave
edilen aflatoksin B, in %96’st geri alinmugtir.

Lactobacillus acidophilus suglannin gida modeli olarak kullanilan yagsiz siit
ortaminda aflatoksin B;’1 baglama yetenekleri %29.5-34.5, Bifidobacterium bifidum
suslarinin yagsiz sat ortaminda aflatoksin B;’i baglama yetenekleri ise %30.0-38.5
arasinda bulunmugtur. Gida modeli olarak kullanilan yagsiz sit ortaminda, aflatoksin
Bi’e en yiksek baglanma aktivitesini (%38.5) Bifidobacterium bifidum Bb 13
gostermigtir. Analiz yonteminin giivenirlifini ve hassasiyetini belirlemek amaciyla,
aflatoksin B,’i geri alma caligmalart sonucunda, gida modeline kontamine edilen
aflatoksin By’in %60.8°1 geri alinmigtir.

In Vitro ortamda ve gida modelinde aflatoksin B, i geri alma galigmalannda, her
iki ortam arasindaki fark, istatistiksel agidan 6nemli (p<0.05) bulunmustur. Gida
modelinde yapilan geri alma galigmalarinda aflatoksin B,’in %39.2’sinin geri
alimamadii goralmigtir.

Lactobacillus acidophilus NCC 12 ve Bifidobacterium bifidum Bb 13’tn In Vitro
ortamda aflatoksin Mj’e baglanma yetenekleri arasindaki fark, istatistiksel agidan
6nemsiz (p>0.05) bulunmustur. Lactobacillus acidophilus NCC 12’nin In Vitro ortamda
aflatoksin M,’i bajlama yetenegi ortalama % 30.5, Bifidobacterium bifidum Bb 13’in
1se ortalama % 32.5 bulunmugtur. Probiyotik laktik asit bakterilerinin aflatoksin M;’e
baglama yeteneginin aragtinlmasinda, ortama ilave edilen aflatoksin M;’in % 91.3°i geri

alinmugtir,

70



5.SONUCVEONERILER o ___ Bilent KABAK

Lactobacillus acidophilus NCC 12’nin gida modeli olarak kullanilan yagsiz siit
ortaminda aflatoksin M;’i baglama yetenegi % 28.8, Bifidobacterium bifidum Bb 13’in
aflatoksin M,’i baglama yetenegi ise % 29.3 bulunmustur.Analiz y6nteminin
hassasiyetini belirlemek amaciyla, gida modelinden aflatoksin M;’i geri alma galigmalan
sonucunda, gida modeline ilave edilen aflatoksin M;’in %71.81 geri alinmigtir.

Probiyotik laktik asit bakterilerinin Aspergillus flavus geligimini inhibe
etmedigini yalmizca Lactobacillus acidophilus NCC 68’in Aspergillus flavus’un
¢imlenme yetenegini ve misel olusumunu geciktirdigi gérilmiistir.

Probiyotik bakterilerin MRS broth ve yagsiz site tek bagina inokiile edilmesi
durumunda pH’min 6.50 seviyesinden 3.70 seviyelerine distiiga goralmugtir.
Lactobacillus acidophilus ve Bifidobacterium bifidum suglarmin substrat olarak
kullanilan besin ortamlanna birlikte inokiile edilmesi durumunda ise pH’nin kontrole
gore onemli miktarda yikseldigi gorilmigtiir.

Lactobacillus acidophilus ve Bifidobacterium bifidum suglannin Aspergillus
Slavus’un aflatoksin B; olugturma yetenegini tegvik ettifi ve kontrole gére yiiksek
miktarda aflatoksin B, olustuu gorilmustiir. Aspergillus flavus’un aflatoksin B,
olusturma yeteneginde besin ortaminin da 6nemli bir etkisinin oldugu goérulmiigtiir.
Aspergillus flavus MRS broth besiyerinde 32 pg/l aflatoksin By, yagsiz sit ortaminda ise
750 pg/l aflatoksin B; olusturmustur.

Aragtirmadan elde edilen sonuglara gore;

Probiyotik bakterilerin, aflatoksin B; ve aflatoksin Mi’e baglanma yetenegi
gostermesinden dolayi, bu yontemin gida ve yem maddelerinde, tek basina aflatoksinin
oldugu durumlarda uygulanabilecegi gorilmigtir. Buna kargin, ortamda aflatoksijenik
ozellikteki kiflerin bulunmasi durumunda ise probiyotik laktik asit bakterilerinin kiif
geligimi ve toksin olugumunu arttirict yonde rol oynadig: goriilmiigtiir.

Caligmanin bundan sonraki agamalarinda, probiyotik bakterilerin aflatoksin B; ve

aflatoksin M;’i baglama yeteneklerinin In Vivo kogullarda arastinimasi gerektigi,
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Probiyotik bakterilerin aflatoksin gibi mutajenik ve kanserojenik aktivite
gosteren dier mikotoksinlere baglanma ve bunlan ortamdan uzaklagtirma yeteneginin
de aragtiriimasi gerektigi sonucuna vanlmigtir.

Probiyotik 6zellik gosteren laktik asit bakterilerinin aflatoksin ve diger toksik,
kanserojenik ozellikteki mikotoksinleri etkili bir gekilde detoksifiye etme yeteneginin
bulunmasi durumunda, insan saghig1 izerinde olumsuz herhangi bir etkisi bulunmayan

biyolojik detoksifikasyon yontemi kullamimig olacaktir.
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