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OZET

Sevim, S., Aflatoksin M1 Biyoerisilebilirligi Uzerine Probiyotik Mikroorganizmalar,
Biyopolimer ve Diyet Lifi Etkinliginin Incelenmesi, Hacettepe Universitesi Saghk
Bilimleri Enstitiisii Beslenme ve Diyetetik Programm Doktora Tezi, Ankara, 2023.
Aflatoksin M1 (AFM1) siit ve siit tiriinlerinde en sik bulunan mutajenik ve karsinojenik
Ozelliklere sahip 6nemli bir mikotoksindir. Bu ¢aligmada probiyotik olarak Leuconostoc
mesenteroides RSKK 06043, Saccharomyces cerevisiae RSKK 08022, prebiyotik olarak
iniilin ve biyopolimer olarak kitosanin siitte AFM1 baglama kapasitesi ve in vitro sindirim
modeli uygulamasi ile AFM1 biyoerisilebilirligi tizerine etkisi incelenmistir. Olusturulan
calisma gruplarinda (pozitif ve negatif kontrol, AFM1+ S. cerevisiae, AFM1+ L.
mesenteroides, AFM1+S. cerevisiae+ L. mesenteroides, AFMI+iniilin, AFM1+Kitosan,
AFM1+S. cerevisiae+L. mesentorides+inilin, AFM1+S. cerevisiae+L. mesentorides+
kitosan) bulunan serbest AFM1 miktar1 inkiibasyon sonrasi, in vitro sindirim modeli
uygulamasinda ince bagirsak ve kolon sonrasinda HPLC ile belirlenmistir. Inkiibasyon sonras1
AFM1 baglanma diizeyi %26,7-50,9 arasinda bulunmustur. En yiiksek AFM1 baglama
diizeyini S. cerevisiae; en disiik kitosan gostermistir. Ancak gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik elde edilmemistir (p>0,05). In vitro sindirim modeli uygulamasinda
AFM1’in siitte biyoerisilebilirligi ince bagirsak sonrasinda %90,35+1,15; kolon sonrasinda
%81,40+0,00 bulunmustur. S. cerevisiae bulunan ve L. mesenteroides+S. cerevisiae+Kitosan
bulunan oOrneklerde ince bagirsak sonrasi AFM1 biyoerisilebilirliginde 6nemli derecede
diistiklik saptanmustir (sirastyla %29,30+2,29; %54,68+6,79; p<0,001). Diger 6rneklerde ise
%68,37-88,72 arasinda tespit edilmistir (p>0,05). Kolon sonras1 S. cerevisiae bulunan ve
iniilin bulunan 6rneklerde AFM1 biyoerisilebilirligi kontrol grubuna goére anlamli olmayan
artig gostermistir (sirasiyla %91,16£4,60 ve %96,05+2,23; p>0,05). Diger 6rneklerde ise
AFM1 biyoerisilebilirligi %51,55-60,23 arasinda anlamli diizeyde diigmiistiir (p<0,001). Bu
calisgmada S. cerevisiae, L. mesenteroides, iniilin ve kitosanin siitte AFM1 baglanma
kapasiteleri gosterilmis ve L. mesenteroides ve kitosanin en kararli biyolojik ajan oldugu
belirlenmistir. Ayrica kitosan ve probiyotik bakteriler, siit {irlinlerinde aflatoksinlerin

biyoerisilebilirligini azaltmak i¢in giivenilir biyolojik ajan olarak kullanilabilirler.

Anahtar Kelimeler: Aflatoksin M1, probiyotik, in vitro sindirim, kitosan, iniilin,
biyoerisilebilirlik

Bu proje, Hacettepe Universitesi BAP tarafindan desteklenmistir (Proje No: THD-
2021-18916).
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ABSTRACT

Sevim, S., Investigation of Probiotic Microorganisms, Biopolymer and Dietary Fiber
Efficacy on Aflatoxin M1 Bioaccessibility, Hacettepe University Graduate School Health
Sciences Program of Nutrition and Dietetics, Doctor of Philosophy Thesis, Ankara, 2014.
Aflatoxin M1 (AFML) is an important mycotoxin with mutagenic and carcinogenic properties,
most commonly found in milk and dairy products. In this study, the effects of Leuconostoc
mesenteroides RSKK 06043, Saccharomyces cerevisiae RSKK 08022 as a probiotic, inulin
as a prebiotic and chitosan as a biopolymer on AFM1 binding capacity and in vitro digestion
model application on AFM1 bioaccessibility in milk were investigated. The free AFM1 level
in the created study groups (positive and negative control, AFM1+ S. cerevisiae, AFM1+ L.
mesenteroides, AFM1+ S. cerevisiae, L.mesenteroides, AFM1+inulin, AFM1+chitosan,
AFM1+S. cerevisiae+ L. mesentorides+inulin, AFM1+ S. cerevisiae+ L.
mesentorides+chitosan) was determined by HPLC after incubation, after small intestine and
colon in the application of in vitro digestion model. AFM1 binding level after incubation was
found to be between 26.7-50.9%. S. cerevisiae had the highest AFM1 binding level; chitosan
showed the lowest AFM1 binding level. However, no significant difference was found
between the groups (p>0.05). The bioavailability of AFM1 in milk after the in vitro digestion
model was 90.35+1.15% after the small intestine; found 81.40+0.00% after the colon. AFM1
bioavailability was significantly reduced after the small intestine in samples that included S.
cerevisiae and L. mesenteroides+S. cerevisiae+Chitosan (29.30+2.29%; 54.68+6.79%,
respectively; p<0.001). In the other samples, it was determined between 68.37-88.72%
(p>0.05). AFM1 bioavailability in samples with post-colon S. cerevisiae and inulin showed a
non-significant increase compared to the control group (91.16+4.60% and 96.05+2.23%,
respectively; p>0.05). In the other samples, AFM1 bioavailability decreased significantly
between 51.55-60.23% (p<0.001). In this study, AFM1 binding capacities of S. cerevisiae, L.
mesenteroides, inulin, and chitosan in milk were shown and L. mesenteroides and chitosan
were determined to be the most stable biological agents. In addition, chitosan and probiotic
bacteria can be used as safe biological agent to reduce the bioaccessibility of aflatoxins in
dairy products.

Key Words: Aflatoxin M1, probiotic, in vitro digestion, chitosan, inulin,
bioaccessibility

This study was supported by Hacettepe University BAP (Project No: THD-2021-
18916).
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1. GIRIS
1.1. Kuramsal Yaklasimlar

Aflatoksin (AF), Aspergillus flavus ve Aspergillus parasitucus tarafindan
iiretilen ve en toksik grup olarak nitelendirilen mikotoksin grubudur. Aflatoksinler,
besinlerin iiretim asamalarinda hasattan Once, hasat sirasinda, hasat sonrasinda,
depolama siiresince, tahil, kurubaklagil, yagli tohumlar gibi iriinlerin islenmesi
sirasinda olusabilmektedir. Aflatoksin olusumunu cografik konum, ¢evresel kosullar
(sicaklik, nem), besinin bilesimi, mikrobiyal rekabet, tiriine uygulanan fiziksel islemler
etkileyebilmektedir (1).

Bugiine kadar 20’den fazla aflatoksin tanimlanmis olmakla birlikte Aflatoksin
Bl, B2, G1 ve G2 toksijenik kiifler tarafindan dogal olarak sentezlenen ve
yiyeceklerde goriilen temel tiirleridir. Bunlar icerisinde de en toksik olan tiir AFB1 dir.
AFB1’in farkli metabolitleri olmakla birlikte yiiksek reaktif tipi 4-hidroksi metaboliti
olan AFM1’dir. AFM1, AFBI ile kontamine yemlerle beslenmis laktasyon yapan
hayvanlardan elde edilen siit ve siit iriinlerinde bulunmaktadir. Karacigerde
metabolize olan AFB1’in yaklasik %0,3-6,2’sinin AFM1’e metabolize oldugu ve siit
bezleriyle siite salindig1 belirtilmektedir (1, 2).

AFMI toksisite mekanizmasi insanlarda heniiz net olarak agiklanamamakla
birlikte AFBI mekanizmasina benzerlik gosterdigi disliniilmektedir. Ancak
AFB1’den farkli olarak AFM1 mikotoksini oncii bir metabolik aktivasyona gerek
duymadan insan hiicrelerinde direk sitotoksik etki gdsterebilecegi ileri siirtilmektedir
(3). Bunun yan1 sira AFM1’in, AFB1°den daha diisiik toksijenik etkiye sahip oldugu
belirtilmekle birlikte AFM1’in sitotoksik, genotoksik ve karsinojenik etkileri de ¢esitli
caligmalarda gosterilmistir (4-6). Uluslararast Kanser Arastirma Kurulusu (IARC;
International Agency for Research on Cancer) ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO)
yapilan calismalar neticesinde AFB1 ve AFM1°1 “Sinif 1: Yeterli kanit elde edilmis
insan karsinojenleri” olarak siniflandirmistir (7, 8).

AFM1’in pastorizasyon ve sterilizasyon gibi 1s1l islemlerden etkilenmedigi ve
bu nedenle tiiketime hazir siit ve siit iirlinlerinin iiretimi ve bekletme siiresince stabil
kaldig1 belirtilmektedir. Dolayisiyla besin gilivenligi ve halk sagligi yoniinden

bakildiginda AFMI1, besin zincirine kontamine siit ve siit {iirlinleri araciligiyla



girmektedir. Insanlarin diyetle AFM1 maruziyeti ve saglik riski arasindaki iliskisi
dikkate alindiginda AFM1 maruziyetini en aza indirmek igin birgok tilkede siit ve siit
tirtinlerinde bulunabilecek AFM1 seviyeleri igin kabul edilebilir en st limitler yasal
diizenlemelerle belirlenmistir. Brezilya ve Amerika Birlesik Devletleri (ABD) siitte
kabul edilebilir en yiiksek AFM1 seviyesini 0,5ug/L; Avrupa Birligi ¢ig siitte, 1sil
islem gbrmiis siitte ve siit iiriinlerinde en yiiksek 0,05 pg/LL AFM1 miktarin1 kabul
etmektedir (7, 9). Ulkemizde de benzer sekilde ¢ig siit, 1s1] islem gdrmiis siit ve siit
irlinlerinin tiretiminde kullanilan siitte bulunabilecek en yliksek AFM1 miktar1 0,05
ug/kg (50 ng/kg) olarak belirlenmistir (10).

Besin zincirinde aflatoksin kontaminasyonunu 6nlemenin en iyi yolu gelismis
tarim uygulamalart ve iirlinlerin uygun depolanmasinin benimsenmesidir. Ancak
aflatoksinin normal besin igleme kosullar1 altinda stabil kalmasi ve uygulamalardaki
zorluklar nedeniyle bu her zaman miimkiin olmamaktadir. AFM1 kontaminasyonunu
engellemek ve/veya azaltmak i¢in bugiine kadar gesitli fiziksel uygulamalar (1s1,
ultraviyole 151k veya iyonlastiric1 radyasyon) ve kimyasal ajanlarin (klorlamaya ek
olarak oksidan veya hidrolitik maddeler) kullanimiyla ilgili ¢alismalar yapilmistir (2,
7). Ancak bu yontemler {iriin kalitesinde ve lezzetinde bozulma, verimlilikte azalma,
yiikksek konsantrasyon seviyelerinde toksik etki gosterme ve yiiksek maliyet vb.
dezavantajlar1 nedeniyle yeterince etkinlik saglayamadig belirlenmistir. Bu nedenle
toksik olmayan, giivenilir, ¢evre dostu, etkin ve maliyet kazanci saglayan biyolojik
yontemler tizerinde durulmaktadir (11).

Mikotoksinlerin patojen olmayan mikroorganizmalar 6zellikle giivenilir, etkin
ve c¢evre dostu probiyotik Ozellikteki, maya ve bakteriler tarafindan baglanarak
biyolojik detoksifikasyonu yaklagimi g¢esitli arastirmacilar tarafindan tizerinde
calisilmis ve olduk¢a umut vadedici sonuglar ortaya konulmustur (12-14). Bugiine
kadar yapilan g¢esitli ¢alismalarda bazi probiyotik maya ve bakteri tiirlerinin
(Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces lactis, Lactobacillus rhamnosus, L.
gasseri, L. delbrueckii spp. bulgaricus, L. acidophilus, L. plantarum, Bifidobacterium
lactis, B. bifidum, B. animalis) AFMI1 ile kontamine edilmis sivi ortam ve siitte
AFM1’e baglandigi ve AFM1 seviyesinin énemli diizeyde azaldigi gosterilmistir (7,
12-16). Probiyotik bakteriler ve mayalarin aflatoksine baglanma mekanizmasi heniiz

net olmamakla birlikte metabolik bir yikim ya da kimyasal bir baglanmadan ziyade



hiicre duvar1 bilesenlerine (peptidoglikan ve polisakkaritler) adezyon yetenegi ile
gerceklesen fiziksel bir baglanma ile olustugu ileri stiriilmektedir. Dolayisiyla temel
olarak mikroorganizmanin sahip oldugu baglanma bdlgesi sayisina gére baglanma
kapasitesinin degistigi diisiiniilmektedir (7, 15).

Besinlerle alinan toksin ve benzeri kirletici miktarlarinin viicut tarafindan
kullanilabilir miktar1 her zaman yansitmamasi, bu konudaki bir diger soru isareti olup
biyoerisilebilirlik/biyoyararlanim kavraminm1 ortaya cikarmistir. Biyoerisilebilirlik
caligmalarinin insanlar tizerinde gergeklestirilmesindeki bir¢ok dezavantaj nedeniyle
aragtirmacilar laboratuvar ortaminda gastrointestinal sindirim kosullarmin taklit
edildigi in vitro sindirim modelleri iizerine yogunlasmislardir. Ozellikle de toksin
benzeri zararli bilesenlerin biyoerisilebilirliginin degerlendirilmesinde in vitro
sindirim modellerinin kullaniminin daha uygun olacagi belirtilmektedir (17-19).

Cesitli besin modellerinde ve in vitro soliisyonlarda probiyotik bakterilerin
AFM1’e baglanma yetenegi ile AMF1 seviyesinin azaldigini gosteren bir¢ok ¢aligma
bulunmasina ragmen, besinde olusan bagli aflatoksin-mikroorganizma kompleksinin
emilim ya da metabolizma i¢in uygun halde bulunan serbest aflatoksine gore
gastrointestinal ~sistemdeki biyoerisilebilirliginin nasil degistigi tam olarak
bilinmemektedir  (12-16). Son yillarda  probiyotik  bakterilerin ~ AFM1
biyoerisilebilirligi iizerine etkisini incelemek ic¢in yapilan in vitro sindirim modelli
calismalar artmis olmakla birlikte calisma sayis1 oldukga smirlidir. Kabak ve Ozbey
(2012) probiyotik bakterilerin in vitro sindirim modelinde AFM1 biyoerisilebilirligini
%15,5-31,6 oraninda azalttigin1 (20), Serrano-Nifio ve ark. (2013) ise %22,72-45,17
oraninda azalttigin1 gostermistir (3).

Bununla birlikte son yillarda prebiyotiklerin probiyotik bakteriler iizerindeki
olumlu etkileri, dolayisiyla mikotoksinlerin detoksifikasyonunda da faydali
olabilecegi diisiiniilerek bu yonde ¢alismalar yapilmistir (13-21). Sevim ve ark. (2019)
iniilinin ¢esitli probiyotik bakterilerin AFM1’e baglanma kapasitesini artirdigini
gostermistir (13). Bagka bir ¢alismada ise prebiyotiklerin besin igerigindeki AFM1
seviyesini azaltmada dnemli bir katki saglamadigi, ancak iniilinin biyoerisilebilirlikte
L. acidophilus’un etkinligini artirdigini ifade etmistir (21).

Besinlerde bulunan toksinlerin biyolojik detoksifikasyonunda kullanilabilecek

biyolojik ajanlara probiyotik bakterilerin yan1 sira bir yenisi daha eklenmistir. Assaf



ve ark. (2018) probiyotik bakteri ve mayalarin aflatoksinlere baglanma
mekanizmasinda etkin rol oynadig: diistiniilen hiicre duvar1 anahtar bileseninden yola
cikarak ayni1 bileseni igeren biyopolimer kitinin de AFM1’e baglanarak AFMI
seviyesini 6nemli diizeylerde azalttigini géstermistir (9).

Ancak tiiketilen besinde olusan AFM1-biyolojik ajan kompleksinin yani sira
serbest AFM1 de bulunmakta ve besinde olusan bu bagli aflatoksinin insan
viicudundaki biyoerisilebilirliginin serbest aflatoksine gore farkli olup olmadigi heniiz
aciga kavusturulmamistir. Bunun yami sira probiyotik bakterilerin  AFMI
biyoerisilebilirligi tizerine etkisini inceleyen in vitro sindirim modeli ¢alisma sayis1
olduke¢a sinirlidir. Ayrica bu ¢aligmalarda kullanilan sindirim modelleri ince bagirsak
simiilasyonu ile sonlandirilmis ve bagl aflatoksin-biyolojik ajan kompleksinin birgok
canli mikroorganizma iceren kolonda herhangi bir degisime ugrayip ugramadig
bilinmemektedir (19, 20). Ek olarak biyoerisilebilirlikle ilgili yapilan ¢alismalarda
bugiine kadar sadece bakteriler kullanilmistir (3, 19-21). Ancak son yillarda mayalarin
bakterilere gore antibiyotik direnci gelisimi ve yapisal olarak daha biiyiik olmasinin
sagladig1 avantajlar nedeniyle mayalarin bakterilere goére daha iyi bir alternatif
olabilecegi iizerinde durulmaktadir (7, 11). Ayrica besin giivenliginin saglanmasi i¢in
besin hidrokolloidlerinin kullanilmasi da yeni ve giivenilir bir yaklasim ortaya
koymaktadir. Siit ve siit iriinlerinde AFM1 seviyelerinin ve biyoerisilebilirliginin
azaltilmasinda en etkin biyolojik yontemin belirlenmesi igin farkli probiyotik,
prebiyotik ve biyopolimer gibi biyolojik ajanlarin etkinliginin arastirildigi daha fazla
calismaya ihtiyag vardir. En yiiksek etkinlige sahip oldugu belirlenen biyolojik ajanlar

ile de fonksiyonel besin iiretimine katki saglanabilecektir.
1.2. Amag ve Varsayimlar
Amac:

Bu ¢aligmada biyolojik ajan olan probiyotik bakteri, maya, prebiyotik ve
biyopolimerin siitteki in vitro AFM1 biyoerisilebilirligi iizerine etkisinin incelenmesi

amaclanmustir.



Varsayimlar:

1. Probiyotik bakteri ve mayalar AFM1’e baglanarak siitteki AFM1 seviyesini
azaltirlar.

2. Prebiyotikler ve biyopolimerler probiyotik bakterilerin siitte AFM1’e
baglanma kapasitesini degistirir.

3. Probiyotikler, prebiyotikler ve biyopolimerler AFM1’in

biyoerisilebilirligini degistirirler.



2. GENEL BILGILER
2.1. Mikotoksinler

Mikotoksinler, tarim alanlarindaki mahsullerde hasat Oncesi ve sonrasinda
veya triinlerin isleme ve depolanmasi sirasinda mantar biiylimesi i¢in uygun sicaklik
ve nem altinda mantarlarlar tarafindan iretilen ikincil metabolitlerdir (22). En yaygin
mikotoksinler, Aspergillus, Penicillium ve Fusarium cinslerine ait cesitli ipliksi
mantarlar tarafindan tiretilmektedir (23).

Mantarlarin ¢evredeki yaygin dagilimi nedeniyle mikotoksinler besin ve
yemlerdeki ana kontaminantlardan biri olarak gosterilmekte ve kontamine besinlerin
tiketilmesiyle akut veya kronik olumsuz etkileri ortaya g¢ikabilmektedir. Karaciger
basta olmak tizere viicutta birgok organ veya sistemi etkileyebilmektedirler (22).

Glinlimiizde 400'den fazla mikotoksin tiirli tanimlanmistir ve bilim diinyasi
karsinojenler ve/veya toksik mikotoksin ¢esitleri iizerinde yogunlasmistir. Bu
baglamda Aflatoksinler (AF), Okratoksinler (OTA), Fumonisinler (FB), Zearalenon
(ZEA) ve Deoksinivalenol (DON) sahip olduklari teratojenite, karsinojenite,
mutajenite, genotoksisite ve immiinsiipresyon etkileri ve sahip olduklar1 yiiksek
prevalans sebebiyle halk sagligi bakimindan endiselere sebep olmaktadir (24, 25).
Bunlar igerisinden de aflatoksinler insan saglig1 {izerinde en zararli etkiyi gosteren
mikotoksin grubu olarak belirtilmektedir. Ayrica epidemiyolojik ¢aligmalara gore AF
alim ile insan hepatoseliiler karsinomunun yiiksek prevalansi arasinda dogrusal bir

korelasyon gosterilmistir (25).
2.1.1. Aflatoksin

Aflatoksin, A. flavus, A. parasiticus ve A. nomius mantar tiirlerinin ikincil
metabolitidir ve 20 farkli tiirii tanimlanmistir (16). Bunlar icerisinden dort ana tiirii
olan AFB1, AFB2, AFG1 ve AFG2 toksijenik mantarlar tarafindan dogal olarak
sentezlenirken AFM1 ve AFM2, AFB1 ve AFB2'nin hidroksile metabolitleri olarak
hayvansal iiriinlerde meydana gelmektedir (26-28). Aflatoksinlerin akut ve kronik
toksisiteleri arasinda siddet siralamasi ise AFB1 > AFG1 > AFB2 > AFG2 seklinde
iken, AFM1 ve AFM2 onciillerine kiyasla daha az etkili olarak gosterilmistir (2).

Aflatoksinlerin kimyasal yapis1 Sekil 2.1.’de gosterilmistir (1).
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Sekil 2.1. Aflatoksinlerin (B1, B2, G1, G2, M1, M2) kimyasal yapis1 (1).

2.1.2. Aflatoksin Metabolizmasi ve Saghkla Iliskisi

Aflatoksinlerin ana biyolojik etkisi insan ve hayvan sagligi tizerinde akut veya
kronik karaciger hastaligi olmakla birlikte hem hiicresel hem de hiimoral yanit i¢in
hepatotoksisite, karsinojenisite, mutajenite, teratojenisite ve immiinosiipresanlar

olarak da kabul edilmektedir. Mikotoksin ile kontamine olmus besinlerin uzun siireli



tiiketimi basta karacigerde olmak tizere diger dokularda hasara sebep olarak belirgin
veya mikroskobik anormalliklerin olugsmasina neden olabilmektedir (2, 22).

Aflatoksinle kontamine besin alimimi takiben aflatoksinler gastrointestinal
sistemden hizlica emilirler ve mikrozomal enzim Sitokrom P-450 (CYP450)
araciligiyla metabolize edilirler. Ortaya ¢ikan aflatoksin-8,9-epokside metaboliti DNA
hasarina neden olmakta ve karaciger kanserini tetiklemektedir (24, 28). Ayrica yapilan
cesitli ¢alismalarda RNA yapisinda, protein yapisinda ve endoplazmik retikulumda
bozukluklara neden oldugu belirtilmektedir (29-31).

Giincel deneysel yaklasimlar ile yapilan ¢alismalar diyetle aflatoksine maruz
kalmanin, hepatoseliiler karsinom ve kronik bagirsak enflamatuar hastaliklar1 gibi
farkli hastalik tiirlerinin gelisimi i¢in Onemli bir risk faktorii olarak kabul
edilebilecegini ortaya koymaktadir (1). Bunun yani sira anne siitii araciligiyla anneden
bebege aflatoksin gecisi olabildigi ve gelisen fetiis icin de risk olusturdugu
gosterilmistir (32, 33).

2.1.3. Aflatoksin M1

AFM1, Aflatoksin Bl ve B2 ile kontamine yemlerle beslenmis c¢iftlik
hayvanlarinin meme bezleri yoluyla siite gegen, ayrica insanlarda karaciger sitokrom
P450 enzimlerinin etkisiyle AFB1’den iiretilebilen, AFB1'in baslica hidroksillenmis
tirevidir (34). Uluslararas1 Kanser Arastirma Kurulusu (IARC; International Agency
for Research on Cancer) AFMI’i “Smuf 1: Yeterli kamit elde edilmis insan
karsinojenleri” olarak siiflandirmig ve insanlar i¢in karsinojenik madde olarak kabul
etmistir (35). Avrupa Birligi’nin “Gida Maddelerinde Bazi Kontaminantlarin
Maksimum Diizeylerini Belirleyen Komisyon Direktifi’nde; aflatoksinlerin
genotoksik karsinojen maddeler olmasi nedeniyle NOEL (No Observable Effect;
gozlenebilir etki olusturmayan diizey) ve ADI (Acceptable Daily Intake; kabul
edilebilir giinliik alim miktari) degerinin tespit edilemedigi belirtilmistir (36).

Aflatoksinlerin insanlar tarafindan alinmasi, esas olarak kontamine tarim
tirlinlerinin ve/veya kontamine yemlerle beslenen siit salgilayan hayvanlardan elde
edilen hayvansal tirlinlerin tiikketimi yoluyla gerceklesmektedir. Farkli hayvansal iiriin
tirleri arasinda siit ve siit trtinleri AFM1'in en giiclii kaynaklaridir (1). Siit ve siit

tirlinleri her yas grubu tarafindan siklikla tiiketilen ve 6zellikle ¢ocuk beslenmesinde



onemli bir yere sahip olan bir besindir. Bu besinlerin AFM1 ile kontaminasyonu,
AFM1’in pastorizasyon ve sterilizasyon gibi 1s1l islemlerden etkilenmemesi nedeniyle
halk sagligi agisindan 6nemli bir risk teskil etmektedir. Bu nedenle Tiirkiye de dahil
olmak iizere bircok iilkede siit ve siit iirlinlerinde bulunmasina izin verilen AFM1
seviyeleri yasal diizenlemeler ile belirlenmistir. (37). Kodeks Alimentarius
Komisyonu ve Avrupa Komisyonu (AK) gibi uluslararasi bilim topluluklari, siit ve siit
bazli iirlinlerde AFMI igin izin verilen maksimum seviyeyi (MPL, maximum
permitted level) belirlemistir. Kodeks Alimentarius Komisyonu, peynirde AFML1'in
MPL'sinin 250 ng/kg'dan yiliksek olmamas1 gerektigini belirtmistir. Ayrica AK ¢ig,
pastorize ve sterilize siitler icin MPL'yi 50 ng/L olarak belirlemistir (1). Farkli
tilkelerde siit ve siit tirinlerinde bulunmasi izin verilen maksimum Aflatoksin M1

limitleri Tablo 2.1.’de verilmistir (38).

Tablo 2.1. Farkli iilkelerde siit ve siit iirtinlerinde Aflatoksin M1 yonetmeligine gore
izin verilen miktarlar (38).

Ulke Siit (ng/kg) Siit uiriinleri (ng/kg)
USA 0,50 0,50

Avrupa Birligi 0,05 0,05

Avusturya 0,05 0,05 (yag)

Fransa 0,05; 0,03 (3 yas alt1 cocuklar i¢in) -

Bulgaristan 0,50 0,10 (siit tozu)
Brezilya 0,50 5,0 (siit tozu)
Tiirkiye 0,05 0,25 (peynir)

Misir 0 0

Arjantina 0,05 0,50 (siit Girinleri)

Ancak buna ragmen yapilan ¢ok sayida ¢alismada iilkemizde ve diger birgok
tilkede siit ve siit iriinlerinde belirlenen yasal limitlerin tizerinde AFM1 tespit
edilmistir (39-41). Ek olarak AFMI1 maruziyetinin degerlendirildigi ¢esitli
caligmalardan elde edilen sonuglar, basta ¢ocuklar olmak iizere tiim yas gruplarinin
stitte AFM1 varligina bagl olarak yiiksek riske maruz kaldigin1 gostermistir (42-44).
Dolayisiyla siit ve siit lirtinlerinde AFM1 seviyelerinin ve maruziyetinin azaltilmasi

icin pratik, etkili ve ucuz yontemlerin gelistirilmesi gerekmektedir (45).



10

2.1.4. Aflatoksin Kontrol Yontemleri

Besinlerde ve yemlerde aflatoksin olusumunu kontrol altinda tutmak igin
oncelikle tiriinde olusumunu engellemek gerekir. Ancak bunu saglamak her zaman
miimkiin olmamaktadir. Dolayisiyla bu iirlinlerden toksini temizlemek i¢in ¢esitli
yontemler gelistirilmistir (46). Bu yontemler arasinda 1s1, ultraviyole 1sik ya da
iyonlastirict radyasyon gibi fiziksel yontemler ve klorlama, oksitleyici ya da hidrolize
edici ajanlarin kullanildigr kimyasal yontemler yer almaktadir. Ancak fiziksel ve
kimyasal yontemler ¢esitli dezavantajlar1 (iirtin kalitesinde, organoleptik ve besleyici
Ozelliklerinde bozulma, yiikksek maliyet) nedeniyle yeteri kadar etkinlik
gostermemektedir (47, 48). Bu nedenle insan sagligi ve besin kalitesi tizerinde
olumsuz etkilere neden olmayacak giivenilir ve etkin kontrol ydntemlerinin
gelistirilmesine ihtiyag duyulmaktadir (49).

Son yillarda, hayvan sindirim sisteminde mikotoksinlere baglanma yetenegine
sahip bazi baglayict ajanlarin kullanilmasi, mikotoksinlerin biyoyararlanimini ve
toksisitesini azaltic1 olarak endiistriyel uygulama potansiyeline sahip 6nemli bir
yaklagim olarak gosterilmektedir (2). Bu baglayici ajanlar iginde patojen olmayan
mikroorganizmalar ile ilgili 5nemli ¢aligmalar yapilmis ve umut vadedici sonuglar elde
edilmigtir (49-51). Bununla birlikte mikotoksinlerin sahip olduklari kimyasal
ozelliklerinden dolay1r besinden uzaklastirlmasinda farkli dogal baglayicilarin
kullanimi iizerinde de durulmaktadir. Besin endiistrisinde kullanilabilen dogal
baglayicilar arasinda seliiloz, maya hiicre duvar1 polisakkaritleri ve peptidoglikanlar
gibi kompleks sindirilemeyen karbonhidratlar bulunmaktadir. Ayrica aflatoksine
baglanma yetenegi bulunan mikroorganizmalarin ¢ogalmasin1  destekleyen
prebiyotiklerin kullaniminin da faydali olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenle son

yillarda gesitli prebiyotik ve biyopolimerlerin etkinligi de aragtirilmaktadir (9, 21, 52).
2.2. Probiyotikler

Probiyotik ajan tanimi, Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ve Birlesmis Milletler
Gida ve Tarim Orgiiti'ne (FAO) gére yeterli miktarda uygulandiginda konakgi
tizerinde ¢ok sayida saglik acisindan yararli etkilere neden olan canh
mikroorganizmalardir (53, 54). Bu canli mikroorganizmalarin, memelilerin sindirim

sisteminin dengesinin korunmasina yardimci olmada ve ishal, tiriner enfeksiyonlar,
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kandidiyazis, laktoz intoleransi, hiperkolesterolemi, bagisiklik bozukluklari, sindirim
enzimlerini etkileyen diger gida alerjileri gibi baz1 hastaliklarin kontrol ve/veya tedavi
edilmesinde, ayrica karsinojen ajanlarin inhibisyonu ve kansere neden olan bilesikleri
notralize etmede faydali oldugu bildirilmektedir (2, 55-57).

Probiyotikler, patojenik olmayan birgcok cesitli bakteri, mantar ve algleri
icermekte ve ¢ogunlukla insan kaynaklarindan, hayvanlardan ve c¢evreden
tiiretilmektedir. Ancak insanlarin kullanabilece§i probiyotik iiriinler i¢in yalnizca
insan kaynakl tiirlerin kullanim1 uygun goriilmektedir. Fermente siit iirlinleri gibi
probiyotik iiriinler i¢in kullanilan probiyotik mikroorganizmalar, esas olarak bagirsak
mikroorganizmalari olan Lactobacillus ve Bifidobacterium tiirlerinden olugmaktadir
(2, 53, 54, 57).

Probiyotik tiriinlerde yaygin olarak kullanilan mikroorganizma tiirleri asagida
verilmistir (2, 56, 57).

o Bakteriler:

(i) Lactobacillus tiirleri: L. acidophilus, L. plantarum, L. sporogenes, L.
rhamnosum, L. delbrueck, L. reuteri, L. fermentum, L. lactus, L. brevis, L.
cellobiosus, L. casei, L. farciminis, L. paracasei, L. gasseri, L. crispatus

(ii) Bifidobacterium tiirleri: B. bifidum, B. infantis, B. adolescentis, B. longum,
B. thermophilum, B. breve, B. lactis, B. animalis

(iii) Streptococcus tiirleri: S. lactis, S. cremoris, S. alivarius, S. intermedius, S.
thermophilis, S. diacetylactis

(iv) Bacillus tiirleri: B. subtilis, B. clausiic

(v) Leuconostoc mesenteroides, Enterococcus faecium, Escherichia coli Nissle
susu, Lactococcus lactis subsp.lactis

e Maya ve Kkiifler: Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces bourlardii,
Aspergillus niger, Aspergillus oryzue, Candida: krusei, pintolopesii

Probiyotik mikroorganizmalarin giinliik terapotik dozu yaklasik log 8-9 kob/g
olarak belirtilirken bir {iriiniin probiyotik olarak nitelendirilebilmesi igin minimum log
6—7 kob/g konsantrasyonlarinda bulunmasi gerektigi belirtilmistir (58). Benzer sekilde
FDA da minimum log 6-7 kob/g konsantrasyonlarinda probiyotik mikroorganizma
bulunmas1 gerektigini belirtmektedir. Ancak sindirim ve depolamanin canlilik

tizerindeki etkileri géz Oniine alindiginda, terapdtik etkinin saglanabilmesi igin
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probiyotik mikroorganizma konsantrasyonunun log 8-9 kob/g olmasi 6nerilmektedir
(59).

2.3. Besin Hidrokolloidleri

Son yillarda, besin bilimindeki aragtirmalardaki 6énemli gelismeler daha ¢ok
reolojiyi, kaliteyi, besin degerini artirmada biiyiik bir uygulama ile farkli kolloidal
sistemlerin liretimine ve bunlarin 6zellikle besin ve ila¢ sektorlerinde kullanimina
odaklanmaktadir. Bu baglamda, polisakkaritler ve proteinler gibi besin kolloidleri,
gliclii hidrofilik yapilart nedeniyle biiyilik potansiyele sahiptir (60, 61). Bunlar, gergek
¢ozelti ile slispansiyon arasinda orta diizeyde olan bir kolloidin &zelliklerini sergileyen
ve dolayisiyla hidrofilik kolloidler veya hidrokolloidler olarak adlandirilan koloidal
bir dagilim olusturmaktadir. Aslinda besin kolloidlerinin geleneksel uygulamalari,
besin sisteminin reolojik oOzelliklerini (jellesme, koyulasma, stabilize etme ve
emiilsifikasyon kapasitesi) modiile etme yeteneklerine dayanmakta ve bununla birlikte
yeni iretilmig besinlerin duyusal ozelliklerini ve yapisint (iiriin i¢i ve agiz ici)
tanimlamada 6nemli bir rol oynamaktadir (60, 62).

Dogal fonksiyonel 6zelliklerin yan1 sira bu biyopolimerler, yag yerine gegme
ozellikleriyle az yaglh besinlerin iiretiminde ya da diyet lifleri olarak besinin besleyici
ozelliginin 1yilestirilmesinde cesitli avantajlar saglamaktadir. Ayrica sindirilmisg
besinlerin artan viskozitesi kiitle transferinin azalmasina yardimci olmakta ve bu
durum mide bosalmasinin azalmasina ve enzimatik faaliyetin yavaslamasina neden
olmaktadir. Bdylece kardiyovaskiiler hastaliklarin Onlenmesi, tip 2 diyabette
insiilinemik kontroliin saglanmasi, glisemik yanitin diizenlenmesi, obezitenin
tyilestirilmesi, bagisikligin diizenlemesi ve kolon sagliginin korunmasi gibi bir¢ok
saglik yarar1 saglamaktadir (60, 61).

Hidrokolloidlerin saglik {izerindeki faydalarinin yan sira giiniimiizde besinde
biyoaktif bilesiklerin kararliligini iyilestirmek icin bariyer malzemeleri olarak
kullanildig1 uygulamalar da giderek yayginlagsmaktadir. Sahip olduklar1 yap1 tasarimu,
kendiliginden toplanma davranisi, hidrofobik etkilesimler ve molekill i¢i ve
molekiiller aras1 hidrojen baglar1 dahil olmak iizere gosterdikleri kolloidal 6zellikleri

ile besin endiistrisinde uygulama alanlar1 artmaktadir (61, 63, 64).
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Hidrokolloidler, dogada her yerde bulunan yapisal olarak ¢ok cesitli gida
polisakkaritleri sinifidir. Cogu dogal hidrokolloid, karasal bitki ve deniz yosunlari
dahil olmak {izere bitki kaynaklidir. Hayvansal kaynakli kitin ve kitosan da gida
endiistrisinde genis uygulamalar1 bulunan hidrokolloidlerdir. Bitki ve hayvan kaynakli
olanlarin yan1 sira mikroorganizmalar da ¢ok ¢esitli fizikokimyasal dzellikler, yapisal
ve metabolik fonksiyonlar sergileyen cesitli polisakkaritler (bakteriyel seliiloz,

ksantan, dekstran, pullulan ve curdlan) salgilamaktadirlar (61).
Kaynaklarina gore hidrokolloidler dort ana kategoriye ayrilmaktadir (61):
1. Bitkisel kaynakl1 hidrokolloidler
2. Hayvansal kaynakli hidrokolloidler
3. Mikrobiyal kaynakli hidrokolloidler (fermentasyon)

4. Kimyasal olarak modifiye edilmis bitkisel kaynakli hidrokolloidlerdir
(sentetik sakizlar).

Sekil 2.2., biyolojik kdkenlerine gore siniflandirilmis hidrokolloidlerin genel
bir bakisin1 sunmaktadir (61).

Besin Hidrokolloidleri

[
[ [ I 1

Mikrobiyal Kimyasal olarak Hav |
Bitkisel kaynakh kaynaklh modifiye k? ‘I’fall‘jlf
(fermentasyon) (sentetik) y
[
[ | ] I t
Bitki salgilar Tohum gumlari Deniz yosunu 1\/111{1'01)1}.’31 Modifiye nisasta Jelat'm..kltm.
salgilar kitosan

t g S et \\ Guar gum, t t
Pektin, intlin, pisilyum, nisasta, \Agar-agar, ksilan Ksautan, Seliiloz tiirevleri

gumlar amiilaz. siitiloz dextran, curdlan

Sekil 2.2. Hidrokolloidlerin biyolojik kdkenlerine gore siniflandirilmasi.

2.3.1. Prebiyotikler: iniilin

Prebiyotikler baslangigta “kolondaki bir veya smirli sayida bakterinin
liremesini ve/veya aktivitesini segici olarak uyararak konakeiyr faydali bir sekilde
etkileyen ve boylece konagin sagligimi iyilestiren sindirilemeyen gida bilesenleri”

olarak tanimlanmistir (56). Daha sonra bu tanim, "mide-bagirsak mikroflorasinda hem
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bilesimde hem de aktivitede fayda saglayan spesifik degisikliklere izin veren secici
olarak fermente edilmis bir bilesen" olarak gelistirilmistir (57, 65).

Prebiyotikler ¢ogunlukla oligosakkaritlerden olusmakta olup bazi
polisakkaritleri de (Or. iniilin) igermektedirler. Yaygin olarak kullanilan prebiyotikler
frukto-oligosakkaritler/oligofruktoz (FOS), galakto-oligosakkaritler (GOS), iniilin,
izomalto-oligosakkarit (IMO), beta-glukan ve psyllium kabugudur. Prebiyotiklerin
saglik yararlari, probiyotikler gibi yararli mikroorganizmalarin uyarilmasiyla ve kisa
zincirli yag asitleri (SCFA) gibi prebiyotiklerin hidrolizinden {iretilen metabolitlerin
etkileriyle ilgilidir (58, 66). Ayrica fizyolojik ve besleyici 6zelliklerin yani sira iiriin
yapisinin ve dokusunun iyilestirilmesinde sagladiklar katkilar ile besin endiistrisinde
de 6nemli yer almaktadirlar. Ozellikle baz1 prebiyotik lifler yag benzeri 6zellikleri
sayesinde az yagl ya da yagsiz iirlinlerde yag ikame maddeleri olarak kullanilmaktadir
(57, 66, 67).

Ondokuzuncu yiizyilin baslarinda Inula helenium olarak bilinen bir bitkinin
koklerinden depo karbonhidrati olarak kesfedilen iniilin, prebiyotiklerle ilgili yapilan
calismalarda biiyiik ilgi ¢cekmektedir. Yaklasik 45.000 bitki tiirliniin (¢i¢ekli bitkilerin
%15') ana karbonhidrat deposunun iniilin oldugu belirtilmektedir (68, 69).

Iniilin, saglik yararlarinin yam sira sahip oldugu islevsel dzellikleri nedeniyle
besin sanayinde kullanim alanlar1 giderek artmaktadir. Uzun zincirli iniilin
fraksiyonlar1 az ¢o6ziiniir ve nispeten viskoz yapisiyla az yaglh siit {iriinlerinde yag
ikame maddeleri olarak kullanilabilmektedir. Ayrica siit veya suda parcalandiginda
mikro kristaller olusturma yetenegi sayesinde yag benzeri bir his ile kremsi bir doku
saglar. Bu nedenle iniilin pismis iirlinler, dondurmalar, siiriilebilir iirtinler, dolgular,
sekerlemeler ve salata soslar1 gibi iriinlerde seker ve yagin yerine yaygin olarak
kullanilmaktadir (69). Bunun yani sira iniilin tim AB iilkelerinde yasal olarak gida
veya gida bilesenleri (katki maddeleri olarak degil) olarak siniflandirilmakta ve
ABD’de genel olarak giivenli kabul edilen anlamimnda GRAS (Generally Recognized
as Safe, Genel Olarak Giivenli Olarak Kabul Edilen) olarak nitelendirilmektedir. Tiim
bu iilkelerde, yiyecek ve iceceklerde icerik olarak belirli sinirlamalar olmaksizin

kullanilabilmektedir (70).
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2.3.2. Biyopolimer: Kitosan

Kitin seliilozdan sonra diinyada en ¢ok bulunan yenilenebilir ve toksik olmayan
dogal bir biyopolimer olarak genis bir uygulama alanina sahiptir. Son yillarda kitinin
deasetilasyonundan elde edilen kitosan kendine 6zgii yapisi, biyo-uyumlulugu, biyo-
cozlinebilirligi, disik maliyeti ve diger fonksiyonel 0Ozellikleriyle bircok
biyopolimerden daha avantajli oldugu disiiniilerek besin, ilag, kozmetik, ziraat,
biyoteknoloji gibi farkli alanlarda kullanim olanag: saglamaktadir (71, 72). Bununla
birlikte kitosan FDA tarafindan genellikle giivenilir olarak bilinen GRAS
kategorisinde yer almakta ve bazi lilkelerde dogal gida katki maddesi olarak kabul
edilmektedir. Kitosan biyoaktif yapist ve katyonik karakteri ile gida sanayisinde
kullanim i¢in biiylik avantaj saglamakta ve besin 6gesi (fonksiyonel besin iiretimi),
gida katki maddesi, antimikrobiyal ajan (gida koruyucu), diyet lifi ve gida takviyesi
olarak kullanimi giderek artmaktadir (71).

Kitosan, toksik olmayan, biyolojik olarak pargalanabilen, immiinolojik olarak
notr, antiinflamatuar, anti-tiimor gibi yara iyilestirici ve antioksidan aktivitesiyle de
insan sagligi {izerinde bir dizi faydali 6zellige sahip bulunmustur (72). Kitosan,
spesifik kitinaz enzimi olmayan herhangi bir organizmanin gastrointestinal sisteminde
hidrolize olmayan diyet lifi saglayabilmektedir. Ayrica kitosanin prebiyotik kapasitesi
de rapor edilmistir (73). Son yillarda 6zellikle hipertansiyon, dislipidemi ve obeziteye
kars1 farmakoterapi veya diyet lifi olarak kullammlariyla dikkat ¢cekmektedir. Insan
caligmalari, bir gida takviyesi olarak kitosan uygulamalarinin, plazmadaki toplam
kolesterol ve diisiik yogunluklu lipoprotein kolesterol miktarlarim1 azaltmada etkili
oldugunu ve karaciger ve plazma triasilgliseroliinii diislirebilecegini gostermistir.
Kitosanin plazma lipitlerini azaltmadaki etkileri, diyet lipitlerini ve safra asitlerini
baglama ve pankreatik lipaz aktivitesini inhibe etme, bdylece gastrointestinal
sistemdeki bagirsak yag emilimini azaltma yetenekleri ile iligkili oldugu
belirtilmektedir (74-76). Tirk Gida Kodeksi Beslenme ve Saglik Beyanlar
Yonetmeligi (2017) ne gore de giinde 3 g kitosan alinmasi normal kan LDL kolesterol
diizeyinin korunmasina katkida bulunacag: belirtilmektedir (65).

Kitosanin gesitli ¢alismalarda antimikrobiyal 6zelligi de gosterilmistir (77, 78).
Kitosanin  antimikrobiyal aktiviteSinin  arkasindaki en Onemli faktorler

mikroorganizma tipi ve deasetilasyon derecesi olarak belirtilmektedir. Kitosan, D-
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glukozamin ve N-asetil-d-glukozamin birimlerinin rastgele bir kopolimeridir.
Asetilasyon veya deasetilasyon derecesi olarak ifade edilen bu iki monomerik birim
arasindaki oran ve molekiiler agirlik, kitosanin antimikrobiyal aktivitesinde ve sulu
ortamdaki ¢oziiniirliigiinde 6nemli rol oynamaktadir. Kitosan, mantar veya
bakterilerin gegirgenlige yol acan hiicre yiizeyinde aktif bulunmustur. Bu etkilesimin
cogunlukla elektrostatik oldugu ve kitosanin protonlanmig amino gruplarinin pozitif
yiikleri ile hiicre yiizeyindeki negatif yiiklii molekiiller arasinda gergeklestigi
diistiniilmektedir (79).

Ozellikle son on yilda kitosan, meyve veya sebze kalitesini korumak ve
Penicillium expan, Botrytis cinerea, Lasiodiplodia theobroma, Alternaria tenuissima
ve Fusarium oxysporum gibi ¢ok sayida patojenik mantarin neden oldugu tarimsal
iriinlerin hasat sonras1 hastaliklarin1 azaltmak icin yaygin olarak kullanildig:
belirtilmektedir (80, 81). Fungistatik veya fungisidal bir ajan olarak
mikroorganizmalar {izerinde dogrudan etki gdsterebildigi ve mantar veya bakterilerin
hiicre yiizeyine baglanabildigi ileri siiriilmektedir. Ayrica kitosanin, negatif ytiklii
fosfolipidlerle elektrostatik etkilesimler yoluyla hiicre zarni etkiledigi; hiicre zari
bozulduktan sonra, hiicreye girme yetenegine sahip oldugu belirtilmektedir (82, 83).
Meng ve ark. (2020), kitosanin, Aspergillus ochraceus'u karsi antifungal etkisi
oldugunu gostermistir. Etki mekanizmas1 olarak da kitosanin hiicre duvari ve hiicre
zar1 biitinliigiin bozulmasi ve ribozom biyogenezi inhibisyonunu desteklemesi
belirtilmektedir (84). Antifungal aktivite kitosanin en 6nemli biyoaktivitelerinden biri
olarak gosterilmekte ve kitosanin tarla {iriinleri, meyve ve sebzeler i¢in zararli olan

fitopatojenik mantarlarin biiyiimesini azaltabilecegi bildirilmektedir (85).
2.4. Probiyotik Bakterilerin Aflatoksin M1’i Baglayic1 Ozelligi

Bugiine kadar cesitli laboratuvar sivilarinda, siit ve siit iiriinlerinde yapilan
cesitli calismalarda probiyotik maya olarak S. cerevisiae, S. boulardi, Kluyveromyces
lactis, K. marxianus; probiyotik bakteri olarak Lactobacillus rhamnosus, L. gasseri,
L. casei, L. delbrueckii spp. bulgaricus, L. acidophilus, L. plantarum, Bifidobacterium
lactis, B. bifidum, B. animalis’in AFM1’e baglanarak tiriindeki AFM1 seviyesinin

onemli diizeyde azaldig belirlenmistir (12-16, 86-88). AFML1 ile kontamine besinlerde
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probiyotik mikroorganizmalar tarafindan AFM1’in azaltilmasina yonelik yapilan bazi
caligmalarin 6zellikleri ve sonuglar1 Tablo 2.2.’de 6zetlenmistir (21, 86-88, 93-100).

Probiyotik mikroorganizmalar tarafindan aflatoksin diizeyinin azalmasinin
altinda yatan mekanizma halen net olmamakla birlikte metabolik ya da kimyasal bir
aktiviteden ziyade toksin ile mikroorganizma arasinda gerceklesen fiziksel bir
baglanma oldugu ve bu baglanmanin da hiicre duvari bilesenleri (peptidoglikan ve
polisakkaritler) araciligiyla gerceklestigi ileri siiriilmektedir. Ozellikle yapilan
caligmalarda elde edilen azalma diizeylerinin test edilen mikroorganizmalarin tiiriine
gore degismesi, farklt mikroorganizmanin sahip oldugu baglanma bdlgesi sayisinin ve
dolayisiyla baglanma kapasitesinin farkli olmasiyla ilgili oldugu diisiiniilmektedir (7,
15). Ayrica baglanma mekanizmasini arastirmaya yonelik yapilan bir ¢alismada
probiyotik bakterinin géstermis oldugu antimutajenik aktivitenin, hiicre duvarindaki
protein yapisinda olmayan, karbonhidrat-karbonhidrat kompleksi veya lipit-
karbonhidrat kompleksinden kaynaklandigi belirlenmistir (89).

Farkli konseptli deneyler sonucunda asit ve/veya 1s1l islemler, mikroorganizma
konsantrasyonu, mikroorganizma canlilig1, mikroorganizma tiirii, pH, ve inkiibasyon
sicakligi ve siiresi gibi faktorlerin de probiyotik mikroorganizmalarin baglanma
diizeyini etkiledigi belirtilmektedir (15, 47, 90, 91). Yapilan bir ¢alismada ise AFM1
baglama diizeyini etkileyen en Onemli etkenin mikroorganizma konsantrasyonu
oldugu belirtilmistir (92).

Bunun yani sira probiyotiklerin hidrofobik yapilari sayesinde gastrointestinal
sistemde aflatoksine kovalent olmayan baglarla baglandigi ve olusan mikroorganizma-
aflatoksin  kompleksi sayesinde aflatoksinin intestinal liimenden emilimi ve
biyoyararlaniminin azalabilecegi lizerinde durulmaktadir (48). Ancak olusan bu
mikroorganizma-aflatoksin kompleksinin emilim ya da metabolizma i¢in uygun halde
bulunan serbest aflatoksine gore gastrointestinal sistemdeki biyoerisilebilirliginin nasil

PO

degistigi halen arastirma konusudur.
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2.5. In Vitro Sindirim Calismalar

Insan saghig risk degerlendirmesinde, besinlerin tiiketimi, birgok kirletici
maddeye maruz kalmanin ana yolu olarak kabul edilmektedir. Tiiketilen bir kirleticinin
(alinan) toplam miktari, her zaman viicut i¢in kullanimi mevcut olan miktar
yansitmamaktadir. Kirleticinin yalnizca belirli bir miktar1 biyolojik olarak
kullanilabilmektedir. Biyoyararlanim, besinlerle alinan kontaminantin sistemik
dolasima ulasan ve toksik etkilerini gosterebilen oranini tanimlamak i¢in kullanilan bir
terimdir (17). Hayvanlar ve insanlar iizerinde yapilan calismalar, besinlerden elde
edilen bilesiklerin biyoyararlaniminin, besin kaynagina, besinin islenmesine veya
hazirlanmasina bagli olarak 6nemli 6l¢lide farkli olabilecegini gostermektedir. Sonug
olarak, A {irliniindeki bir kirletici madde toksisiteye neden olabilirken, B {iiriiniindeki
ayni miktardaki kirletici madde toksik etki gostermeyebilir. Bu nedenle de
biyoyararlanim ¢aligmalar1 giin gectikce dnem kazanmaktadir (17-19).

Insan sindirim sistemi asamalarini laboratuvar ortaminda taklit eden in vitro
sindirim yontemi, besin veya farmasotiklerin gastrointestinal sistemdeki davraniglarini
incelemek igin kullanilmaktadir. Insan beslenme ¢alismalar, diyetle ilgili calismalara
hala altin standardi ararken, in vitro modeller daha hizli, daha ucuz, daha az emek
gerektiren ve etik kisitlamalar1 olmayan calismalardir. Bunun yani sira modeldeki
tekrarlanabilirlik, kontrollii kosullar ve kolay orneklem segimi in vitro sindirim
modelinin uygulanabilirligini daha da avantajl hale getirmektedir (101).

Insan sindirim sistemini taklit eden in vitro sindirim modeli ¢alismalar1 kolonik
fermantasyonu dahil etsin ya da etmesin, stabilite ve biyoyararlanim gibi olaylarin
degerlendirilmesinde degerli ve yararl araglar olarak kabul edilmektedir (102). Ayrica
besin igleme tekniklerinin biyoyararlanim iizerine etkisinin belirlenmesinde de
kullanilabilmektedir (103).

Simiile sindirim modelleri oral faz, gastrik faz, intestinal faz ve nadiren de olsa
kolonik fermentasyonu igermektedir. Bu modeller sindirim enzimleri varligi ve
konsantrasyonlari, pH, sindirim siiresi, tuz, iyon konsantrasyonu ve diger faktorleri
hesaba katarak fizyolojik kosullar1 taklit etmektedir (101).

Ulusal Halk Saglig1 ve Cevre Enstitiisti (National Institute for Public Health
and the Environment, RIVM, Bilthoven, The Netherlands) tarafindan besin matrisinin
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alinan kontaminantlarin biyoerisilebilirligi izerindeki etkilerini incelemek ve boylece
besindeki kontaminantlarin insanlarda risk degerlendirmesinin yapilabilmesi igin
kullanilabilecek bir in vitro sindirim modeli gelistirilmistir (17, 20). Bu sindirim
modeli 37°°de 5 dk agizdaki sindirimin taklidiyle baglayip, 2 saat mide ile devam
etmekte ve 2 saat ince bagirsak taklidi ile tamamlanmaktadir. Bu in vitro sindirim
modeli kullanilarak AFM 1’in biyoerisilebilirligi ilk defa 2012 yilinda Kabak ve Ozbey
tarafindan calisilmis ve siitte aflatoksin biyoerisilebilirligi %80,5-83,8 arasinda
belirlenmistir (20).

In vitro sindirim modeli kullanilarak AFM1 biyoerisilebilirligi ile ilgili yapilan
caligmalar Tablo 2.3.’de verilmistir (3, 19-21). Gorildigii tizere AFMI1
biyoerisilebilirligi lizerine biyolojik ajanlarin etkisini inceleyen ¢alisma sayis1 oldukca
siirhdir. Ayrica var olan bu galismalarda yalnizca ince bagirsaktaki biyoerisilebilirlik
degerlendirilmistir. Ancak ince bagirsaktan emilmeden kolona gecen aflatoksin-
biyolojik ajan kompleksinin kolonda bir¢ok mikroorganizma ve enzim aktiviteleri
nedeniyle de degisiklige ugramasi muhtemeldir. Dolayisiyla besinde AFM1 baglanma
kapasitesi gosteren biyolojik ajanlarin gastrointestinal sistem boyunca kararliliklarinin
degerlendirilmesi ve AFM1 biyoerisilebilirligi izerindeki etkisinin incelenmesi biiyiik
onem tasimaktadir. Ayrica farkli biyolojik ajanlarin degerlendirilmesi ile AFM1
biyoerisilebilirliginin azaltilmasinda yeni ve gilivenilir yaklasimlar ortaya konulmasi

onemli olmaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma Ocak — Agustos 2022 tarihleri arasinda Hacettepe Universitesi
Saglik Bilimleri Fakiiltesi Beslenme ve Diyetetik Boliimii Mikrobiyoloji Laboratuvari
ve Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Ana Bilim Dali

Laboratuvari’nda toplam 54 6rnek iizerinde gerceklestirilmistir.
3.1. Gereg

Calisma kapsaminda baglanma yetenekleri arastirilacak olan probiyotik bakteri
olarak Leuconostoc mesenteroides RSKK 06043, maya olarak Saccharomyces
cerevisiae RSKK 08022 yerli susu liyofilize olarak Refik Saydam Hifzissihha Merkezi
Baskanligi’'ndan temin edilmistir. Suslarin  se¢iminde literatiirde daha once
calisilmamis olmasi dikkate alinmustir.

L. mesenteroides RSKK 06043 susunun ¢ogaltilmasinda MRS agar (Biokar),
S. cerevisiae RSKK 08022 susunun ¢ogaltilmasinda YPD agar (CONDA 1546-500)
kullanilmastir.

AFMI1 standardi, Aspergillus flavus tarafindan elde edilen >%98 saflikta
(Sigma-A6428-50UG), vida kapakli sisede 50 pg olarak temin edilmistir. Molekiil
agirligi 328,27 g/mol olup, 1,00 — 1,10 mg/ml ¢oziiniirliige sahiptir.

Test parametrelerinin AFM1°1 baglama yeteneginin belirlenmesinde AFM1°e
kars1 spesifik antikorlari iceren AFM1 TM immunoaffinity kolonu (R-Biopharm
EASI-EXTRACT) kullanilmistir.

Test parametrelerinin AFM1°1 baglama yeteneginin HPLC ile belirlenmesinde
kullanilan tiim kimyasallar HPLC safligindadir.

Stit orneklerinin hazirlanmasi i¢in yagsiz siit tozu (<%1 yag) yerel bir
hipermarketten temin edilmistir. Siit tozuna ait HPLC kromatogrami Sekil 3.1.’de

verilmigtir. Siit tozunun AFM1 igerigi 6l¢iim limitinin altinda kalmistir.

LU ]

0.13
0.125 o
0.12 4

0.115 o

0.11
0.105
T T T
in|
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Sekil 3.1. Siit tozuna ait HPLC kromatogramu.

Probiyotik bakterilerin bakteri yogunlugunun ayarlanmasi igin Fosfat
Tamponlu Tuz (PBS; pH 7,4) (PBS- Life Technologies™ Gibco® 10010-031)
kullanilmistir.

Calismada kullanilan iniilin (BENEO-Orafti®HSI) hindibadan elde edilmis ve
%86’ dan fazla iniilin iceren endiistriel bir iirlindiir ve yerel distribiitor tarafindan temin
edilmistir.

Biyopolimer olarak kullanilan kitosan %100 dogal kitosan ekstrakti olarak

(deasetilasyon derecesi %80,6) yerel bir saticidan temin edilmistir.
3.2. Yontem
3.2.1. Liyofilize Bakteri Kiiltiiriiniin Aktivasyonu ve Hazirlanmasi

Liyofilize bakteri kiiltiirinlin hazirlanmasinda asagidaki adimlar izlemistir.
» L. mesenteroides RSKK 06043 ve S. cerevisiae RSKK 08022 liyofilize
kiiltiirlerini igeren cam tiipler u¢ kismindan 1-2 cm igerden keskin ege
ile ¢eltiklenmistir.

» Tiip alkolle 1slatilmis gazli bez ile dezenfekte edilmistir.

A\

Tiip gazl bez ile sarilip ¢eltiklenmis bolgeden kirilmistir.

» Liyofilize bakteri kiiltiiriinii igeren cam ampul i¢erisine 1 mL MRS s1v1
besiyeri, liyofilize maya i¢eren cam ampul igerisine 1 mL Brain Heart
Infiizyon ilave edilir ve bir iki dakika ¢6ziinmesi beklenmistir.

» Cozdirilmiis L. mesenteroides, MRS agara ekilir ve mikroaerofilik
ortamda 30°C’de 72 saatlik inkiibasyonun ardindan tekrarlayan pasajlar
yapilmistir.

» Cozdurilmiis S. cerevisia ise YPD agara ekilir ve 37°C’de 24 saatlik
inkiibasyonun ardindan tekrarlayan pasajlar yapilmistir.

Calisma gruplarina eklenecek bakteri miktar1 2x108 kob/mL olacak sekilde;
maya miktari ise 2x108 kob/mL olacak sekilde McFarland densidometresi ile PBS (pH

7,4) ¢cozeltisi icerisinde ayarlanmigtir.
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3.2.2. Aflatoksin M1 ile Kontamine Orneklerin Hazirlanmasi

Calismada 50 pg AFM1 (Sigma) standardi asetonitril ile ¢ozdiiriilerek 10
ug/ml stok ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Calisma gruplarinda 10 ng/mL AFM1 olacak
sekilde stok ¢ozeltiden uygun miktarda ¢ozelti alinip steril falkon tiiplere konulmus ve
icerisindeki asetonitril N2 gazi1 altinda uzaklastirilmistir.

Calismada kullanilacak olan siit 6nceden 50+£5°C’ye 1sitilmig distile su ile %10
oraninda yagsiz siit tozu 15 dk karistirilarak elde edilmistir. Hazirlanan siitler 37°C’ye
sogutulup N2 gazi ile asetonitril uzaklastirllmis AFM1 ¢o6zeltisi iceren tip ile
birlestirilerek AFM1 kontamine siit ornekleri hazirlanmistir. AFM1 ile kontamine siit
ornekleri test edilecek bakteri (2x108 kob/mL), maya (2x10° kob/mL), iniilin (%5) ve
kitosan (%]1) ile birlestirilerek Tablo 3.1’°de belirtilen ¢alisma gruplarinin her birinden
6 adet hazirlanarak toplamda 54 Ornek olusturulmustur. Eklenen probiyotik
mikroorganizma miktarinin belirlenmesinde Tiirk Gida Kodeksi Beslenme ve Saglik
Beyan1  Yonetmeligi’nde belirtilen bir iriiniin  probiyotik iiriin  olarak
adlandirilabilmesi i¢in i¢cermesi gereken minimum canli probiyotik mikroorganizma
miktar1 (1x10° kob/mL) goz 6niine almmustir (65). McFarland densidometresi ile
yapilan yogunluk &l¢iimiinde, PBS igerisinde 10° kob/mL maya bulundugunda dl¢iilen
yogunluk, bakteri yapisinin maya yapisina gore kiigiik olmasi sebebiyle 108 kob/mL
bakteri bulundugunda 6l¢iilmektedir. Bu nedenle bu ¢alismada olusturulan 6rneklerde
mikroorganizma yogunlugunun ayni olabilmesi i¢in eklenen miktarlar olusabilecek
kayiplar da gdz 6niine alinarak maya igin 2x10° kob/mL ve bakteri igin 2x10® kob/mL
olarak belirlenmistir. Eklenen iniilin miktar1 ise daha Once yapilan g¢alismalarda
iniilinin prebiyotik etkisini gostermek i¢in gilinliikk alinmasi Onerilen miktarin bir
porsiyon besinin tiiketimiyle karsilanmasi i¢in o besine eklenen miktar géz Oniine
alinarak belirlenmistir (104-107). Kitosan miktar1 da benzer sekilde ozellikle
besinlerde antimikrobiyal ve antioksidan etkisinin gosterildigi miktar baz alinarak
belirlenmistir (73, 84).

Negatif kontrol hari¢ tiim 6rnekler 10 ng/mL AFM1 kontamine siit ile dublike
olarak hazirlanmis ve hazirlanan 6rnekler 4 saat 37°C‘de inkiibe edilmistir. Calisma
gruplariin, siitte AFM1 baglanma diizeylerinin tespiti icin, elde edilen ornekler
inkiibasyon sonrasinda 15 dk 3000xg santrifiij edilip siipernatant ayrilmis ve
igerisindeki serbest AFM1 miktar1t HPLC analizi ile belirlenmistir.
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Tablo 3.1. Siit 6rnekleri ¢alisma gruplari.

Ornek ismi Ornek icerigi

Pozitif kontrol ~ Sadece AFM1 kontamine siit

Negatif kontrol AFM1 olmayan, ancak mikroorganizma olan siit

Test grubu 1 AFM1 kontamine siit + 108 kob/mL L. mesenteroides

Test grubu 2 AFM1 kontamine siit + 10 kob/mL S. cerevisiae

Test grubu 3 AFM1 kontamine siit + 10® kob/mL L. mesenteroides + 10° kob/mL S.
cerevisiae

Test grubu 4 AFM1 kontamine siit + 10® kob/mL L. mesenteroides + 10° kob/mL S.
cerevisiae + Iniilin (%5)

Test grubu 5 AFM1 kontamine siit + 10® kob/mL L. mesenteroides + 10% kob/mL S.
cerevisiae + Kitosan (%1)

Test grubu 6 AFM1 kontamine siit + Kitosan (%1)

Test grubu 7 AFM1 kontamine siit + Iniilin (%5)

Elde edilen sonuclar neticesinde test parametrelerinin AFM1 baglanma yiizdesi

asagida verilen formiille hesaplanmustir.

Ornekteki AFM1 pikinin alan
AFM1 kontrol pikinin alani

Baglanma ytzdesi = 100 * (1 —

Calisma gruplarinin, siitte AFM1’in biyoerisilebilirligi lizerindeki etkisini
incelemek i¢in ise inkiibe edilen orneklere laboratuvar ortaminda gastrointestinal

sindirimin taklidi i¢in gelistirilen in vitro sindirim modeli uygulanmistir.
3.2.3. In Vitro Sindirim Modelinin Uygulanmasi

Inkiibasyon sonrasinda 6rneklere Ulusal Halk Sagligi ve Cevre Enstitiisii
(National Institute for Public Health and the Environment, RIVM, Bilthoven, The
Netherlands) tarafindan laboratuvar ortaminda gastrointestinal sindirimin taklidi i¢in
gelistirilen in vitro sindirim modeli uygulanmistir (24, 35). Bu sindirim modeli
37°C’de 5 dk agizdaki sindirimin taklidiyle baslayip, 2 saat mide ile devam etmekte
ve 2 saat ince bagirsak taklidi ile tamamlanmaktadir. Bu calismada ayrica florada
bulunan bakteriyel enzimler (proteaz ve viskozim L) kullanilarak kolon taklidi
saglanmistir. Proteaz enzim soliisyonu (Protease type XIV bacterial from

Streptomyces grise; Sigma P5147) eklendikten sonra 37°C’de 1 saat inkiibe edilir,
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ardindan arka bagirsak mikrobiyal fermentasyonunu simiile etmek i¢in mikrobiyal
enzimin bir ikamesi olarak Viscozyme L (Sigma V2010) eklenerek 37°C’de 16 saat
inkiibe edilmistir (36).

Uygulanan sindirim modelinin bilesenleri Tablo 3.2.’de belirtilmistir.
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Uygulanan in vitro sindirim modelinin uygulama asamalar1 agagida detayli

olarak verilmistir. Sematik gosterimi de Sekil 3.2.’de verilmistir.

ORNEK

4,5mL

AGIZ

6 mL tiikiiriik
5 dk, 37°C’de
6.5+0.5

MIDE

12 mL mide suyu
2 saat, 37°C’de,
pH 2.5+0.5

INCE BAGIRSAK

12 mL duodenal su +
6 mL safra +

2 mL NaHCOz3 (1 M)
2 saat, 37°C’de,

pH 6.5+0.5

KOLON

5 mL Proteaz
1 saat, 37°C’de,
pH 8.0

150 pL Viscozyme L
16 saat, 37°C de

Elde edilen karisim

15 dk
3000xg Santrifiij
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Sindirim modelinin ince bagirsak ve kolon asamalar1 sonrasinda AFM1 tayini
ayri ayrit yapilarak sindirim asamalarinin AFM1 baglanmasi iizerindeki etkisi
incelenmistir. Sindirim modeli tamamlanan ornekler 15 dk 3000xg santrifiij edilerek
stipernatant ve sindirilen pellet kism1 ayrilmis, siipernatant icerisindeki serbest AFM1
miktart HPLC analizi ile belirlenmistir.

Orneklerin HPLC analizi yapilan asamalar1 Tablo 3.3.’de belirtilmistir. Buna

gore her bir test grubundan 6’sar 6rnek olmak tizere toplamda 54 6rnek hazirlanmistir.

Tablo 3.3. Calisma gruplarinin HPLC analizi yapilan asamalari.

Inkiibasyon Ince bagirsak Kolon sonrasi
sonrasi sonrasi
Pozitif kontrol P.1 6rnek P.1.1 P.1.K
P.2 6rnek P21 P.2.K
Negatif kontrol N.1 6rnek N.1.i N.1.K
N.2 6rnek N.2.i N.2.K
Test grubu 1 1.1 6rnek 1.1.1 1.1.K
1.2 6rnek 1.2.1 12K
Test grubu 2 2.1 érnek 2.1.1 2.1.K
2.2 6rnek 2.2.1 2.2.K
Test grubu 3 3.1 6rnek 3.11 3.1K
3.2 drnek 3.2.1 3.2K
Test grubu 4 4.1 6rnek 4.1.1 4.1.K
4.2 ornek 421 42K
Test grubu 5 5.1 6rnek 5.1.1 5.1.K
5.2 drnek 5.2.1 52K
Test grubu 6 6.1 drnek 6.1.1 6.1.K
6.2 6rnek 6.2.1 6.2.K
Test grubu 7 7.1 6rnek 7.11 71K
7.2 drnek 721 72K

Elde edilen sonuclar neticesinde AFM1 biyoerisilebilirligi asagida belirtilen

formiille hesaplanmastir.
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in vitro sindirilmis 6rnekteki miktar

Biyoerisilebilirlik =100« ( sindirim 6ncesi miktar

3.2.4. Aflatoksin M1 Ekstraksiyonu ve HPLC Analizi

Deney asamalar1 tamamlanan tiim numuneler HPLC analizi 6ncesi AFM1’e
0zgli immiinoafinite kolonu (R-Biopharm; Darmstadt, Almanya) kullanilarak
ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyon islemleri asagida belirtilmistir. Ekstraksiyon sonrasi
elde edilen 6rnekler aliiminyum folyoya sarilarak -20°C’de 151k gérmeyecek sekilde
HPLC analizine kadar saklanmustir.

Inkiibasyon siireci ve sindirim modeli asamalari tamamlanan 6rnekler 5 dk
2750xg santrifiij edilerek siipernatant ve sindirilen pellet kismi ayrilarak vakum
manifolda yerlestirilmis aflatoksin M 1’e 6zgli immiinoafinite kolonu ile elue edilmistir
(Sekil 3.3.). Elde edilen eluat bir vialde toplanarak HPLC cihazi ile analiz edilinceye
kadar -18°C’de saklanmustir.

Sekil 3.3. AFM1’in vakum manifolda yerlestirilmis aflatoksin M1’e 6zgi
immiinoafinite kolonu ile ektraksiyonu.

Siit  oOrneklerinin  AFM1 analizlerinde AOAC (2005) metodundan
yararlanilmistir. Elde edilen orneklerdeki AFM1’in kantitatif analizi izokratik

kosullarda floresans detektorlit HPLC cihazi ile yapilmigtir. Cihaza bagli olarak vakum
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degaser, izokratik pompa ve otomatik enjeksiyon sistemi yer almaktadir. Analiz igin
C18 (250x4.6 mm, 5 m) kolon ve SutAsetonitril+Metanol (68:24:8 v/v/v)’den olusan
mobil faz kullanilmistir. Kolon sicakligi 25°C, pompa akis hizi 1 mlL/dakika,
eksitasyon dalga boyu 360 nm ve emisyon dalga boyu 430 nm olarak ayarlanmustir.
Tiim ayarlamalar sonunda her bir 6rnekten bir defa olmak tizere HPLC cihazima 100

pL enjeksiyon yapilarak sonuglar elde edilmistir.
Yontem Validasyonu

Yontem validasyonu amaciyla geri kazanim ¢alismasi yapilmistir. AFM1 geri
kazanim miktarlarini belirlemek igin standart ilave metodu kullanilmigtir. Bunun i¢in
ekstraksiyon oncesinde ornege belirli konsantrasyonlarda (0,5; 1; 5 ve 10 ng/mL)
AFM1 stok soliisyon eklenmistir. AFM1’in geri kazanim oranmi ortalama %80,03
olarak bulunmustur.

Calismada analiz edilen AFM1’in standart soliisyonlarinin (0,5; 1; 5 ve 10
ng/mL) kalibrasyon egrisi ile hesaplanan saptama sinir1 (Limit of detection, LOD) ve

6l¢tim limiti (Limit of quantification, LOQ) degerleri Tablo 3.4.’te verilmistir.

Tablo 3.4. AFM1’in geri kazanim, LOD ve LOQ degerleri.

Kons. Geri RSD LOD LOQ R?
(ng/ml) Kazanim (%) ng/mi ng/mi
(%)
AFM1 0.5 74,8 1,66 0,0197  0,0599 0,9986
1 80,0 3,53
5 80,3 12,50
10 85,0 11,72

Kons.: Konsantrasyon; RSD %: Bagil Standart Sapma (Relative Standard Deviation); LOD: Saptama
Smir1 (Limit of Detection); LOQ: Olgiim Limiti (Limit of Quantification).

3.2.5. Istatistiksel Degerlendirme

Test parametrelerinin AFM1°1 baglama yeteneklerinin belirlenmesinde elde
edilen veriler SPSS 23 istatistik paket programi ile analiz edilmistir. Tiim analizler
dublike olarak gerceklestirilmistir. Caligma gruplarinin inkiibasyon sonrasi baglanma
diizeyleri, ince bagirsak ve kolon sonrasi biyoerisilebilirlik diizeyleri arasindaki
farklilik ve her ¢alisma grubunun kendi iginde inkiibasyon sonrasi, ince bagirsak ve

kolon sonrasi baglanma diizeyleri arasindaki farklilik tek yonlii varyans analizi
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(ANOVA) ile belirlenmistir. Gruplar arasindaki farkin 6nemi ise Post-Hoc Tukey testi
ile analiz edilmistir. Istatistiksel olarak en diisiik anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak
almmustir (108).
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4. BULGULAR

Bu caligmada pozitif ve negatif kontrol gruplarinda disinda 7 farkli ¢alisma
grubunda inkiibasyon sonrast AFM1 baglanma diizeyi %26,7-50,9 arasinda; in vitro
sindirim modeli uygulamasinda AFMI1’in siitte biyoerisilebilirligi ince bagirsak
sonrasinda AFM1 biyoerisilebilirlik diizeyi %29,30-88,72 arasinda bulunurken kolon

sonrasinda %51,55-96,05 arasinda bulunmustur.

4.1. Probiyotik Bakteri ve Maya ile Prebiyotik ve Biyopolimerlerin

Inkiibasyon sonras: Siitte Aflatoksin M1’e Baglanma Diizeyleri

Inkiibasyon sonrasi yapilan analizlerde pozitif kontrol drneklerinde tespit
edilen AFM1 diizeyine ait HPLC kromatogrami Sekil 4.1.’de, negatif kontrol
orneklerinde tespit edilen AFM1 diizeyine ait HPLC kromatogrami Sekil 4.2.°de
gosterilmistir. Negatif kontrol orneklerinde AFMI1 seviyesi tespit limitinin altinda

kalmistir.

Lu

0.8

0.6

0.4

0.2

Sekil 4.1. Pozitif kontrol 6rneklerinde inkiibasyon sonrasi tespit edilen AFM1
diizeyine ait HPLC kromatograma.

Lu

0.106

0.105 3

0.104

0.103 4

0.102

0.101 4

Sekil 4.2. Negatif kontrol 6rneklerinde inkiibasyon sonrasi tespit edilen AFM1
diizeyine ait HPLC kromatogramiu.
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4.1.1. Probiyotik Bakteri ve Mayamn Inkiibasyon sonrasi Siitte
Aflatoksin M1’e Baglanma Diizeyleri

4 saatlik inkiibasyon sonrasinda L. mesenteroides’in AFM1 baglanma diizeyi
ortalama %34,4+6,7; S. cerevisiae’nin AFMI1 baglanma diizeyi %50,9+5,1
bulunmustur. L. mesenteroides ve S. cerevisiae’nin birlikte bulundugu 6rneklerde
inkiibasyon sonunda AFM1 baglanma diizeyi %36,2+7,2 olarak tespit edilmistir.

S. cerevisiae’nin bulundugu 6rneklerde tespit edilen AFM1 diizeyine ait HPLC

kromatogrami Sekil 4.3.’te gdsterilmistir.

LU

0.4 4

0.3 o

0.2 4

0.1 7

Sekil 4.3. S. cerevisiae’nin bulundugu 6rneklerde inkiibasyon sonrasi tespit edilen
AFM1 diizeyine ait HPLC kromatogrami.

4.1.2. Prebiyotik ve Biyopolimerlerin Inkiibasyon sonras Siitte

Aflatoksin M1’e Baglanma Diizeyleri

Inkiibasyon sonras1 kitosanin AFM1 baglama diizeyi % 26,7+0,0 iken iniilinin
AFMI1 baglama diizeyi %38,0+8,8 bulunmustur. Kitosanin bulundugu 6rneklerde
inkiibasyon sonrasi tespit edilen AFM1 diizeyine ait HPLC kromatogrami Sekil 4.4.’te

gosterilmistir.

LU4
0.45 -
0.4
0.35
0.3 4
0.25
0.2 4

0.1
T

0 2 4 ] 2

Sekil 4.4. Kitosanin bulundugu 6rneklerde inkiibasyon sonrasi tespit edilen AFM1
diizeyine ait HPLC kromatogrami.
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4.1.3. Probiyotik Mikroorganizmalar, Prebiyotik ve Biyopolimer
Kombinasyonlarimn inkiibasyon Sonras: Siitte Aflatoksin M1’e

Baglanma Diizeyleri

Iniilin, L. mesenteroides ve S. cerevisiae’nin birlikte bulundugu &rneklerde
inkiibasyon sonrast AFM1 baglanma diizeyi %44,3+4,1 bulunurken kitosan, L.
mesenteroides ve S. cerevisiae’nin birlikte bulundugu 6rneklerde inkiibasyon sonrasi
AFMI1 baglanma diizeyi %39,5+0,5 bulunmustur.

Buna gore 7 calisma grubunda tespit edilen AFM1 baglanma kapasitesi
ortalama %26,7+0,0 ile %50,9+5,1 arasinda bulunmustur. En yiiksek AFM1 baglama
kapasitesi S. cerevisiae’nin bulundugu o6rneklerde goriilirken en diisik AFM1
baglama kapasitesi kitosan bulunan 6rneklerde saptanmistir. Ancak gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik elde edilmemistir (p>0,05).

Test parametrelerinin siitte AFM1°e baglanma diizeyleri Tablo 4.1’ de ayrintili

olarak verilmis ve Sekil 4.5.te gosterilmistir.

Tablo 4.1. Probiyotik bakteri ve maya ile prebiyotik ve biyopolimerlerin inkiibasyon
sonrasi siitte AFM1’e baglanma diizeyleri.

Calhisma gruplar1  Test parametresi Baglanma Yiizdesi
Test grubu 1 L. mesenteroides 34.4+6,7

Test grubu 2 S. cerevisiae 50,9+5,1

Test grubu 3 L. mesenteroides + S. cerevisiae 36,2+7,2

Test grubu 4 L. mesenteroides + S. cerevisiae + Iniilin ~ 44,3+4,1

Test grubu 5 L. mesenteroides + S. cerevisiae + Kitosan 39,5+0,5

Test grubu 6 Kitosan 26,7+0,0

Test grubu 7 Iniilin 38,0+8.8

p 0,055

Veriler ortalamatstandart sapma olarak verilmistir.
p, AFM1 baglanma diizeyleri tek yonliit ANOVA ile analiz edilmistir.
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Ortalama Baglanma Yiizdesi

40
3
2 I
0

S. cerevisiae Kitosan Iniilin
mesememldes mesemamdes +1neseme1mdes +mese11tem1des +
S. cerevisiae S. cerevisiae + S. cerevisiae +
Iniilin Kitosan

=]

(=1

—_
(=1

Sekil 4.5. Probiyotik bakteri ve maya ile prebiyotik ve biyopolimerlerin inkiibasyon
sonrast siitte AFM1’e baglanma yiizdeleri.

NS: Not Significant (istatistiksel olarak anlaml degil, p>0,05).

4.2. Probiyotik Bakteri ve Maya ile Prebiyotik ve Biyopolimerlerin Siitte
AFM1 Biyoerisilebilirligi Uzerine Etkisi

AFM1’in siitte biyoerisilebilirligi ince bagirsak sonrasinda %90,35+1,15
olarak tespit edilmistir. Kolon sonrasinda ise AFMI1’in siitte biyoerisilebilirligi
%381,40+0,00 olarak bulunmustur.

4.2.1. Probiyotik Bakteri ve Maya ile Prebiyotik ve Biyopolimerlerin ince
Bagirsak Sonrasi Siitte AFM1 Biyoerisilebilirligi Uzerine Etkisi

S. cerevisiae ve L. mesenteroides ’in Etkisi

In vitro sindirim modeli uygulanan &rneklerde ince bagirsak sonrasi en diisiik
AFM1 biyoerisilebilirlik diizeyi S. cerevisiae bulunan 2. test grubunda tespit edilmis
(9%29,3042,29) ve kontrol grubuna gore istatistiksel olarak onemli derecede diisiik
bulunmustur (p<0,001). L. mesenteroides bulunan 1. test grubunda ise AFM1
biyoerisilebilirlik diizeyi %70,00+6,90 olarak tespit edilmistir. S. cerevisiae ve L.
mesenteroides’in birlikte bulundugu 3. test grubunda da AFMI1 biyoerisilebilirlik
diizeyi %68,37+£9,21 bulunmustur. Bu test gruplarinda tespit edilen AFMI
biyoerisilebilirlik diizeyleri de pozitif kontrol grubuna gore diisiik olmakla birlikte bu

diisiis istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir (p>0,05).
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Iniilin ve Kitosanin Etkisi

Kitosan bulunan 6. test grubunda AFMI biyoerisilebilirlik diizeyi
%70,82+5,75 bulunurken iniilin bulunan 7. test grubunda AFMI1 biyoerisilebilirlik
diizeyi %88,72+8,05 bulunmustur. iki test grubunda da tespit edilen AFM1
biyoerisilebilirlik diizeyi pozitif kontrol grubuna gore diisiik olmasina ragmen bu
diisiis istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir (p>0,05).

Iniilinin bulundugu érneklerde in vitro sindirim modeli uygulamasinda ince
bagirsak sonrasi tespit edilen AFM1 diizeyine ait HPLC kromatogrami Sekil 4.6.’da

gosterilmistir.

LU+

0.6

0.5

0.4 4

0.3 o

0.2 4

0.1 4

Sekil 4.6. Iniilin bulunan drneklerde in vitro sindirim modeli uygulamasinda ince
bagirsak sonrasi tespit edilen AFM1 diizeyine ait HPLC kromatograma.

S. cerevisiae, L. mesenteroides, Iniilin ve Kitosan Kombinasyonlarinin
Etkisi

Iniilin, L. mesenteroides ve S. cerevisiae’nin birlikte bulundugu 4. test
grubunda AFMI1 biyoerisilebilirlik diizeyi %71,63+4,60 olarak bulunmustur. L.
mesenteroides + S. cerevisiae + Kitosan bulunan 5. test grubunda da AFM1
biyoerisilebilirlik diizeyir %54,68+6,79 orani ile kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak 6nemli derecede diisiikk bulunmustur (p<0,001).

Tablo 4.2.°de in vitro sindirim modeli uygulamasinda ince bagirsak sonrasi
stitte tespit edilen AFM1 biyoerisilebilirlik diizeyleri ayrintili olarak verilmis ve Sekil
4.7.’de gosterilmistir.
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Tablo 4.2. In vitro sindirim modeli uygulamasinda ince bagirsak sonrasi tespit edilen
AFMI biyoerisilebilirlik diizeyleri.

Calisma gruplan IB sonrasi
Pozitif kontrol Test parametresi igermeyen kontrol grubu 90,35+1,152
Test grubu 1 L. mesenteroides 70,00+£6,90%¢
Test grubu 2 S. cerevisiae 29,30+2,29°
Test grubu 3 L. mesenteroides + S. cerevisiae 68,37+9,21%
Test grubu 4 L. mesenteroides + S. cerevisiae + Iniilin 71,63+4,60%
Test grubu 5 L. mesenteroides + S. cerevisiae + Kitosan 54,68+6,79°
Test grubu 6 Kitosan 70,82+5,75%¢
Test grubu 7 Iniilin 88,7248,052
P <0,001

Veriler ortalamazstandart sapma olarak verilmistir.

p, AFM1 biyoerisilebilirlik diizeyleri tek yonlit ANOVA ile analiz edilmistir.

Ayni siitun iginde farkli harfler Post-Hoc Tukey testine gore istatistiksel olarak birbirinden farklidir
(p<0,05), ayn1 harfler istatistiksel olarak birbirinden farkli degildir (p>0,05).

B Sonrast AFMI Biyoerisilebilirlik Diizeyi
120

100

60

40

20 .
0

Pozitif kontrol S. cerevisiae Kitosan Iniilin
mes emel oides mes emel oides mes emel oides mes emel oides
+ 8. cerevisiae+ S. cerevisiae+ S. cerevisiae
+ Iniilin + Kitosan

Sekil 4.7. Caligsma gruplarinda ince bagirsak sonrasi tespit edilen AFM1
biyoerisilebilirlik diizeyleri.

Farkli harfler Post-Hoc Tukey testine gore istatistiksel olarak birbirinden farklilig1 (p<0,05), ayn1 harfler
istatistiksel olarak birbirinden farkli olmamay1 ifade etmektedir.
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4.2.2. Probiyotik Bakteri ve Maya ile Prebiyotik ve Biyopolimerlerin
Kolon Sonras Siitte AFM1 Biyoerisilebilirligi Uzerine Etkisi

S. cerevisiae ve L. mesenteroides’in Etkisi

Kolon fazi eklenerek uygulanan in vitro sindirim modeli sonrasinda L.
mesenteroides bulunan 1. test grubunda AFMI biyoerisilebilirligi %51,55+3,38;
bakteri ve mayanin birlikte bulundugu 3. test grubunda AFM1 biyoerisilebilirligi
%53,72+2,29 diizeyi ile kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde
diisiik bulunmustur (p<0,001). Diger taraftan S. cerevisiae bulunan 2. test grubunda
AFMI1 biyoerisilebilirligi kontrol grubuna gore artis gostermistir (%91,16+4,60).
Ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05).

L. mesenteroides’in bulundugu oOrneklerde in vitro sindirim modeli
uygulamasinda kolon sonrasi tespit edilen AFM1 diizeyine ait HPLC kromatogrami

Sekil 4.8.’de gosterilmistir.

LU}
0.3+
0.25

0.2 9
" M
014

Sekil 4.8. L. mesenteroides’in bulundugu 6rneklerde in vitro sindirim modeli
uygulamasinda kolon sonrasi tespit edilen AFM1 diizeyine ait HPLC
kromatograma.

Iniilin ve Kitosanin Etkisi

Kitosanin bulundugu 6. test grubunda (%60,23+2,29) AFM1 biyoerisilebilirlik
diizeyi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik bulunurken
(p<0,001), iniilin bulunan 7. test grubunda AFM1 biyoerisilebilirligi kontrol grubuna
gore artis gostermistir (%96,05+£2,23). Ancak bu artis da istatistiksel olarak anlamli
bulunmamaistir (p>0,05).
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S. cerevisiae, L. mesenteroides, Iniilin ve Kitosan Kombinasyonlarinin
Etkisi

Iniilin, L. mesenteroides ve S. cerevisiae’nin birlikte bulundugu 4. test
grubunda ve kitosan, L. mesenteroides ve S. cerevisiae’nin birlikte bulundugu 5. test
grubunda AFML1 biyoerisilebilirlik diizeyi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli diizeyde diisiik bulunmustur (sirasiyla %59,42+10,35 ve %52,09+4,60;
p<0,001).

Tablo 4.3.’te in vitro sindirim modeli uygulamasinda kolon sonrasi siitte tespit
edilen AFM1 biyoerisilebilirlik diizeyleri ayrintili olarak verilmis ve Sekil 4.9.’da

gosterilmigtir.

Tablo 4.3. in vitro sindirim modeli uygulamasinda kolon sonrasi tespit edilen AFM1
biyoerisilebilirlik diizeyleri.

Calisma gruplan Kolon Sonrasi
Pozitif kontrol ~ Test parametresi icermeyen kontrol grubu 81,40+0,002
Test grubu 1 L. mesenteroides 51,55+3,38°
Test grubu 2 S. cerevisiae 91,16+4,60°2
Test grubu 3 L. mesenteroides + S. cerevisiae 53,72+2,29P
Test grubu 4 L. mesenteroides + S. cerevisiae + Iniilin 59,42+10,35"
Test grubu 5 L. mesenteroides + S. cerevisiae + Kitosan 52,09+4,60°
Test grubu 6 Kitosan 60,23+2,29P
Test grubu 7 Iniilin 96,05+2,232

p <0,001

Veriler ortalamasstandart sapma olarak verilmistir.

p, AFM1 biyoerisilebilirlik diizeyleri tek yonliit ANOVA ile analiz edilmistir.

Ayni siitun iginde farkli harfler Post-Hoc Tukey testine gore istatistiksel olarak birbirinden farklidir
(p<0,05), ayni1 harfler istatistiksel olarak birbirinden farkli degildir (p>0,05).
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Kolon Sonrast AFM1 Biyoerisilebilirlik Diizeyi
120

100

a
a
b b

60 b b
40
20

0
Pozitif kontrol L. mesenteroides S. cerevisiae L. mesenteroides L. mesenteroides L. mesenteroides Kitosan Inilin

+ 5. cerevisiae + S. cerevisiae + + S. cerevisiae +
Inillin Kitosan

Sekil 4.9. Calisma gruplarinda kolon sonrasi tespit edilen AFM1 biyoerisilebilirlik
diizeyleri.

Farkli harfler Post-Hoc Tukey testine gore istatistiksel olarak birbirinden farklilig1 (p<0,05), ayn1 harfler
istatistiksel olarak birbirinden farkli olmamay1 ifade etmektedir.

4.3. Probiyotik Bakteri ve Maya ile Prebiyotik ve Biyopolimerlerin
Inkiibasyon ve In Vitro Sindirim Sonrasinda Siitte AFM1 Baglanma

Diizeylerinin Karsilastirilmasi

Calisma gruplarmin kendi i¢lerinde inkiibasyon sonrasi ve in vitro sindirim
modeli sonrasinda tespit edilen AFM1 baglanma yiizdeleri Sekil 4.10.’da belirtilmistir.

L. mesenteroides’in baglanma kapasitesi inkiibasyon sonrasina gore ince
bagirsak sonrasi azalirken kolon sonra artis gostermistir. Ancak bu iki degisim de
istatistiksel olarak anlamli bulunamamaistir (p>0,05).

S. cerevisiae’nin baglanma kapasitesi inkiibasyon sonrasina gore ince bagirsak
sonras1 istatistiksel olarak anlamli olmayan diizeyde artarken (p>0,05) kolon
sonrasinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalis gostermistir (p<0,05).

S. cerevisiae ve L. mesenteroides’in birlikte sagladiklar1 baglanma diizeyi
inkiibasyon sonrasina gore ince bagirsak sonrasi azalirken kolon sonra artis
gostermistir. Ancak bu iki degisim de istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir
(p>0,05).

Benzer sekilde S. cerevisiae, L. mesenteroides kombinasyonuna iniilin ya da
kitosan eklendiginde elde edilen baglanma diizeyi de inkiibasyon sonrasina gore ince
bagirsak sonrasi azalirken kolon sonra artis gostermis, ancak bu iki degisim de

istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir (p>0,05).
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Kitosanin baglanma kapasitesi de benzer sekilde inkiibasyon sonrasina gore
ince bagirsak sonrasi azalirken kolon sonra artig géstermis, ancak bu iki degisim de
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05).

Iniilinin baglanma kapasitesi ise inkiibasyon sonrasina gore ince bagirsak ve

kolon sonrasi istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalis gostermistir (p<0,05).
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5. TARTISMA

Probiyotik mikroorganizmalar, besin karsinojenlerine kars1 gosterdikleri
baglanma yetenekleriyle birlikte bilim diinyasinda 6nemli bir yer almaktadir. Bugiine
kadar bir¢cok probiyotik tiiri mikotoksinler de dahil olmak iizere farkli besin
karsinojenleriyle galisilmis ve L. acidophilus, L. plantarum, L. rhamnasus, L. caseli, L.
reuteri, L. johnson, B. bifidum gibi probiyotik tiirlerinin AFM1’e baglanma yetenegi
sergileyerek besin ya da laboratuvar sivilarinda AFMI1 seviyelerinin azalmasini
sagladig1 gosterilmistir (12-17). Son yillarda besinlerin yapisal ve besleyici kalitesini
artirmaya yonelik besin hidrokolloidleri {izerine ilgi yogunlasmis ve bu
hidrokolloidlerin antimutajenik etkiler gosterebilecegi iizerinde durulmaktadir. Bu
calismada probiyotik bakteri ve maya ile prebiyotik ve biyopolimerlerin siitte AFM1°e
baglanma diizeyleri ve siitte AFM1 biyoerisilebilirligini azaltic1 etkisi arastirilmistir.
Calisma kapsaminda probiyotik bakteri olarak boza, kefir, kimiz yapiminda kullanilan
starter bakterilerinden Leuconostoc mesentorides, maya olarak Saccharomyces
cerevisiae, prebiyotik olarak iniilin ve piyopolimer olarak kitosan kullanilmistir.

Calismada inkiibasyon siiresi (4 saat) ve sicakligt (37°C), AFMI
konsantrasyonu (10 ng/ml), probiyotik mikroorganizma konsantrasyonu (bakteriler
icin 2x10® kob/mL; mayalar igin 2x10° kob/mL), kitosan (%1) ve iniilin (%5)
konsantrasyonu sabit tutulmustur. Eklenen iniilin miktari, daha once yapilan
caligmalarda iniilinin prebiyotik etkisini gostermek i¢in giinliik alinmasi1 onerilen
miktarin bir porsiyon besinin tiiketimiyle karsilanmasi i¢in o besine eklenen miktar
g6z Oniine alinarak belirlenmistir (104-107). Kitosan miktar1 da benzer sekilde
ozellikle besinlerde antimikrobiyal ve antioksidan etkisinin gosterildigi miktar baz
alinarak belirlenmistir (73, 84).

Inkiibasyon siiresinin probiyotik bakterilerin mikotoksinlere baglanmasi
tizerindeki kesin etkisi heniiz netlik kazanmamustir. Ancak El-Nezami ve ark. (1998)
cesitli laktik asit bakterilerinin 0 ve 72 saatlik inkiibasyon sonrasinda AFBI1’e
baglanma diizeylerinin benzer oldugunu ve bu sebeple bakterilerin AFB1’e
baglanmasinin hizli bir siire¢ oldugunu ortaya koymustur (47). Kabak ve Var (2008)
da laktik asit bakterilerinin mikotoksinlerin baglanmasi i¢in optimum inkiibasyon
sliresinin net olmadigmni, ancak 0-4 saat arasinda hizli bir baglanma siirecinin

gerceklestigini belirtmistir (92). Ayrica Serrano-Nino ve ark. (2013) da inkiibasyon
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siiresinin  artirllmasinin  laktik asit bakterilerinin mikotoksinlere daha fazla
baglanmasina neden olmadigini gostermistir (3). Dolayisiyla bu ¢alismada tiim bu
verilerden yola ¢ikarak segilen 4 saatlik inkiibasyon siiresinin test parametrelerinin

baglanma aktivitelerini ortaya koymak i¢in yeterli bir siire oldugu diisiintilmektedir.

5.1. Probiyotik Bakteri ve Maya ile Prebiyotik ve Biyopolimerlerin Siitte
Aflatoksin M1’e Baglanma Diizeyleri

Mevcut ¢alismada probiyotik bakteri, maya, prebiyotik ve biyopolimer ilave
miidahalesi neticesinde baslangigta 10 ng/mL AFMI1 ile kontamine edilmis siit
orneklerinde AFM1 seviyesi %26,7-50,9 oraninda azalmistir (Bkz Tablo 4.1).
Kullanilan test parametrelerine gore toksin baglanma diizeyi degisiklik gostermistir.
S. cerevisiae, %50,945,1 seviyesi ile en yiiksek baglanma kapasitesini gosterirken L.
mesentereoides ‘in baglanma diizeyi %34,4+6,7 olarak tespit edilmistir. Karazhiyan
ve ark. (2016) yogurtta S. cerevisiae PTCC 5177 tiiriiniin %47,9-89,8 diizeyinde,
Martinez ve ark. (2019) ise siitte S. cerevisiae RC016 tiiriiniin %19 diizeyinde AFM1
baglama kapasitesi oldugunu gostermistir (86, 109). Ancak Martinez ve ark.
(2019)’nin test ettikleri diger mikroorganizmalarin (L. rhamnosus, P. pentosaceus, P.
acidilactici, K. marxianus, S. boulardii) sagladigi baglanma diizeyine gore S.
cerevisiae’nin baglanma diizeyi daha diisiik bulunmustur. Khadivi ve ark. (2020) da
test ettikleri S. boulardii maya tiiriiniin diger test bakterilerinden daha yiiksek
baglanma sagladigini belirtmektedir (95). Biyolojik yontemlerde mikroorganizmalarin
AFM1’e baglanma yeteneginin sahip olduklar1 hiicre duvar1 bilesimleri ve hiicre
duvan yiizey yiiki ile iliskili oldugu diistiniilmektedir (110). S. cerevisiae hiicre
duvarinin $-1,3-glukan ve -1,6-glukan yapidan olustugu ve hiicre duvarinin kimyasal
bilesimi ve fiziksel yapisina bagli olarak hiicre yiizeyinde bulunan polar molekiillerin
fiziksel baglanma igin ¢ok sayida bolge sundugu belirtilmektedir (111). Bunun yani
sira laktik asit bakterilerinin aflatoksin baglama yetenekleri hiicre duvari yapisinda
bulunan peptidoglikan, teikoik asit, protein ve polisakkarit tabakasindan ve bazi
suslarin tiretmis oldugu ekzopolisakaritlere atfedilmektedir (112). Bu bilesiklerin
mikotoksinleri baglayabilen cesitli negatif yiiklii gruplar (karboksil, hidroksil ve
fosforil) icerdigi belirtilmektedir (111). Dolayisiyla yapilan ¢alismalarda kullanilan

probiyotik suslarin sahip oldugu farkl hiicre duvari yapilari, farkli baglanma bolgesi
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sayist ve kapasitesine neden olmakta ve bu durum da suglarin etkinliginde farkl
sonuclarin ortaya ¢ikmasina sebep oldugu diisiiniilmektedir.

L. mesentereoides’in ¢esitli besin modellerinde ve laboratuvar soliisyonlarinda
AFB1’e baglanma yetenegi ve Aspergillus iizerine antogonist etkisinin oldugu
gosterilmistir (113-116). Bunun yani sira ticari meyve sularinda patulin seviyesini
diistirdiigi ve Penicillium expansum'un in vitro misel biiylimesini inhibe ettigi
gosterilmistir (117). Ayrica giincel bir ¢alismada Fusarium spp.’a karst en etkin
antifungal etkiyi gosteren laktik asit bakterisi olarak L. mesentereoides bulunmustur
(118). L. mesentereoides’in AFM1 baglanma yetenegi ise ilk defa bu ¢aligmada
incelenmis ve %34,4+6,7 oraninda baglanma tespit edilmistir.

Probiyotik bakteri ve mayanin birlikte kullanilmasi ile gergeklesen AFM1
baglanma seviyesi (%36,2+7,2) tek basina mayanin sagladigi baglanmadan
(%50,9+5,1) daha diisiik bulunmasina karsin tek basma bakteri miidahalesinden
(%34,4+6,7) yiiksek oldugu gbzlenmistir. Buna gore S. cerevisiae, L. mesentereoides
icin sinerjik etki sagladig diisiintiliirken; L. mesenteroides’in S. cerevisiae i¢in sinerjik
etkiyi desteklemedigi goriilmiistiir. Benzer dizayna sahip bir calismada Khadivi ve ark.
(95) S. boulardii, L. plantarum ve L. rhamnosus tiirlerinin siitte ayr1 ayr1 ve birlikte
etkinligi incelenmis ve en yiksek baglanmanin (%100,0£0,58) tiim
mikroorganizmalarin birlikte bulundugu 6rneklerde gergeklestigi belirtilmistir. Ayrica
baglanma diizeyinde mikroorganizma tiiriiniin konsantrasyondan daha onemli bir
etken oldugunu, inkiibasyon siiresi ve sicakliginin da baglanma diizeyini etkiledigini
belirtmistir (95). Baska bir ¢alismada da B. lactis’in L. acidophilus ile sinerjik etki
gostererek tekli kiiltiirlerine gore ikili kiiltiirtin AFM1 seviyesini azaltmada daha etkin
oldugu gosterilmistir (94). Ote yandan Sevim ve ark. (2019) da L. plantarum ve B.
animalis ATCC 27672’nin de yogurtta sinerjik etki gosterirken L. plantarum ve B.
bifidum’un antogonist etki gosterdigini rapor etmistir (13).

Bugline kadar yapilan c¢esitli  calismalarda  bir¢ok  probiyotik
mikroorganizmanin besinlerde AFM1 baglama diizeyleri tespit edilmistir (3, 15, 16,
92). Bu baglanmanin mikroorganizmanin sahip oldugu hiicre duvar yapisiyla ilgili
oldugu belirtilmistir (47). Altinda yatan mekanizma heniiz net olarak
aciklanamamakla birlikte, mikroorganizma metabolizmasi tarafindan saglanan bir

azaltma ya da kimyasal bir birlesmesinin aksine fiziksel bir baglanma {izerinde
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durulmaktadir. Bu fiziksel baglanma ise mikroorganizmanin hiicre duvari bilesenine
(polisakkarit ve peptidoglikan) atfedilmektedir (16, 119). Dolayisiyla
mikroorganizmanin hiicre duvari bilesimi, yapist ve bu yapmin biitiinliigi AFM1
baglanmasinda biiyiikk 6nem tagimaktadir (7). Bu ¢alismada da probiyotik bakteri ve
maya tarafindan farkli diizeylerde AFM1 baglanma diizeyleri sergilenmistir. Bu
durumun bakteri ve mayalarin sahip oldugu farkli morfolojik yapilar, hiicre duvari
bilesenleri ve miktarlarindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Ayrica bu farkliliklar
bulunduklar1 ortamda birbirleriyle olan etkilesimlerini ve de birbirlerinin toksin
baglama kapasitelerini etkileyebilmektedir.

Prebiyotikler gastrointestinal sistem enzimlerinden etkilenmeden kolona
ulagabilen ve probiyotik mikroorganizmalar tarafindan 6zgiin olarak kullanilip
metabolize edilen karbonhidratlardir (120). Cesitli in vitro ¢alismalarda iniilinin
probiyotik bakterilerin aktivitesini destekledigi, ayrica antimutajenik etkiye sahip
oldugu gosterilmistir (121-124). Yapilan bu ¢alismada, prebiyotik olarak iniilinin
AFM1 tizerindeki etkisi incelenmis ve %38,0+8,8 oraninda baglanma sagladig: tespit
edilmistir. Bunun yani sira maya ve bakterinin birlikte kullanildig: ikili ¢alisma
grubunda AFM1 baglanma seviyesi %36,2+7,2 iken iniilin eklendiginde bu oranin
%44,344,1’¢e yiikseldigi goriilmektedir (Bkz. Sekil 4.10.). Probiyotik bakterilerin
AFM1 baglama kapasitesine iniilinin etkisini inceleyen iki farkli ¢aligmada da benzer
sonuglar bulunmus ve iniilin eklendiginde probiyotik bakterilerin baglanma
kapasitelerinin arttig1 belirtilmistir. Ayrica aragtirmacilar mikroorganizma tiiriine gore
etki diizeyinin farklilik gosterdigini rapor etmislerdir (13, 21). Yapilan gesitli
calismalarda hindiba bazli iniilinin 6zellikle Lactobacillus tiirleri i¢in bir karbon
kaynagi oldugu ve probiyotiklerin aktivitesini destekledigi gosterilmistir (121, 125).
Ancak baska bir ¢alismada da iniilinin L. acidophilus La-5 ve B. animalis Bb-12
probiyotik bakterilerin aktivitesi iizerinde dnemli bir katkisinin olmadig1 gésterilmistir
(126). Calisma  sonuglarindaki ~ farklilik,  farkli  tiirlerdeki ~ probiyotik
mikroorganizmalarin substrat kaynagina vermis oldugu 0Ozgilin cevapla iliskili
olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica kullanilan mikroorganizma tiirii, birbirleriyle
olan iligkisi, kullanilan iniilinin tiirii ve miktar1 da ¢alisma sonuclarini etkilemektedir.

Son zamanlarda literatiirde besinlerde bulunan toksinlerin biyolojik

detoksifikasyonunda kullanilabilecek biyolojik ajanlara bir yenisi daha eklenmistir.
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Assaf ve ark. (2018) probiyotik bakteri ve mayalarin aflatoksinlere baglanma
mekanizmasinda etkin rol oynadigi diisiiniilen hiicre duvari anahtar bileseninden
[amino seker N-asetil-D-glukozamin (GIcNAc)] yola g¢ikarak ayni bileseni igeren
biyopolimer kitinin de AFM1 baglanmasinda etkili olabilecegini belirtmistir. Buna
yonelik yapilan ¢aligmada kitinin farkli deney kosullar1 sonucunda PBS’te %12,61-
54,45 oraninda, siitte ise %34,05-84,57 oraninda AFMI1’e baglanarak AFMI1
seviyesini 6nemli diizeylerde azalttigi gosterilmistir (9).

Kitinin deasetilasyonundan elde edilen bir diger biyopolimer kitosan ise
kendine 6zgii yapisi ve diisiik maliyeti ile birgok biyopolimerden daha avantajli oldugu
diisiiniilmektedir. Ozellikle kitosanin meyve ve sebzelerin kalitesini korumak ve hasat
sonrast ¢esitli kiif ve mantarlarin neden oldugu hastaliklar1 azaltmak i¢in
kullanilabilecegi belirtilmektedir (71-75). Yapilan bir c¢alismada %70'ten fazla
deasetilasyona sahip diisiik molekiiler agirlikli kitosanin en diisiik dozda (0,5 mg/g)
isinlanmis misir ve bugday tanelerinde DON ve FB iiretimini azaltabildigi
gosterilmistir (127). Bir baska ¢alismada kitosanin laboratuvar ortaminda Aspergillus
ochraceus kiifiiniin ¢ogalmasini azalttig1 gosterilmistir (84). Baska bir ¢alismada da
optimize edilmis kosullar (pH 4, 35°C’de 8 saat inkiibasyon) altinda kitosanin hurma
cekirdegi kekinde AFB1, AFB2, AFG1, AFG2, OTA, ZEA, FB1 ve FB2 seviyelerini
maksimum diizeyde (sirasiyla %94,35; 45,90; 82,11; 84,29; 90,03; 51,30; 90,53 ve
90,18) diistirdiigt belirtilmistir (128).

Kitosanin AFM 1 tizerindeki etkisi ise ilk defa bu ¢alismada incelenmis ve siitte
%26,7+0,0 oraninda AFM1 baglama kapasitesine sahip oldugu belirlenmistir (Bkz.
Tablo 4.1)). Boylece kitosanin AFMI1 detoksifikasyonu igin biyolojik bir ajan
olabilecegi goriilmiistiir. Ancak kitosanin gostermis oldugu baglanma diizeyi test
parametreleri arasinda en diisiik diizey oldugu goériilmiistiir. Bununla birlikte maya ve
bakterinin birlikte kullanildig1 ikili calisma grubunda 9%36,2+7,2 olan AFM1
baglanma seviyesi kitosan eklendiginde %39,5+0,5’¢ yiikselmistir (Bkz. Tablo 4.1.).
Bu farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmasa da kitosanin da probiyotik

mikroorganizmalarin AFM1 baglanma kapasitesini artirdigi soylenebilmektedir.
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5.2. Probiyotik Bakteri ve Maya ile Prebiyotik ve Biyopolimerlerin Siitte
Aflatoksin M1 Biyoerisilebilirligi Uzerine Etkisi

Besinlerle alinan toksin ve benzeri kirletici madde miktarlar: her zaman viicut
tarafindan kullanilabilir miktar1 yansitmamaktadir. Ciinkii bu maddelerin yalnizca
belirli bir miktar1 biyolojik olarak kullanilabilmektedir. Dolayisiyla sadece gidadan
salinan/ayrisan (yani biyolojik olarak erisilebilir olan) ve biyoyararli (kan, organ ve
dokulardaki konsantrasyon) kontaminant kismi toksik etki gosterebilmektedir. Deney
hayvanlar1 ve insanlarda yapilan ¢alismalar, bilesiklerin oral biyoyararlanimlarinin
gida kaynagina/matriksine, isleme ve hazirlama yontemlerine bagli olarak onemli
olgilide farkli olabilecegini gostermektedir (17-19). Biyoyararlanim, gidada sindirilen
toksin ya da kirleticinin sistemik dolagima ulasan ve toksik etkilerini gosterebilen
oranini tanimlamak i¢in kullanilan bir terimdir (17).

Sindirim proseslerini taklit eden in vitro sindirim modelleri ile gastrointestinal
sistemdeki sindirim siiregleri basitlestirilmis bir sekilde simiile edilmekte ve oral
biyoyararlanimin bir gostergesi olarak besinlerle alinan kirleticilerin saliniminin
(biyoerisilebilirlik) l¢iilmesi saglanmaktadir. Insan beslenme ¢alismalari diyetle ilgili
calismalara hala altin standart ararken, in vitro modeller hizli, ucuz ve etik kisitlamalari
olmayan ¢aligmalar olmasinin yani sira tekrarlanabilirlik ve kolay 6rneklem se¢imi in
vitro sindirim modelini daha avantajli hale getirmektedir (101).

Cesitli besin modellerinde ve in vitro soliisyonlarda probiyotik bakterilerin
AFM1’e baglanma yetenegi ile AMF]1 seviyesinin azaldigin1 gosteren ¢esitli kanitlara
ragmen (3, 15, 16, 92) pratik agidan bakildiginda mikroorganizmalar bu ortamlardan
uzaklastirilmamakta ve mikroorganizma-aflatoksin kompleksi olarak {iriinde
bulunmaya devam etmektedir. Dolayisiyla iiriinler serbest veya mikroorganizmaya
bagli toksin bulunup bulunmadigina bakilmaksizin tiiketilmektedir. Bazi
aragtirmacilar (6, 48, 129) aflatoksine baglanan mikroorganizmalar ve bu baglanmanin
karsinojenlerin bagirsak liimeninden emilimini ve biyoyararlanimini azaltabilecegini
belirtmis olmasina ragmen iriinde gergeklesen aflatoksin-mikroorganizma
kompleksinin emilim ve metabolizma i¢gin uygun halde bulunan serbest aflatoksine
gore gastrointestinal sistemdeki biyoerisilebilirlik diizeyinin nasil oldugu tam olarak
bilinmemektedir. Yapilan bir ¢alismada proteolitik enzim ile islem gérmiis siitte, islem

gérmemis slite gore AFM1 baglama kapasitesi %30,7 oraninda daha fazla bulunmus
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ve bu durum AFMI’in siit proteinine baglanmasiyla iliskilendirilmistir (130).
Dolayisiyla siitte gerceklesen baglanma diizeyi ile sindirim modeli uygulamasi
sonrasinda tespit edilen baglanma diizeylerinin farkli olmasi beklenmektedir. Bu
nedenle yapilan bu c¢alismada probiyotik mikroorganizmalar ile iniilin ve kitosanin
siitte AFM 1 baglanma kapasitesinin belirlenmesinin yani sira in vitro sindirim modeli
ile AFM1 biyoerisilebilirligi izerindeki etkisi de incelenmistir.

In vitro sindirim modeli uygulamasi sonucunda siitte AFMI1’in
biyoerisilebilirligi %90,35+1,15 olarak bulunmustur. AFM1’in biyoerisilebilirligi
iilkemizde ilk defa 2012 yilinda Kabak ve Ozbey tarafindan ¢alisilmis ve %80,5-83,8
arasinda degistigi belirtilmistir (20). Diger taraftan siitte AFM1 biyoerisilebilirligini
%94,32 ve %100 bulan arastirmacilar da bulunmaktadir (3, 19).

Ince bagirsak sonrasi siitte en yiiksek AFM1 baglanmasi S. cerevisia bulunan
ornekte gergeklesmis ve AFM1 biyoerisilebilirligi %67,5+2,5 oraninda azalmistir. En
diisiik baglanma ise iniilin bulunan 6rnekte gergeklesmis ve AFM1 biyoerisilebilirligi
%1,8+8,9 oraninda azalmistir. Yapilan bir ¢alismada L. acidophilus NCFM 150B, B.
bifidum, L. acidophilus, L. rhamnosus, L. casei Shirota probiyotik bakterilerinin in
vitro sindirim modeli altinda AFM1'in biyoerisilebilirligini %15,5-31,6 oraninda
azalttig1 gosterilmistir (20). Benzer sonuglar, bes probiyotik susun (L. acidophilus
NRRL B-4495, L. reuteri NRRL B-14171, L. rhamnosus NRRL B-442, L. johnsonii
NRRL, B-2178 ve B. bifidum NRRL B-41410) yetenegini degerlendiren Serrano-Nino
ve ark. tarafindan da rapor edilmistir. In vitro sindirim modeli uygulamasi sonrasinda
eklenen probiyotik bakteriler ile AFMI1 biyoerisilebilirliginde %22,72-45,17'lik bir
azalma tespit edilmistir (3).

S. cerevisiae ve L. mesenteroides’in AFM 1 biyoerisilebilirligi tizerindeki etkisi
baglanma kapasiteleriyle benzer bulunmustur. Iki mikroorganizmanin birlikte
bulundugu oOrneklerde AFM1 biyoerisilebilirligindeki azalma %24,3+£10,1 ile S.
cerevisia’nin tek basina sagladigi azalmadan daha diisiikken L. mesenteroides’ten
(%22,5+7,6) daha yiksek bulunmustur. Diger taraftan iniilinin baglanma kapasitesi
kitosandan yiiksek bulunmasina ragmen (Bkz. Tablo 4.1.) ince bagirsak sonrast AFM1
biyoerisilebilirligi iizerindeki etkisi tam tersi olmustur (Bkz. Tablo 4.2.). Iniilin tek
basina AFM1 biyoerisilebilirligini %1,8+8,9 oraninda diisiirtirken kitosan %21,6+6,3

oraninda disiirmiistiir. Bununla birlikte kitosan eklenen S. cerevisia + L.



53

mesenteroides’li ornekteki biyoerisilebirligin diistisii (%39,4+7,5) iniilin eklenen
orneklerdekinden (%20,7+5,0) daha yiiksek olmustur. Sonug¢ olarak kitosanin
inkiibasyon sonrast AFM1 baglanma kapasitesi diisiik kalmasina ragmen AFM1
biyoerisilebilirliginin azaltilmasinda iniilinden daha yiiksek bir etkiye sahip oldugu
goriilmektedir (Bkz. Sekil 4.10.).

Yapilan smirlt sayida ¢alisma ile probiyotiklerin AFM1 biyoerisilebilirligi
tizerindeki etkileri in vitro sindirim modelinde gdsterilmistir. Calismalarda kullanilan
sindirim modelleri ince bagirsak taklidi ile sona ermekte olup bagli aflatoksin-
mikroorganizma kompleksinin kolonda herhangi bir degisime ugrayip ugramadigi
bilenmemektedir. Bu nedenle kolonun da dahil edildigi in vitro sindirim modelli
caligmalarin yapilmas: aflatoksin-mikroorganizma kompleksinin GIS altindaki son
durumu ve kompleksin bahsi gegcen fiziksel baglanma ve detoksifikasyon
mekanizmasinin agiklanmasi i¢in biiyiik 6nem tagimaktadir.

Literatiirdeki bu bosluk da dikkate alinarak ilk defa bu c¢alismada
mikrobiyotada bulunan bakteriyel enzimler (proteaz ve viskozim L) kullanilarak kolon
taklidi saglanmistir. Bu amagla kullanilan proteaz soliisyonu (Protease type XIV
bacterial from Streptomyces grise) ii¢ kazeinolitik aktivite ile bir aminopeptidaz
aktivitesinin bir karigtmidir. Proteaz enzimi, peptit baglarinin hidrolizi ile proteinleri
katabolize etmektedir (131). Calismada kullanilan bu iiriin de proteinin genis ¢apli ya
da tamamen ayrigmasinit (degredasyonu) saglamaktadir. Ayrica kazeini >%70
oraninda mono-amino asitler olarak sindirebilmekte ve enzime direngli nisastanin
izolasyonu i¢in de kullanilmaktadir (131). Kolon fazinin ikinci asamasinda kullanilan
viskozim L (Sigma VV2010) ise Aspergillus sp.'den elde edilen “Hiicre Duvar1 Bozucu
Enzim Kompleksi” olarak da adlandirilan ¢ok enzimli bir iriindiir ve seliilaz,
hemiseliilaz, ksilanaz ve beta glukanazdan olugsmaktadir. Bu fibrolitik enzimler hiicre
duvar1 bilesenlerini parcalayarak lif sindirilebilirligini iyilestirme ve laktik asit
bakterileri i¢in substrat olarak mevcut suda ¢6ziiniir karbonhidrat miktarini arttirmada
kullanilmaktadir (132).

Kolon sonrasinda AFM1’in siitte biyoerisilebilirligi %81,40+0,00 olarak tespit
edilmistir. Test gruplar icerisinde en yiiksek AFM1 baglanmasi L. mesenteroides
bulunan 6rnekte goriilmiis ve biyoerisilebilirlik %36,6+4,1 oraninda azalmis; en diisiik

baglanma ise kitosan bulunan 6rnekte tespit edilmis ve biyoerisilebilirlik %26,0+2,8
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oraninda azalmistir. Farkli olarak caligma gruplarindan ikisinde (Test grubu 2: S.
cerevisiae ve Test grubu 7: Iniilin) AFM1 biyoerisilebilirliginin kolon sonrasi arttig1
tespit edilmistir. Siitte inkiibasyon ve ince bagirsak sindirimi sonrasinda tespit edilen
en yiiksek baglanmanin saglandigi S. cerevisiae’li drneklerde kolon sonrasi AFM1
biyoerisilebilirliginin %12,0+5,6 oraninda arttig1 goriilmiistiir. Benzer sekilde iniilin
bulunan 6rneklerde de AFM1 biyoerisilebilirliginin %18,0+2,8 oraninda arttig1 tespit
edilmistir. Ancak bu artislar istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). Buna
ragmen eclde edilen bulgular sonucundan S. cerevisiae ve iniilinin baglanmasinin geri
doniistimlii oldugu ve 6zellikle kolonda bulunan enzimlerin S. cerevisiae ve iniilinin
baglanma yeteneklerini ortadan kaldirdig1 sdylenebilmektedir. iniilin, gastrointestinal
sistemin ist kisminda sindirilmemekte, glikolitik yolda emilip metabolize
edilmemekte ya da 'sekerler' veya nisastalar gibi dogrudan glikojen olarak
depolanmamakta ve kolona gegerek kolon mikroflorasi tarafindan fermente
edilmektedir (133). Bu nedenle kolon fazina kadar in vitro sindirim modelinden
etkilenmemesi beklenmektedir. Ancak inilinin bulundugu 7. test grubunda
inkiibasyon sonrasi tespit edilen baglanma (%38,0+8,8), in vitro sindirim modeli
sonrasinda neredeyse tespit edilememistir.

Iniilin ve kitosanmn probiyotik mikroorganizmalar ile birlikte etkinligine
bakildiginda da ince bagirsak sonrasinda tespit edilen oranlara benzer sekilde kitosan
eklenen S. cerevisiae + L. mesenteroides’li ornekteki biyoerisilebilirlikteki disiis
(%36,0+5,6) iniilin eklenen orneklerdekinden (%27,0+12,7) daha yiiksek oldugu
gorilmistiir (Bkz. Sekil 4.10.).

Cesitli caligmalarda probiyotik mikroorganizmalarin aflatoksinlere fiziksel bag
ile baglanmasinin bir sonucu olarak bu baglarin geri doniisimlii olabilecegi ileri
stiriilmektedir (119, 134, 135). Yapilan bu ¢alisma sonuglar1 da baglanmanin geri
dontisiimlii oldugunu destelemekte ve oOzellikle besinde tespit edilen baglanma
diizeyinin sindirim sonrasi farkli diizeylerde degisebilecegini gostermektedir. Assaf ve
ark. (2018) (9) PBS'de art arda yikamalar sonrasinda AFM1'in kitine baglanmasinin
kismi olarak geri doniisiimlii oldugunu ve bu geri doniisiimiin yikamalarda bozulabilen
kovalent olmayan bagin varhigmin bir gostergesi oldugunu belirtmistir. Ayrica,
AFMI/kitin kompleksinin PBS ile yikanmasi1 sonucunda kitin pargaciklar1 arasina

y1gilmis serbest AFM1 miktarlarinin ¢ozeltiye geri salinmis olmasiyla da iliskili
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olabilecegini belirtmistir. Benzer sekilde ayni ¢alismada 5 yikama sonrasinda siitte
kitinin AFM1’e baglanmasinin %84,57'den 9%34,05'e diistiigii gOsterilmistir.
Aragtirmact AFM1 baglanmasindaki bu ciddi diisiisiin, kitin partikiilleri arasindaki
sirtinmenin artmasindan dolay1r AFMI1 ile olusan -elektrostatik baglarin
bozulmasindan kaynaklandigin1 belirtmektedir. Ayrica kitin konsantrasyonundaki
artis nedeniyle, kitin partikiilleri arasinda serbest AFM1 tutulumunun daha ytiksek
olabilecegi ileri stirtilmektedir (9).

AFM1 biyoerisilebilirligini etkileyen baska bir agiklayic1 mekanizma olarak in
vitro sindirim sirasinda kazeinin yapisindaki degisim One siiriilebilir. Siit proteini olan
kazeine baglandig: ileri siiriilen toksinin, in vitro model sonrasi par¢alanmasiyla
adsorbe edilme durumu ve/veya yapisi degismis olabilecegi diisiiniilmektedir.
Dolayisiyla test parametrelerinin farkli kimyasal yapilar1 nedeniyle, in vitro sindirim
modeli sonrasi degisen toksin konumuna farkli cevaplar verdigi sdylenebilir. Bunun
yant sira, siit veya diger ortamlarda aflatoksin baglanma stabilitesinin depolama siiresi,
pH, siit sicaklig1 ve kullanilan mikrobiyal adsorbanlarin konsantrasyonu gibi farkli
cevresel kosullara gore farklilik gosterebildigi ileri siiriilmektedir. Ozellikle AFM1'e
bagli mikrobiyal katki maddelerinin siitte kalmas1 hedeflendiginde, stabil olmayan bir
ortamda serbest AFM1 miktarlarimi siirekli olarak izlemek ve mikrobiyal ajanlarin
konsantrasyonunu tahmin etmenin zor oldugu belirtilmektedir (11, 136).

Bu calismada L. mesenteroides ve kitosanin baglanma kapasitesinin kolon
sonrasi arttig1 belirlenmistir. Ayrica L. mesenteroides ve kitosanin bulundugu 1. ve 7.
test gruplarinda inkiibasyon sonrasi tespit edilen baglanma diizeyi ile kolon sonrasi
tespit edilen baglanma diizeyi benzer bulunmustur. Dolayisiyla bu g¢alismada L.
mesenteroides ve kitosanin AFM1 baglanmasinda en kararli yapiya sahip oldugu
goriilmektedir. Literatiirde adsorban ajanlar olarak L. mesenteroides ya da kitosan
kullanilmasiyla besinde AFMI1 biyoerisilebilirliginin azaltilmasmna iliskin veri
bulunmamaktadir. Ancak Meca ve ark. (137) B-1,3 glukan, kitosan, FOS,
galaktomannan, iniilin ve pektin olmak tizere farkli diyet liflerinin beauverisin (BEA)
biyoerisilebilirligi lizerine etkisini incelemis ve kitosan ve B-1,3 glukan kullaniminin
BEA biyoerisilebilirliginin azaltilmasinda en etkin bilesen oldugunu belirtmistir.
Aragtirmacit bu durumu bu iki besleyici lifin bakteriler tarafindan gerceklestirilen

fermantasyona direnme kapasitesine sahip olmasiyla iliskilendirmistir (137). L.
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mesenteroides’in antifungal ve antimikotoksijenik &zelliklerinin oldugu gosterilmis
olsa da biyoerisilebilirlik tizerine heniiz bir ¢alisma bulunmamaktadir (118, 138).
Sonug olarak test edilen probiyotik bakteri, maya, prebiyotik ve biyopolimerin
siitte farkl1 diizeylerde AFM1 baglama kapasitesi oldugu gosterilmistir. Kullanilan iki
biyolojik ajanin (L. mesenteroides ve kitosanin) ilk defa kullaniliyor olmasi ¢alisma
sonuglarinin literatiir ile kiyaslanmasinda sinirliliklara sebep olsa da uygulanan in vitro
sindirim modeli ile bu biyolojik ajanlarin siitte AFM1 biyoerisilebilirligi lizerindeki
etkisi ortaya konulmustur. Biyolojik ajanlarin besinde sagladiklar1 baglanma diizeyi
gastrointestinal sistem boyunca degisiklik gostermistir. L. mesenteroides ve kitosanin
gastrointestinal sistemde AFM1 baglanma kapasitesi en az etkilenen yapilara sahip
oldugu gézlemlenirken S. cerevisae ve iniilinin etkinligi sindirim enzimlerinden biiyiik
oranda etkilenmistir. Ayrica bu biyolojik ajanlarin birlikte kullanimi1 sonucu farkl
sonuglar elde edilmistir. Dolayisiyla kullanilan ajanlarin sahip olduklari farkli yapilar
nedeniyle ajan-toksin arasinda gerceklesen etkilesim farkli olmakta ve bunun
sonucunda da farkli AFM1 baglanma diizeyleri ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica AFM1
baglanmasina  yonelik  yapilan c¢alismalarda biyoyararlanim  diizeylerinin

degerlendirilmesinin biiyiik 6nem tasidig1 goriilmektedir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER
6.1. Sonuclar

Biyolojik ajan olan probiyotik bakteri (L. mesenteroides), maya (S. cerevisiae),

prebiyotik (iniilin) ve biyopolimerin (kitosan) siitte AFM1 biyoerisilebilirligi tizerine

etkisinin incelenmesi amactyla yiiriitiilen bu ¢alismadan elde edilen sonuglar asagida

maddeler halinde belirtilmektedir.

1.

Pozitif kontrol 6rneklerinde inkiibasyon sonrasi yapilan analizlerinde ortalama
6.825 ppb AFML tespit edilmistir. Negatif kontrol orneklerinde ise AFM1
seviyesi tespit limitinin altinda kalmistir.

Inkiibasyon sonrasinda L. mesenteroides’in AFM1 baglanma diizeyi ortalama
%34,4+6,7; S. cerevisiae’nin  AFM1 baglanma diizeyi %50,9+5,1; L.
mesenteroides ve S. cerevisiae’nin birlikte bulundugu Orneklerde AFM1
baglanma diizeyi %36,2+7,2 olarak tespit edilmistir.

Inkiibasyon sonrasi kitosanin AFM1 baglama diizeyi % 26,7+0,0 iniilinin AFM1
baglama diizeyi %38,0+8,8 bulunmustur.

Inkiibasyon sonrasi iniilin, L. mesenteroides ve S. cerevisiae’nin birlikte
bulundugu o6rneklerde AFM1 baglanma diizeyi %44,3+4,1; kitosan, L.
mesenteroides ve S. cerevisiae’nin birlikte bulundugu Orneklerde AFMI1
baglanma diizeyi %39,54+0,5 bulunmustur.

Inkiibasyon sonrasi tespit edilen AFM1 baglanma diizeyi ortalama %26,7 ile
%150,9 arasinda olmustur. En yiikksek AFM1 baglama diizeyi S. cerevisiae’nin
bulundugu oOrneklerde goriiliirken en diisik AFM1 baglama diizeyi kitosan
bulunan orneklerde saptanmistir. Ancak gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlaml1 bir farklilik bulunmamugtir (p > 0,05).

AFM1’in siitte biyoerisilebilirligi ince bagirsak sonrasinda %90,35+1; kolon
sonrasinda ise AFM1’in biyoerisilebilirligi %81,40+0,00 olarak bulunmustur.
In vitro sindirim modeli uygulanan 6rneklerde ince bagirsak sonrasi en diisiik
AFM1 biyoerisilebilirlik diizeyi S. cerevisiae bulunan 6rneklerde tespit edilmis
(%29,30+2,29) ve kontrol grubuna gore istatistiksel olarak dnemli derecede

diisiik bulunmustur (p < 0,001).
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L. mesenteroides bulunan drneklerde in vitro sindirim modeli uygulamasinin
ince bagirsak sonrasinda AFM1 biyoerisilebilirlik diizeyi %70,00+6,90 olarak
tespit edilmistir. Pozitif kontrol grubuna gore diisiik olmakla birlikte bu diisiis
istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir (p > 0,05).

S. cerevisiae ve L. mesenteroides’in birlikte bulundugu &rneklerde in vitro
sindirim modeli uygulamasimnin ince bagirsak sonrasinda AFMI1
biyoerisilebilirlik diizeyi %68,37+9,21 bulunmustur. Pozitif kontrol grubuna
gore distik olmakla birlikte bu diisiis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p > 0,05).

In vitro sindirim modeli uygulamasmin ince bagirsak sonrasinda kitosan
orneklerde AFM1 biyoerisilebilirlik diizeyr %70,8245,75 bulunurken iniilin
bulunan 6rneklerde AFM1 biyoerisilebilirlik diizeyi %88,72+8,05 bulunmustur.
Tespit edilen AFML1 biyoerisilebilirlik diizeyi pozitif kontrol grubuna gore diisiik
olmasma ragmen bu disiisler istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p >
0,05).

In vitro sindirim modeli uygulamasinin ince bagirsak sonrasinda iniilin, L.
mesenteroides ve S. cerevisiae’nin birlikte bulundugu orneklerde AFMI
biyoerisilebilirlik diizeyi %71,63+4,60 olarak bulunmustur. Tespit edilen AFM 1
biyoerisilebilirlik diizeyi pozitif kontrol grubuna gore diisiik olmasina ragmen
bu diisiis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p > 0,05).

In vitro sindirim modeli uygulamasmin ince bagirsak sonrasnda L.
mesenteroides + S. cerevisiae + Kitosan bulunan &rneklerde AFMI
biyoerisilebilirlik diizeyi 9%54,68+6,79 orani ile kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak 6nemli derecede diisiik bulunmustur (p < 0,001).

Kolon fazi eklenerek uygulanan in vitro sindirim modeli sonrasinda L.
mesenteroides bulunan oOrneklerde AFM1 biyoerisilebilirligi %51,55+3,38
diizeyi ile kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik
bulunmustur (p <0,001).

Kolon fazi eklenerek uygulanan in vitro sindirim modeli sonrasinda S. cerevisiae
bulunan orneklerde AFMI1 biyoerisilebilirligi kontrol grubuna goére artis
gostermistir  (%91,16+4,60). Ancak bu artis istatistiksel olarak anlaml

bulunmamastir (p > 0,05).
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Kolon fazi eklenerek uygulanan in vitro sindirim modeli sonrasinda L.
mesenteroides ve S. cerevisiae’nin birlikte bulundugu orneklerde AFMI
biyoerisilebilirligi %53,72+2,29 diizeyi ile kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli diizeyde diisiik bulunmustur (p < 0,001).

Kolon faz1 eklenerek uygulanan in vitro sindirim modeli sonrasinda kitosanin
bulundugu 6rneklerde (%60,23+2,29) AFM1 biyoerisilebilirlik diizeyi kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik bulunurken (p < 0,001),
iniilin bulunan 6rneklerde AFM1 biyoerisilebilirligi kontrol grubuna gore artis
gostermistir (%96,05+2,23). Ancak bu artis da istatistiksel olarak anlamli
bulunmamastir (p > 0,05).

L. mesenteroides’in baglanma kapasitesi inkiibasyon sonrasina (%34,4+6,7)
gore ince bagirsak sonrasi azalirken (%22,5+7,6) kolon sonrasi artis
(%36,6+4,1) gostermistir. Ancak bu iki degisim de istatistiksel olarak anlamli
bulunamamastir (p > 0,05).

S. cerevisiae’nin baglanma kapasitesi inkiibasyon sonrasina (%50,9+5,1) gore
ince bagirsak sonrasi istatistiksel olarak anlamli olmayan diizeyde artarken
(%67,5£2,5; p > 0,05) kolon sonrasinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde
azalis (%-12,045,6; p < 0,05) gostermistir.

S. cerevisiae ve L. mesenteroides’in birlikte sagladiklari baglanma diizeyi
inkiibasyon sonrasina gore ince bagirsak sonrasi azalirken kolon sonra artig
gostermistir. Ancak bu iki degisim de istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir
(p > 0,05).

S. cerevisiae, L. mesenteroides kombinasyonuna kitosan eklendiginde elde
edilen baglanma diizeyi inkiibasyon sonrasina (%36,2+7,2) gbre ince bagirsak
sonrast azalirken (%24,3+10,1) kolon sonra artis (%34,0+2,8) gdstermis, ancak
bu iki degisim de istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir (p > 0,05).

S. cerevisiae, L. mesenteroides kombinasyonuna iniilin eklendiginde elde edilen
baglanma diizeyi inkiibasyon sonrasina (%44,3+4,1) gore ince bagirsak sonrasi
azalirken (%20,7+5,0) kolon sonra artis gostermis (%27,0£12,7), ancak bu iki
degisim de istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p > 0,05).

Kitosanin baglanma kapasitesi de benzer sekilde inkiibasyon sonrasina

(%26,7+0,0) gore ince bagirsak sonrasi azalirken (%21,6+6,3) kolon sonra artig
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(%26,0+£2,8) gostermis, ancak bu iki degisim de istatistiksel olarak anlamli
bulunmamustir (p > 0,05).

23. Iniilinin baglanma kapasitesi ise inkiibasyon sonrasma (%38,0+8,8) gore ince
bagirsak ve kolon sonrasi istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalis gdstermistir

(swrastyla %1,8+8,9 ve %-18,0+£2,8; p < 0,05).
6.2. Oneriler

Iyi tarim uygulamalar1 (GAP) ve dogru saklama kosullar1, besinlerde aflatoksin
kontaminasyonunu 6nlemek i¢in en iyi stratejiler olarak kabul edilirken, mikotoksin
kontaminasyonu sorununu ortadan kaldirmak, inaktivasyon veya biyoyararlanimlarini
azaltmak i¢in fiziksel, kimyasal veya biyolojik olmak {izere g¢esitli yontemler
Onerilmistir. Biyolojik yaklagimlar arasinda aflatoksinlere baglanabilen biyolojik
ajanlarin kullanilmasi toksinin organizmadaki biyoyararlanimini azaltmak i¢in giicli
bir alternatif sunmaktadir. Uygun suslarin diyete dahil edilmesi ile aflatoksinlerin
gastrointestinal sistemdeki biyoyararlanimi azaltilarak saglik iizerindeki zararl etkileri
azaltilabilir. Bunun yani sira diyetle aflatoksin maruziyetini azaltmak i¢in alternatif
biyolojik ajanlar da ele alinmaktadir. Son yillarda 6zellikle giiglii hidrofilik yapilari
nedeniyle 6n plana ¢ikan besin hidrokolloidleri 6nemli bir ¢alisma alani olarak
goriilmektedir. Besin hidrokolloidleri besinlerin reolojik 6zelliklerini iyilestirmesinin
yani sira besin degeri katkilari ile de fonksiyonel besin iiretimi igin 6nemli avantajlar
saglayabilirler. Ayrica Bifidobacterium ve Lactobacillus gibi faydali bakterileri
destekleyici roller sergileyerek simbiyotik etki de gosterebilirler.

Bu calisma ile probiyotik mikroorganizmalar, prebiyotik ve biyopolimer
varliginda AFM1'in azaltilmasi ve biyoerisilebilirligi, tim bagirsak boyunca bir siit
gida matrisi kullanilarak ilk kez arastirilmistir. Ayrica probiyotik bakteri olarak L.
mesenteroides ile biyopolimer olarak kitosan ilk kez kullanilmis ve AFM1 baglanma
kapasiteleri gosterilmistir. Saglik riskleri acisindan AFM1 maruziyeti g6z Oniine
alindiginda, tiim aflatoksinler her zaman emilim i¢in mevcut durumda olmadigindan
biyoerisilebilirlik degerlendirmeleri giin gectikce daha da Oonem kazanmaktadir.
Nitekim bu ¢alismadan elde edilen veriler inkiibasyon sonrasi iiriinde tespit edilen
AFMI1 miktarlari ile sindirim taklidi sonunda tespit edilen miktarlar arasindaki farki

ortaya koymustur. Ayrica biyolojik ajanlarin besinde sagladigi AFMI1 baglanma
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diizeyleri gastrointestinal sistem boyunca farkli diizeylerde sonuglar vermistir. Bu
calismada AFM1 ile baglanmasinin olduk¢a kararli oldugu ve AFMI1
biyoerisilebilirligini dnemli diizeyde azalttig1 belirlenen L. mesenteroides ve kitosan
on plana ¢ikmaktadir. Bu sayede kitosan ve probiyotik bakterilerin, siit tirlinlerindeki
aflatoksinlerin biyoerisilebilirligini azaltmak icin gida katki maddesi olarak
kullanilabilecegi goz oniinde bulundurulabilir. leri ¢alismalarda dinamik in vitro
sindirim modellerinin uygulanmasi, kolon fazinin enzimlerle simiilasyonu yerine
mikrobiyal simiilasyonunun yapilmasi, gastrointestinal sistem boyunca probiyotik
mikroorganizmalarin  canliliginin  degerlendirilmesi de biyolojik ajanlar ve
mikotoksinlerin davraniglarinin degerlendirilmesinde avantaj saglayacaktir. Ayrica en
yiiksek etkinlige sahip oldugu belirlenen biyolojik ajanlar ile fonksiyonel besin

iiretimine de katki saglanabilecektir.
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