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OZET

Aydin, A., Yulaf Kepegi Ile Leuconostoc Lactis Probiyotik Bakterisinin Badem
Sitiinde Aflatoksin B1 (AFB1) Biyoerisebilirligi Uzerine Etkisi, Hacettepe
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Toplu Beslenme Sistemleri Programi
Yuksek Lisans Tezi, Ankara, 2024. Aflatoksin B1 (AFB1), Aspergillus flavus ve
Aspergillus parasiticus mantarlarinin ikincil metabolizmas1 ile iretilen bir
tir mikotoksindir. AFB1 detoksifikasyonu mikotoksin kaynakli olas1 saglik risklerini
azaltilabilmektedir. Bu caligmada probiyotik olarak Leuconostoc lactis, prebiyotik
olarak yulaf kepeginin badem siitiinde AFB1’i baglama kapasitesi ve in vitro sindirim
modeli kullanilarak biyoerisilebilirlik diizeyi arastirilmistir. Olusturulan c¢alisma
gruplarinda (Pozitif ve negatif kontrol, AFB1+ L. lactis, AFB1+ yulaf kepegi, AFB1+
L. lactist+yulaf kepegi) serbest olarak bulunan AFB1 miktar1 inkiibasyon sonrasi, in
vitro sindirim modeli kullanilarak ince bagirsak ve kolonda sindirim sonrast Yksek
Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) analizi ile belirlenmistir. Inkiibasyon
sonrast AFB1 baglama diizeyi %19,2-21,1 arasinda bulunmustur. En yiiksek AFB1
baglama kapasitesi L. lactis+ yulafkepegi, en diisiikk AFB1 baglama kapasitesi L. lactis
iceren grupta goriilmiistiir, ancak sonuglar istatiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p>0,05). Ince bagirsakta sindirim sonrast AFB1 baglama diizeyi %25,8-60,3 oranlari
arasinda bulunmustur. En diisitk AFB1 baglanma diizeyi L. lactis probiyotik bakterisi
iceren grupta en yiiksek AFB1 baglama diizeyi ise L. lactis+ yulaf kepegi igeren grupta
bulunmustur, veriler istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Kolonda sindirim
sonrasit AFB1 baglanma diizeyi %39,6-51,9 arasinda bulunmustur ancak gruplar arasi
fark istatiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). [n vitro sindirim modeli
kullanilarak AFB1’in badem siitiinde biyoerisilebilirligi ince bagirsakta sindirim
sonrast %74,2-39,7 arasinda, kolonda sindirim sonrasi %60,5-48,1 arasinda
bulunmustur. Ince bagirsakta sindirim sonras1 L. lactis+ yulaf kepegi igeren grupta
pozitif kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli bir diistis goriilmiistiir (p<0,05).
Kolonda sindirim sonrasi en diisiik biyoerisilebilirlik L. lactis + yulaf kepegi iceren
grupta goriilmiistiir ancak istatiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). Bu
caligmada Leuconostoc lactis probiyotik bakterisi ile yulaf kepeginin AFB1 baglanma
kapasitesi ve in vitro sindirim sonrasi biyoerisilebilirligi Uzerine etkisi gosterilmistir.
L. lactis ile yulaf kepegi badem siitinde AFB1 biyoerisilebilirligi azaltict bir strateji
olarak kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: Aflatoksin B1, biyoerisilebilirlik, yulaf kepegi, Leuconostoc
lactis, badem situ


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/aflatoxin
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/aspergillus
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ABSTRACT

Aydin A., Effect of Oat Bran and Leuconostoc Lactis Probiotic Bacteria on
Aflatoxin B1 (AFB1) Bioaccessibility in Almond Milk, Hacettepe University
Graduate School of Health Sciences, Master of Sciences in Thesis in Food Service
Systems Programme, Ankara, 2024. Aflatoxin B1 (AFBL1) is a type of mycotoxin
produced by the secondary metabolism of the fungi Aspergillus flavus and Aspergillus
parasiticus. Mycotoxin induced possible health risks can be reduced with AFB1
detoxification. In this study, the binding capacity of Leuconostoc lactis as a probiotic
and oat bran as a prebiotic in almond milk and its bioaccessibility level were
investigated using an in vitro digestion model. The amount of free AFB1 in the created
study groups (Positive and negative control, AFB1 + L. lactis, AFB1 + oat bran, AFB1
+ L. lactis + oat bran) was determined after incubation and after digestion in the small
intestine and colon using the in vitro digestion model (High Performance Liquid
Chromatography). Determined by HPLC analysis. AFB1 binding level after
incubation was found to be between 19.2-21.1%. The highest AFB1 binding capacity
was seen in the group containing L. lactis + oat bran, and the lowest AFB1 binding
capacity was seen in the group containing L. lactis, but the results were not statistically
significant (p>0.05). Post-digestion AFB1 binding levels in the small intestine were
found to be between 25.8-60.3%. The lowest AFB1 binding level was found in the
group containing L. lactis probiotic bacteria and the highest AFB1 binding level was
found in the group containing L. lactis + oat bran. The data was found to be statistically
significant (p <0.05). Post-digestion AFB1 binding level in the colon was found to be
between 39.6-51.9%, but the difference between groups was not statistically
significant (p>0.05). Using an in vitro digestion model, the bioaccessibility of AFB1
in almond milk was found to be between 74.2-39.7% after digestion in the small
intestine and 60.5-48.1% after digestion in the colon. After digestion in the small
intestine, a statistically significant decrease was observed in the group containing L.
lactis + oat bran compared to the positive control group (p <0.05). The lowest
bioaccessibility after digestion in the colon was seen in the group containing L. lactis
+ oat bran, but it was not found to be statistically significant (p>0.05). In this study,
the effects oat bran with Leuconostoc lactis probiotic bacteria on AFB1 binding
capacity and bioaccessibility after in vitro digestion were demonstrated. Oat bran with
L. lactis can be used as a reducing strategy of AFB1 bioaccessibility in almond milk.

Key Words: Aflatoxin B1, bioaccessibility, oat bran, Leuconostoc Lactis, almond
milk
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1. GIRIS
1.1. Kuramsal Yaklagimlar ve Kapsam

Mikotoksinlerin hem insanlarda hem de hayvanlarda sagliga olumsuz etkileri
oldugu bilinmektedir. Tlketilen miktarlara bagli olarak, mikotoksinler ve
metabolitleri 6lim de dahil ciddi akut zehirlenme ve olumsuz saglik etkileri ile
iligkilidir. Gliniimiize kadar ¢esitli mantar tiirleri tarafindan tiretilen, farkli kimyasal
yap1 ve Ozelliklere sahip 400'den fazla farkli mikotoksin tiirii tanimlanmustir.
Bunlardan aflatoksinler, fumonisinler, trikotekenler, zearalenon, okratoksin A, patulin,

ergot alkaloitleri baslica bilinen mikotoksinler arasinda yer almaktadir (1).

Aflatoksinler (AF'ler), dncelikle Aspergillus'un iki turu olan A. flavus ve A.
parasiticus tarafindan  dretilen en toksik mikotoksin  grubudur. Dogada
difuranokumarinler olarak adlandirilan bir gruba ait ¢esitli AF tiirleri iiretilir, ancak
yalnizca dort tanesi, aflatoksin B1 (AFB1), aflatoksin B2 (AFB2), aflatoksin
G1 (AFG1) ve aflatoksin G2 (AFG2) gida maddelerinde bulunur. AFB1, en guglu
genotoksik ve kanserojen AF'dir ve gidalarda en yaygin olarak bulunanlar arasindadir
(2). Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajanst (IARC) aflatoksinleri 1. grup insan

kanserojen ajani olarak siniflandirmistir (3).

Yiiksek sicaklik ve nem gibi ¢evresel kosullar, mantar gelisimi ve mikotoksin
uretimi riskini artirir. Kontaminasyonu etkileyen faktorler arasinda pH, mantar susu
ve substrat bulunur. Tuketiciyi korumak icin mikotoksin maruziyeti mumkin
oldugunca diisiik tutulmalidir. Pek ¢ok iilkede, gidalardaki mikotoksin ile ilgili olarak
belirlenmis kabul edilebilir sinirlarla ilgili diizenlemeler vardir. Aflatoksinlerin kabul
edilebilir Gst limiti, st ve sut Griinlerinde toplam AFB1 igin 1-20 pg/kg ve AFMI i¢in
0,05-0,5 pg/kg'dir (4).

Yapilan baz1 caligmalar, probiyotik mikroorganizmalarin aflatoksin
molekiillerine fiziksel bir yapisma yoluyla baglanabildigini ve bu olayda hiicre duvari
yapisinin ¢ok dnemli bir rol oynadigini belirtmistir (4, 5). Probiyotiklerdeki aflatoksin
B1 ve diger kanserojen bilesiklere baglanma bolgelerinin dogasini belirlemek igin

farkli kimyasal, fiziksel ve enzimatik eylemler incelenmistir (6).



Sonug olarak, aflatoksinlerin saglik tizerinde olumsuz etkileri nedeniyle diyetle
maruziyetini en aza indirmek igin, detoksifikasyonda biyolojik yontemler 6nem
tasimaktadir ve bu yondeki ¢aligmalar ilgi ¢ekicidir. Bu dogrultuda, gastrointestinal
sindirim sirasinda mikotoksinlerin biyoyararliliginin azaltilmasinda ilgi c¢eken
stratejilerden biri biyolojik ajanlarin kullanilmasidir. Bazi laktik asit bakterisi (LAB)
suglarinin, hiicre duvarlarina baglanarak veya in vitro enzimleriyle bozunarak farkli
mikotoksinleri gida maddelerinden uzaklastirabildikleri bulunmustur (7). Yapilan bu
calismada da in vitro sindirim modeli de kullanilarak yulaf kepegi ile Leuconostoc
lactis probiyotik bakterisinin badem suttinde Aflatoksin B1 (AFB1) biyoerisilebilirligi

Uzerine etkisi literatiirde ilk kez incelenmistir.
1.2. Amag ve Varsayim

Yapilan bu ¢aligmanin amaci in vitro sindirim modeli kullanilarak yulaf kepegi
ile Leuconostoc lactis probiyotik bakterisinin badem sitiinde Aflatoksin B1 (AFB1)

biyoerisilebilirligi izerine etkisini arastirmaktir.
Varsayimlar;

1) Yulaf kepeginin badem siitiinde Aflatoksin B1 (AFB1) biyoerigebirliligi

uzerine etkisi vardir.

2) Leuconostoc lactis probiyotik bakterisinin badem sitinde Aflatoksin B1

biyoerigebirliligi tizerine etkisi vardir.

3) Leuconostoc lactis probiyotik bakterisi ve yulaf kepegi birlikte
kullanildiginda badem sitiinde Aflatoksin B1 biyoerigebirliligi {izerine etkisi daha

yuksektir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Aflatoksinlerin Ozellikleri ve Siniflandirilmasi

Giiniimiize kadar ¢esitli mantar tiirleri tarafindan tiretilen, farkli kimyasal yap1
ve Ozelliklere sahip 400'den fazla farkli mikotoksin tiirii tanimlanmistir (3).
Mikotoksin Ureten mantarlarin ana cinsleri arasinda Aspergillus, Penicillum, Fusarium
ve Alternaria bulunur. Bu cinsler tarafindan {iretilen mikotoksinler arasinda
aflatoksinler, fumonisinler, okratoksin A, zearalenon ve deoksinivalenol
bulunur. Diinya ¢apinda iiretilen ve mikotoksin kontaminasyonu ile iliskilendirilen
besin iiriinleri baslica tahillar, tohumlar, sert kabuklu yemisler, meyveler, sebzeler ve

baharatlardir (8).

Aflatoksinler tarihte ilk olarak ingiltere'de 1960 yilinda 100.000'nin tizerinde
hindinin aniden hastalanip 06ldiigli "Turkey X hastalig1" salgin1 sonrasinda
kesfedilmistir. Hindiler zehirlenme belirtileri gdstermis ve bu hayvanlarda birkac hafta
icinde 6liim meydana gelmistir. Oliim sonrasi analiz, hindilerin ciddi bagirsak
iltihabina ve karaciger nekrozuna sahip oldugunu gostermistir. Kisa silirede bu
hindilerin ¢ogunun Brezilya'dan gelen yer fistig1 unu ile beslendigi kesfedilmis; bu
yem denemeleri sirasinda kiimes hayvanlarina verildiginde son derece zehirli oldugu
ortaya c¢ikmistir. Daha sonra bu olaylarin etken maddesinin Aspergillus

flavus'un metabolitleri olan aflatoksinler oldugu kesfedilmistir (9).

Aflatoksine akut maruziyet bulanti, kusma, karin agrisi, akut konvalsiyonlara
sebep olur. Kronik maruziyet ise hepatotoksisite, immdiinotoksisite ve teratojenisite
gibi c¢esitli komplikasyonlara yol agabilir. Aflatoksin, gelismekte olan {ilkelerde

hepatoseliler karsinomun en énemli nedenlerinden biridir (10).

Aflatoksin ve metabolit tiirevlerinin yaklastk 18 farkli  formu
tanimlanmistir. Aralarinda en toksik olani, genotoksik, immiinotoksik, teratojenik,

kanserojen ve mutajenik toksik etkileri oldugu bilinen Aflatoksin B1'dir (11).

Aflatoksinler yer fistigi, piring, misir, badem, baharat ve incir gibi birgok iiriinii

kontamine etmektedir (12). Kesfedilen tiim mikotoksinler arasinda AF’ler, gucli akut



toksikolojik etkileri ve kronik hepatokarsinojenik etkileri nedeniyle en fazla arastirilan

gruptur (13).

Dinyada yaklasik 4,5 milyar kadar insan yiksek miktarlarda aflatoksine maruz
kalmaktadir. Aflatoksin maruziyetinden 6zellikle ¢ocuklar etkilenmektedir. Blylime
gelisme geriligine ve karaciger kanserine yol acan karaciger hasarina neden
olabilmektedir. Biiyiime geriligi ile aflatoksin maruziyeti arasinda nedensel bir iliski
kurmaya yonelik epidemiyolojik ¢alismalar devam etmektedir. Yetiskinler, aflatoksin
maruziyetine karsi ¢ocuklardan daha ytiksek bir toleransa sahiptir, ancak yine de risk
altindadir. Hepatoseliiler karsinom (HCC), aflatoksin maruziyeti sonucu ortaya
¢ikabilmekte ve tiim kiiresel HCC vakalarinin %4,6 ila %28,2'sine aflatoksin neden
olmaktadir. Tim yiliksek doz akut maruziyetlerin yaklasik %25't 6liime neden

olabilmektedir (14, 15).

Aflatoksinin insan viicuduna en yaygin giris yolu sindirimdir. Girigten sonra,
karacigerde mikrozomal karisik fonksiyonlu oksidaz (MFO) enzimleri tarafindan
reaktif epoksit ara maddesine metabolize edilir. MFO, sitokrom P450 (CYP450) stper
ailesinin bir enzimidir. Bu epoksit ara maddesi (8,9-epoksit), DNA mutasyonundan
sorumludur. Baskin mutasyon, p53 timor baskilayict genin 249. kodonundaki G—T
transversiyonu olarak tanimlanmistir. Bu epoksit ayrica RNA ve proteinler gibi diger
makromolekiillere baglanarak hiicresel diizensizlige neden olabilir. Ayrica
proteinlerin, RNA'min  ve DNA sentezinin inhibisyonundan da
sorumludur. Toksisiteye yol acan bagka bir yol, glutatyonun tilkenmesi ve ardindan
reaktif oksijen tirlerinden kaynaklanan toksisitedir. Prostaglandin H (PGH) sentaz ve
lipid peroksidaz (LPO) tarafindan katalize edilen diger karsinojenez yollar

incelenmektedir (16).

Aflatoksin metabolizmasinin baska bir yolu, AFBL1'in hidroksilasyon yoluyla
mikrozomal biyotransformasyonudur. AFM1 ve aflatoksin Q1 (AFQ1) gibi daha az
toksik ve polar olmayan metabolitlerin olusumuna yol acar. Ayrica, AFB1 iizerindeki
enzimatik ve enzimatik olmayan etki, bir dialdehit formu Uretebilir. Aflatoksin
dialdehit, aflatoksin aldehit rediiktaz (AFAR) tarafindan etki edilir ve dialkol olarak

idrarla atilir. Cogunlukla albimin olmak tizere proteinleri de baglayabilir (10, 17).



2.2. Aflatoksin B1

Aflatoksin B1, Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus mantarlarinin
ikincil metabolizmasi ile Uretilen bir tlr mikotoksindir (18). AFB1, siklopentenon
halkasinin kumarin yapisinin lakton halkasina fiizyonu ve ultraviyole 1s18a maruz
kaldiginda mavi bolgede gucli flioresan emisyonu ile karakterize edilir. AFM1,
AFB1'in baslica hidroksillenmis metabolitidir ve sitokrom P450 1A2'nin (CYP1A2)

etkisi Uzerine Uretilir (19).

H (@) S i
Sekil 2.1. Aflatoksin B1’in kimyasal yapis1 (20).

Aflatoksin B1 bir "pro-kanserojendir” ve toksisitesi, biyoaktivasyon ve
detoksifikasyon yollariyla iliskilidir. Toksisitesinden sorumlu mekanizmalar
arasinda oksidatif stresin indiklenmesi, sitotoksisite ve DNA hasar1 yer alir. AFB1
metabolizmasinin baskin bolgesi karacigerdir. Karacigerde AFB1, sitokrom P450 1A1
(faz I ilag metabolize edici enzimlerin CYP iist ailesinin bir {iyesi) tarafindan son
derece reaktif ve elektrofilik bir tiirev olan AFB1-8,9-epoksite (AFBO) biyolojik
olarak aktive edilir. Aflatoksin epoksit, DNA ve proteinler gibi makro molekillere
kovalent olarak baglanir, boylece ciddi toksisiteden ve nihayetinde kanserojen
aktiviteden sorumlu olan eklentiler olusturur. AFBO'nun detoksifikasyonu, esas
olarak, bir faz 1l konjugatif (detoksifikasyon) enzimi olan glutatyon S-transferaz
(GST) tarafindan glutatyon ile konjugasyonu yoluyla gerceklesir. Ozellikle,
AFBO'nun yani sira, hayvan metabolizmasi aflatoksikol (AFL) veya AFML1 gibi
nispeten daha az toksik metabolitler de Gretebilir. Dikkate deger bir sekilde, bu
metabolik yolaklarin ve enzimlerin olusturucu ekspresyonundaki ve Kkatalitik
aktivitedeki tlir farkliliklari, ¢iftlik hayvanlarinda AFB1'e karst farkli duyarliliktan

sorumlu gorinmektedir (21).


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/aflatoxin
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/aspergillus
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/oxidative-stress

Tiirk Gida Kodeksi’ne gore AFB1’in besinlerdeki maksimum limitleri Tablo

2.1°de verilmistir.

Tablo 2.1.Turk Gida Kodeksine gore gidalardaki bulasanlarin AFB1 maksimum

limitleri (22).

Besin AFB1 Maksimum Limit (ug / kg)
Yer fistig1 ve diger yagli tohumlar® 8,0
Brezilya findig1 ve findik? 8,0
Antepfistig1, badem, kayisi gekirdegi’ 12,0
Sert kabuklu meyveler? 8,0
Antepfistig1, badem, kayisi cekirdegi? 8,0
Brezilya findig1 ve findik? 50
Kurutulmus meyveler? 8,0
Tahillar, bunlardan elde edilen tiriinler 2,0

ve bunlarin islenmis triinleri

Maisir ve pirin(;l 5,0

Bebek ve kiiciik ¢cocuk ek gidalari 0,10

Bebekler i¢in 6zel tibbi amagh diyet 0,10
gidalar

! Dogrudan insan tiiketimine sunulmadan veya gida bileseni olarak kullanilmadan énce ayiklama veya
diger fiziksel islemlere tabi tutulacak olan. 2 Dogrudan insan tiiketimine sunulan veya gida bileseni
olarak kullanilan

2.3. Aflatoksinlerin Saglhik Uzerine Etkileri

Aflatoksinlerle kontaminasyon tiim diinyada gida kaynakli hastaliklarin ana
nedenlerinden biridir. Aflatoksinler insan sagligin1 kanserojen 6zellikleri nedeniyle
olumsuz etkilemektedir. Bu toksin karaciger hiicrelerini 6nemli 6l¢ude etkilemektedir
ve DNA'ya zarar veren toksik reaksiyonlarla sonuc¢lanabilmektedir (23). Aflatoksin
olusumunun kontrol altina alinmasi, kanseri onlemenin en kritik adimlarindan biri

olarak kabul edilebilir (8).

AFB1 maruziyeti, diyet alimi, cilt temasi ve kontamine tozun solunmasi
yoluyla gerceklesir. Yutulan AFB1’in %80'den fazlasi1 pasif tasima yoluyla duodenum

ve jejunumda emilir ve daha sonra karaciger, bobrek ve dalakta birikir ancak



AFBl'inana hedef organ1 karacigerdir. AFBL'in toksik etkileri karaciger,
gastrointestinal sistem, sinir sistemi, bagisiklik hiicreleri ve ilireme organlarinda

gbzlemlenmistir (24).

Aflatoksin maruziyetinin dozu ve siresinin toksikoloji tzerinde 6nemli bir
etkisi olduguna dair kanitlar vardir. Akut aflatoksikoz olarak bilinen yuksek dozlara
maruz kalmak, akut hastaliga ve 6liime neden olabilmektedir. Ylksek dlizeyde maruz
kalma akut hepatik nekroza neden olabilmekte ve sonrasinda siroz veya HCC ile
sonuclanabilmektedir. Akut karaciger yetmezligi ates, bulanti, kusma, karin agrisi,
kanama, sindirim sorunlari, 6dem, malabsorpsiyon, mental degisiklikler ve koma

seklinde kendini gosterebilmektedir (25).

Kronik 6liimciil olmayan doza maruz kalmanin, aflatoksin B1 tarafindan DNA
alkilasyonuna biyuk 6l¢ude neden olan beslenme ve immiinolojik etkileri vardir. Doza
bakilmaksizin, tim maruz kalmalarin kanser riski tizerinde kiUmulatif bir etkisi
bulunmaktadir. Aflatoksin metabolitlerinin kanserojen etkisi, DNA'ya interkalasyon
ve bazlarin epoksit kismi tarafindan alkillenmesi yoluyladir. Bu, DNA mutasyonlari
veya programlanmis hiicre Sliimiiniin (apoptoz) sinyallenmesi durumlarinda hiicre
dongusu ilerlemesini 6nlemede énemli bir gen olan p53 geninde mutasyonlara neden
olur (16, 26, 27).

Aflatoksin maruziyetinden kaynaklanan saglik etkileri, maruz kalma dozu ve
stiresinden kisinin yasina, cinsiyetine, saghigina, bagisikligina, diyetine ve g¢evresel
faktorlere kadar degisen ¢esitli faktorlere baglidir. Aflatoksin toksisitesi olan
hastalarda bir dizi spesifik olmayan belirti ve semptom olabilir, ancak baskin 6zellikler
hepatotoksisitedir (28).

Akut toksisite, ¢ok kisa siirede yliksek miktarda aflatoksin aldiginda ortaya
¢ikar. Kronik toksisite ise, aflatoksinlerin uzun sireli diisiik miktarlarda maruziyet ile
ortaya c¢ikmaktadir. Akut ve kronik toksisiteye maruz kalinmasi ile karsilasilan

semptom ve hastaliklar Sekil 2.2de verilmistir (10).



Bulanti, Blyume,
kasinti, gelisme
kusma geriligi
. Bagisikligin
Odem baskilanmasi
Koma Kanser

Sekil 2.2. Aflatoksinlere akut ve kronik maruziyet durumunda karsilagilan semptom
ve hastaliklar.

Kiiresel olarak hepatoseliiler karsinom (HCC), kansere bagli dliimlerin ana
nedenlerinden biridir. AFB1'in, kiresel olarak AFB1 maruziyetine atfedilen HCC
vakalarinin = %4,6-28,2'si ile 6nemli bir hepatokarsinojen oldugu sonucuna
vartlmistir. Ayrica, Hepatit B viriisii (HBV), AFB1'e maruz kalan kisilerde HCC
riskini 30 kat artirabilmektedir. Yiksek maruziyet konsantrasyonlari akut hepatite
neden olmakta ve sonug olarak kronik maruziyet karaciger kanseri gelisimine neden
olmaktadir (19). Diyette aflatoksinlere diisiik diizeyde kronik maruziyet, HCC
gelisimi i¢in bir risk faktoriidiir. Bu tiir maruziyetin deneysel olarak bir¢ok hayvan
tiriinde kansere neden oldugu gosterilmistir ve cesitli epidemiyolojik arastirmalar,
diyetle aflatoksin aliminin insanlarda HCC riski ile iliskili oldugunu ortaya koymustur
(29, 30). Yapilan bir ¢calismada, AFB1'in karaciger hiicrelerinde yogun reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) iiretimini tetikleyerek oksidatif strese, iltthaplanmaya ve karaciger

hasarina yol agabilecegini de gostermistir (24).

Aflatoksin ayrica siroz ve hepatomegali dahil olmak iizere diger karaciger
hastaliklarinin etiyolojisinde yer almaktadir. Kenya'da Gong ve arkadaslari tarafindan
yapilan bir aragtirmada, diyetle aflatoksin aliminin ¢gocuklarda hepatomegali ile iliskili

oldugunu ortaya koymustur (31).



Bagisiklik sistemi, zararli organizmalara karsi birincil ve temel koruyucu
mekanizmadir. Mantarlarin ikincil bir metaboliti olan aflatoksin B1, bagisiklik
sisteminin baskilanmasina neden olur (32). Bagirsakta bulunan makrofajlar, bagirsak
enfeksiyonuna karst mukozal savunmada c¢ok Onemli bir rol oynar. Yapilan bir
calismada AFB1’in M2 ve Paneth hiicrelerini baskilayarak bagirsak bagisiklik

fonksiyonunu bozdugu bulunmustur (33).

Anne siitii immiinolojik bilesenler igermesine ragmen, bebekler i¢in potansiyel
aflatoksin maruziyeti kaynagi olabilmektedir. AFM1, AFB1’in hidroksillenmis
metabolitidir ve anne siitiinde AFB1 ile kontamine gidalarin alinmasindan 12 ila 24
saat sonra tespit edilebilmektedir. Anne siti 6rneklerindeki AFM 1 ile bozulmus ¢ocuk

biiylimesi arasindaki iligkiyi arastiran birkag epidemiyolojik ¢alisma vardir (34-36).

Aflatoksinler ayrica beyin hiicrelerinde kusurlu oksidatif fosforilasyon yoluyla
mitokondriyal apoptozla sonuglanan mitokondriyal DNA'nin islevinde ve yapisinda
degisikliklere neden olur. insanda, AFB1'e kronik maruziyetin yalnizca hepatoseliiler
karsinoma degil, ayn1 zamanda noroblastoma ile sonuglanabilmektedir (37). Yapilan
cok sayida calismada, AFB1'in néronal dejenerasyonla (Reye sendromu) ciddi beyin

06demine neden olan ensefalopatide etiyolojik bir ajan olabilecegini gostermistir (38).
2.4. Aflatoksinlerin Biyoerisilebirliginin Azaltilmasi

Biyoerisilebilirlik, bir bilesigin gastrointestinal sistemdeki matriksinden
salinan ve bdylece bagirsaktan emilim i¢in uygun hale gelen (yani kan dolagimina
giren) kismi olarak tammlanmstir (39). /n vitro ¢alismalar, biyoaktif bilesenlerin
biyoerisilebilirliginin etkinliginde ¢esitli faktdrlerin Gnemini ve kapsamini belirlemek
ve gida matrisinin bilesiminin sindirim stireci lizerindeki etkisinin derinlemesine

analizini saglamak i¢in kullanilabilecek analitik bir yontem olusturmaktadir.

Gidanmn sindirim hiz1 ve Ust gastrointestinal kanaldaki konumu 6giin sonrasi
metabolizmay1 ve insan sagligim onemli Olciide etkiler. Ideal olarak, besin
sindiriminin dogru ve giivenilir olarak ¢alisilmasi insanlar tizerinde in vivo olarak
yapilmaktadir. Ancak insan klinik ¢alismalari zordur ¢iinkii her zaman teknik, finansal

ve etik agidan miimkiin olmamaktadir. Bu nedenle insan gastrointestinal sistemini
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yakindan taklit edebilen giivenilir in vitro sindirim sistemlerinin elde edilmesine
yonelik artan bir ilgi vardir. Invitro Gl sistemleri, besinlerin st gastrointestinal
kanalindaki sindirimini ve insan sagligi iizerindeki fizyolojik etkilerini arastirmak i¢in
son yillarda yaygin olarak uygulanmistir. insanlarda yapilan klinik calismalarla
karsilagtirildiginda in vitro yaklasimlar daha etkili, basit, daha ucuzdur ve daha da
onemlisi etik kisitlamalara sahip degildir (40). insanlarin beslenme gereksinimlerini
karsiladiklarindan emin olmak igin farkli gida iirlinlerinin gastrointestinal kanalda
nasil sindirildigi ve emildiginin iyi anlasilmasi1 énemlidir. Bu nedenlerden dolay1 gida
ve beslenme bilim insanlari, gidalarin insan bagirsagindaki davranigini daha iyi
anlamak icin hem in vitro hem de in vivo sindirim modelleri de dahil olmak iizere farkli

tlrde yontemler gelistirmislerdir (41).

Ideal in vitro model, insan gastrointestinal kanalinda meydana gelen mekanik,
kimyasal ve enzimatik siirecleri dogru bir sekilde simiile edebilmeli, ayn1 zamanda
nispeten basit, hizli ve gerceklestirilmesi ucuz olmalidir. Dahasi, arastirmacilarin
gastrointestinal sistemin, Ozellikle agiz, mide ve ince bagirsak olmak iizere farkli
bolgelerindeki gida bilesenlerinin  yapisi, bilesimi, sindirimi, saliimi ve

coztiniirliigiindeki degisiklikleri takip etmesine olanak saglamalidir (42).
2.5. Probiyotikler

Probiyotik 6zelligi gosteren bakterilere iliskin ilk hipotez Rus bilim adami Elie
Metchnikoff tarafindan ortaya atilmigtir. Metchnikoff, 1908 yilinda bagirsak
mikrobiyotasini degistirmenin miimkiin olabilecegini 6ne stirmistiir. Metchnikoff,
Avrupa’da baz1 kirsal popiilasyonlarin daha uzun yasadigini gézlemleyip yaptigi
arastirmalar sonucunda o bolge halkinin yogurt tiiketiminin ¢ok daha fazla oldugunu
fark etmistir (40). Yaptigi incelemeler sonucunda yogurdun yapisinda canli
mikroorganizmalarla karsilagmistir. Buldugu bu canli mikroorganizmalara ise

Laktobasillus bulgaricus adin1 vermistir (43).

Diinya Saglik Orgiitii tanimina gore probiyotikler, uygun miktarlarda viicuda
alindiginda konak saglig: iizerinde olumlu etki saglayan canli mikroorganizmalardir.
Bifidobacteriumve LAB suslari, probiyotik ozellikler sergileyen ve bircok

fonksiyonel gida ve diyet takviyesinde yer alan en yaygin kullanilan bakterilerdir.


https://en.wikipedia.org/wiki/%C3%89lie_Metchnikoff
https://en.wikipedia.org/wiki/Gut_flora
https://en.wikipedia.org/wiki/Gut_flora
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Probiyotikler; hepatik hastaliklar, kabizlik, antibiyotik kullanimi sonrasi diyare gibi

gastrointestinal diizensizliklerin 6nlenmesinde fayda saglamaktadir (44).

Bir organizmanin probiyotik olarak kullanilabilmesi i¢in sahip olmasi gereken kriterler

Tablo 2.2’de verilmistir.

Tablo 2.2. Probiyotiklerin se¢ilme kriterleri.

Insan kaynakli suslarin kullanim1
Mide asiditesine kars1 direngli olmali
Mukozal yiizeylere tutunma
Sindirim kanalinda canli kalabilme

Konak saglig1 tizerinde olumlu etkileri olmal

Canl1 kalabilmeli

N o g ~ wDd e

Patojen ve toksik olmamali

Probiyotik 6zellik bakimindan en iyi suslar bu kriterlerin tamamina sahip

suslardir (45).

Sinbiyotikler ise bagirsak mikrobiyomu iizerinde yararli bir etkiye sahip
oldugu iddia edilen prebiyotiklerin ve probiyotiklerin bir kombinasyonudur (46).

2.6. Prebiyotikler

Prebiyotikler, bagirsak bakterilerinin biiylimesini ve aktivitesini uyararak
konakg1 tizerinde yararl bir etkiye sahip olan ve konagin genel sagligini iyilestiren,
sindirilmeyen besin 6geleridir. Probiyotik tiirleri, prebiyotikler mevcut oldugunda

daha kolay ¢ogalabilmektedir (47).

Prebiyotikler insan sindirim sisteminde sindirilmeden kolona ulasirlar.
Bagirsakta fermantasyona ugrayarak kisa zincirli yag asitlerine (SCFA) donisiir
(48). Kisa zincirli yag asitleri, baz1 patojenlerin biiylimesini baskilayan ve bagirsak
motilitesini etkileyen liimen pH'in1 asitlestirir. Ote yandan kolon mukozasi tarafindan
emilerek konakciya enerji saglanmasina katkida bulunurlar. Bu etkilerin yam
sira apoptozu uyararak ve inflamatuar barsak hastaliginda inflamasyonu iyilestirerek

kolon kanserini azaltir (49, 50).



12

Bir bilesigi prebiyotik olarak siiflandirmak i¢in kullanilan kriterler Tablo

2.3’de verilmistir.

Tablo 2.3. Prebiyotiklerin secilme kriterleri (48).

1. Midenin asidik pH'ina direngli olmali, memeli enzimleri tarafindan hidrolize
edilmemeli ve ayrica gastrointestinal kanalda emilmemelidir.

2. Kolon florasinda bulunan bazi bakterilerin tarafindan fermente edilebilmelidir.
3. Bagirsak bakterilerinin biiylimesi ve/veya aktivitesini artirabilmeli ve konake1

sagligini olumlu yonde gelistirebilmelidir.

Iniilin ve pektin gibi prebiyotikler, ishalin yaygmligmin ve sikliginin
azaltilmasini saglar. Ayrica mineral ve vitaminlerin biyoyararlaniminin artmasinda,
tokluk hissi olusturdugu i¢in kilo kontroliiniin saglanmasinda ve kolon kanseri riskinin

azaltilmasinda rol oynarlar (51).

Kuskonmaz, seker pancari, sarimsak, hindiba, sogan, yer elmasi, bugday, bal,
muz, arpa, domates, ¢avdar, soya fasulyesi, insan ve inek sitd, bezelye, fasulye, deniz
yosunu ve mikroalgler prebiyotikler agisindan zengin kaynaklardir (52). Tablo 2.4’de

prebiyotiklerin kaynaklar1 ve siniflandirilmasi verilmistir.
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Tablo 2.4. Prebiyotiklerin kaynaklar: ve siniflandirilmasi (53).

Prebiyotik Sinifi Prebiyotik Tarleri Gida Kaynaklari
1.Polioller(seker Laktuloz Laktoz (s(t)
alkolleri) Ksilitol, sorbitol, manitol,
laktilol
2. Oligosakkaritler Fruktooligosakkaritler Meyveler ve  sebzeler

(sogan, muz, sarimsak vb.)

Galaktooligosakkaritler ~ Insan siitii

Bambu filizleri, sut, bal,

Ksilooligosakkaritler
meyve Ve sebzeler

izomalto-oligosakkaritler Nisasta (Bugday, arpa,
mistr, piring, patates vb.

Baklagiller, mercimek,
bezelye, fasulye, nohut,
ebeglimeci  karigimi  ve
hardal tohumlar1

Rafinoz oligosakkaritler

[zomaltiiloz
iniilinler Bal, seker kamis1 suyu
Sarimsak, sogan,
kuskonmaz, hindiba, enginar
3.Lifler B-glukanlar, seliloz, Tahillar,baklagiller,
pektin unlar,patatesler, sebzeler ve
meyveler
4. Digerleri Baklagillerden elde Aci bakla ¢ekirdegi lifi
edilen gida

Yaban mersini sulu 6zi, Selenyum igeren yesil cay
Hint dutu, Mantar ejder (SGT) ve Cin yesil ¢ay1
meyvesi ve Yacon koki

Yulaf kepegi, insan bagisiklik sisteminin bakteriyel enfeksiyona etkisini
onemli Olclide artiran, yiiksek kolesterol seviyelerini diisiiren ve dolayisiyla
kardiyovaskiiler hastalik ve felg riskini 6énemli 6lgiide azaltan, beta-glukan olarak
bilinen spesifik bir lif tlr( icerir. Gastrointestinal sistemde yulaf beta-glukanlari,
bitirat dreten mikroorganizmalar tarafindan segici olarak fermente edilen
prebiyotiklerdir. Yulaf, 1if faydalariin yanm1 sira ¢ok 1iyi bir selenyum

kaynagidir. Selenyum, immdin sistemde ve antioksidan aktivitede gorevli birgok
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enzimin yapisinda kofaktor olarak bulunan bir elementtir. Bu guclu antioksidan
etkiler, selenyumun astim semptomlarint azaltmada ve kalp hastaliklarinin

onlenmesinde yardimci olmasini saglar (54).
2.7. Aflatoksinlerin Detoksifikasyonu

Son yirmi yilda arastirmacilar, zararsiz etkileri olan mikroorganizmalarin
kullanimina biiyilk 6nem vermislerdir. Laktik asit bakterileri (LAB), ¢ok cesitli
patojenik ve bozulmaya neden olan mantarlara karsi etkili olan antimikrobiyal

bilesikler iiretebilmektedir (8).

Mikotoksin miktarlarinin besinlerde ve metabolizmada azaltilmast veya

Onlenmesi U¢ ana grupta siniflandirilabilmektedir. Bunlar;

1. Mikotoksin kontaminasyonunun énlenmesi
2. Kontamine olmus iirlinlerin detoksifikasyonu
3. Kontamine olmus besinin tiiketilmesi durumunda mikotoksinin emiliminin

engellenmesidir.

Mikotoksinler insan sagligini olumsuz etkileyen toksik maddelerdir.
Mikotoksin Oretiminin 6nlenmesi ve mikotoksinlerin detoksifikasyonu, mikotoksin
kontaminasyonunun kontroliine yonelik iki ana stratejidir. Dekontaminasyon,
besinlerdeki mikotoksin dizeylerini azaltmak icin en uygun yontem olup, bu
toksinlerin tiiketilmeden Once ham maddeden uzaklastirilmasidir. Mikotoksin
detoksifikasyonu  ise  fiziksel,  kimyasal = ve  biyolojik  ydntemlerle
saglanmaktadir. Fiziksel yontemler temel olarak termal islem, 1s1nlama ve adsorpsiyon
tekniklerini igerirken, kimyasal yontemler asit/alkali ¢ozeltisiyle islem ve ozonlamay1
igerir. Biyolojik detoksifikasyonun ana mekanizmasi, hiicre dis1 polimerik maddeler
tarafindan yiizeye baglanmay1, enzim ve hiicresel metabolizma yoluyla par¢alamay1

icerir (55).

Mikotoksinlerin probiyotik bakteriler tarafindan biyolojik detoksifikasyonu
yillar 6nce gozden gecirilmistir. Probiyotikler, 6zellikle laktik asit bakterileri (LAB)
ve Saccharomyces cinsi gibi mayalar, mikotoksinleri dncelikle yiizey adsorpsiyonu

veya biyolojik bozunma olmak Uzere iki mekanizma vyoluyla giderebilir,
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Mikroorganizmalarin ylizey adsorpsiyonu yoluyla toksinlerin uzaklastirilmasi,
substratta herhangi bir kimyasal degisiklige neden olmayan hizli ve geri doniistimlii
bir islemdir (55). Detoksifikasyon yonteminde iriindeki toksin bilesenler inaktif
olmali veya toksin maddeyi {irlinden uzaklastirmalhidir (56, 57). Toksinlerin

azaltilmasinda probiyotiklerin roli Sekil 2.3’te ayrintili olarak gosterilmistir.

Hiicre duvan ile Tersinir va Mhetabolizrnadan Fiziksel emilim
tolsin arasmda huzh badlanma hammsiz igin hiicre
kovalent siireci knmnlsks vetenedi
olmavan badlanma
baflanma

Hiicre duvan
tarafindan firiksel
gbzorbaiyon

Kontamine
Besmlerds
Probiyotiklerin
Ruolii

Kolonda Bafmrzaklarda
enrimatik tokzin transferi
mekanizma araltilmasn

Sekil 2.3. Toksinlerin azaltilmasinda probiyotiklerin roli (56).

2.7.1. AFBI1 Detoksifikasyonunda Laktik Asit Bakterilerin Kullanim

Mikotoksin adsorbe eden bakteriler, toksinleri saglam bir sekilde
baglayabilmeli ve ayrigmadan hiicre biitiinliigiinii korumalidir. LAB'nin probiyotik sus
olarak secilmesindeki en dnemli faktorlerin, safra tuzlarinin toksisitesi ve mide asidi
kosullar1 gibi zorlu gastrointestinal sistem kosullarini tolere edebilme yetenekleri

oldugu bilinmektedir. Ote yandan, probiyotik susunun miisinlere kars1 direng gdsterme
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yetenegi ve hatta bunlarin substrat olarak kullanilmasi, probiyotik se¢im kriterlerinde
dikkate alinmasi gereken temel faktorlerden biridir. Bu yetenekler, probiyotik
mikroorganizmalarin sindirim sisteminde varli§imi siirdiirmesini saglar ve uygun

bakteri kolonizasyonu ve mikotoksin azalmasiyla sonuglanir (58).

Probiyotik bakteri suslar1 ile aflatoksin etkilesimi i¢in en ¢ok arastirilan
mekanizma, baglanma olarak bilinen fiziksel adsorpsiyondur. Aflatoksin salinimi,
adsorpsiyon islemi ile aflatoksinin kimyasal yapisinda herhangi bir degisiklik
olmaksizin gergeklesir. Baglanma olay1 mikroorganizmanin hiicre duvari ile aflatoksin
molekiilii arasinda gergeklesir. Bu tir fiziksel baglanma, Van der Waals, hidrofobik

ve hidrojen baglar1 gibi kovalent olmayan etkilesimi igerir (59).

Bakteri suslarinin hiicre duvarinin biitiinligi, aflatoksinin
mikroorganizmalarin yiizeyinde adsorpsiyonu icin biyik éneme sahiptir. Pizzolitto,
bu iliskiyi adsorpsiyon izotermlerini kullanarak tanimlamis ve mikroorganizmadaki
adsorpsiyon bolgelerinin sayisinin ve aflatoksin molekiillerinin baglanma bolgelerine
olan afinitesinin aflatoksin adsorpsiyonunu etkiledigini ortaya koymustur. Bueno ve
digerleri tarafindan bazi probiyotik bakteriler kullanilarak aflatoksin B1'in fiziksel
adsorpsiyonu i¢in 6ngérulen modele gére probiyotik sus basina baglanma bolgelerinin

say1st AFB1°1 uzaklastirma kapasitesini etkileyebilmektedir (60).

Probiyotik bakteriler tarafindan aflatoksinin uzaklastirilmasi i¢in Gnerilen
diger mekanizma biyolojik bozunmadir. Biyodegradasyon, aflatoksin yapisinin
modifikasyonu ve bazi olast metabolitlerin tiretimi ile sonuglanir. Furfuran ve lakton
halkasi, aflatoksin molekiiliiniin toksik Ozelliklerinde rol oynayan ana bilesen
oldugundan, bunlarin bir mikroorganizma hiicresi tarafindan veya enzimatik
metabolitleri aracilifiyla herhangi bir sekilde bdliinmesi, detoksifikasyonda anahtar
role sahiptir. Bununla birlikte, bazi bakteri ve mantar hicrelerinin aflatoksin
par¢alanmasi tlizerinde etkili bir mikroorganizma oldugu bilinmektedir. Ayrica, hiicre
ici ve hiicre dis1 enzimler gibi mikroorganizmalarin ¢esitli enzimatik metabolitleri,
aflatoksin bozunmasi i¢in etkili bilesikler olarak tanitilmistir. Bu mekanizmada

aflatoksin toksik olmayan veya daha az toksik bilesiklere doniisebilmektedir (5).
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Suslarin hiicre duvariin karbonhidrat ve protein bilesenlerinin aflatoksin Bl'e
baglanmada birincil rol oynadigi bilinmektedir. Bu baglamda hiicre duvarindaki
peptidoglikan ve teikoik asit boliimiiniin baglanmaya katkida bulunabilmektedir.
Haskard ve digerleri, aflatoksinlerin LAB hiicre dis1 gibi probiyotiklere hidrofobik

etkilesim yoluyla baglanabilecegini 6ne siirmiistiir (5).

Probiyotik bakterilerin bir baglanma mekanizmasi yoluyla AFB1'i detoksifiye
edebildigini gostermistir. L. plantarum, L. brevis, L. fermentum, L. rhamnosus, L.
acidophilus ve L. lactis dahil olmak Gzere bircok Lactobacillus tiirii ve ayrica bazi
Bifidobcterium, Enterococcus ve Pedioccus tiirleri aflatoksin baglama kapasitesine

sahip oldugu belirtilmistir (61).

Deneysel ¢alismalarin mevcut meta-analizi, probiyotik bakterilerin in vitro
aflatoksin B1 baglama etkinliginin susa bagli oldugunu gostermistir. Gozden gegirilen
caligmalarda aflatoksin Bl'i azaltmak i¢in en ¢ok denenen probiyotik
mikroorganizmalar laktik asit bakterilerinin probiyotik suslart olmugtur. Daha yiiksek
baglanma Lactobasillus ile iliskilendirilmistir ve ardindan Bifidobacterium,
Pediococcus, Lactococcus ve Enterococcus tiirleri gelmistir. Aflatoksin azaltma
oranlari, inkiibasyon sicakligi, temas siiresi, baslangi¢ mikrobiyal konsantrasyonu,

baslangic aflatoksin konsantrasyonu ve pH gibi degiskenlerden etkilenmektedir (6).

Lactobasillus acidophilus ve L. rhamnosus probiyotik suslari ile yogurttaki
AFB1’in biyolojik olarak azaltilmasinin incelendigi bir ¢aligmada yogurt baslangi¢
kiiltiirleriyle karsilasgtirmali olarak esit bakteriyel diizeyde baglanma yetenegi
arastiritlmistir. 4 °C'de 21 giinliik saklama siiresince degerlendirilen tiim test gruplar
arasinda %64,56 ile %96,58 arasinda degisen yiksek AFB1 baglanma yuzdeleri
bulunmustur (58).

Fermente sorgum unu, darn unu ve obusheradaki aflatoksin
kontaminasyonunun azaltilmasinda LAB roliinlin arastirildigi bir ¢alismada
Lactobacillus rhamnosus, L. plantarum, Lactococcus lactis ve Weisella probiyotik
bakterileri kullanilmistir. 1,0 pg/ml AFB1 ile kontamine olan Orneklerde AFB1

baglanma orani %19,3-69,4 arasinda bulunmustur (62).



18

Simiile edilmis bir gastrointestinal sistem modelinde Lactobacillus acidophilus
ve Lactobacillus casei probiyotik bakterilerinin aflatoksin B1 detoksifikasyonu
Uzerindeki etkilerini incelemek amaciyla yapilan bir ¢alismada 8 ¢alisma grubu
olusturulmustur. Bu gruplar gastrointestinal salg1 slispansiyonu, sterilize sut, AFB1,
fizyoloji serumu ve L. acidophilus ile L. casei probiyotik bakterilerinin kombinasyonu
sekilde gruplandirilmistir. Calismanin sonucunda en yiliksek oran sterilize siit
yoklugunda L. acidophilus varliginda %70 oraninda azalma gozlenirken en diisiik oran
%13,86 orani ile sterilize sut, AFB1 ve gastrointestinal salgi siispansiyonu iceren

kontrol grubu olmustur (63).
2.7.2. AFBY’in Detoksifikasyonunda Prebiyotiklerin Rolii

Probiyotikler ile prebiyotiklerin AFB1 detoksifikasyonundaki sinerjik etkisi ile
ilgili olarak, prebiyotiklerin probiyotiklerin ¢ogalmasinda fermente edilebilir bir enerji
kaynag1 olarak veya ¢oziinebilir bir lif bariyeri olarak hareket ederek mikotoksinlerin
bagirsaktan emilimini Onleyebilecegi varsayilmaktadir (64). Prebiyotikler, gidanin
besinsel, fiziksel-kimyasal ve duyusal 6zelliklerini iyilestirme gibi avantajlarinin
olmasi nedeniyle gida endiistrisinde genis bir {iriin yelpazesine dahil edilmistir. Ayrica
prebiyotikler antimutajenik ve antimikotoksijenik 6zelliklere de sahiptir. Bunun yan
sira baz1 arastirmacilar, probiyotiklerin baglanma yetenegini, prebiyotikler olarak
bilinen basta B-glukan zincirleri olmak iizere kimyasal bilesenlerden olusan hiicre
duvar1 yapisina baglamaktadir (65). Ayrica prebiyotiklerin probiyotiklerle
kombinasyon halinde kullanilmasimnin belirli kosullar altinda aflatoksini azalttig1
bildirilmistir. Sevim ve ark. (2019) tarafindan probiyotik bakteriler ile iniilin

kullanilarak AFM1 baglama kapasitesinde artis oldugu bulunmustur (66).

Lactobasillus plantarum  ve  prebiyotiklerin  inek  sitinde AFB1
detoksifikasyonunun arastirildigr bir ¢caligmada yapay olarak kontamine edilen UHT
stitte biyoerisilebilirlik oranlarma in vitro sindirilebilirlik analizi ile bakilmistir.
AFB1'deki en yiiksek baglanma %55,85 orani ile L.plantarum 'un inllin, oligofruktoz
ve B-glukan ile birlikte eklenmesiyle meydana gelmistir. Biyoerisilebilirlikteki en
biiyiik azalma %51,09 orani ile 10,0 ug/l AFB1 konsantrasyonuna sahip indlin veya
oligofruktoz ve L. plantarum eklenmesiyle meydana gelmistir (67).
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Tavuk sosislerinde aflatoksin Bl diizeyinin azaltilmasina B-glukan (BG) ve
iniilinin etkisi ile dokusal ve duyusal 6zelliklerinin incelendigi bir ¢aligmada -glukan
ve indlinin farkli oranlarda kullanilmistir. Calisma sonucunda tiim gruplarda AFBI
seviyelerinde azalma goriilmiistiir. En yiiksek azalma %73,7 orani ile 5 pg/kg AFB1
ve %3 PG iceren &rneklerde gozlenmistir. Uriinlerin hicbiri duyusal 6zellikler
agisindan kontrol numunesinden 6nemli 6l¢iide farkli gitkmamuistir. Calisma sonucuna

gore B-glukan ve iniilinin AFB1'in azaltilmasinda etkili olabilecegi bulunmustur (68).



Tablo 2.5. Probiyotik mikroorganizmalar ve prebiyotiklerin AFB1’e baglanmasi ile ilgili yapilan bazi ¢aligmalar.
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Baslangic Deney Kosullar: Mikroorganizma AFB1 Analiz  Calisma Sonuglari Yazar
AFB1 azalma Yonte
konsan- seviyesi mi
trasyonu
Sicakhlk  Sdre Tar Konsant.
(°C) (kob/mL)
42 °C’de 4 saat L. acidophilus %64,56 ile Bakteri  tird  ve Fatemeh
20 ng/mL  inkiibasyon sonrasi %96,58 HPLC depolama stresi  Mosallaie ve
4°C’de 21 giin L. rhamnosus 10° AFBI baglama  ark. (2020)
depolama kapasitesini (58)
sonrasinda etkilemektedir.
6 saat L. brevis LOCK 1093 %20-65
L. casei LOCK 0911 Tum 0Orneklerde en
L. casei LOCK 0915 yuksek azalma 6
L. paracasei ZOCK 1091 saatlik  inkibasyon  Agnieszka
L. pentosus £OCK 1094 sonrast goriilmiistir.  Chlebicz,
100 pg/mL 37 12 saat L. plantarum £ZOCK 0860 - %39-65 HPLC AFB1 Katarzyna
L. plantarum £ZOCK 0862 detoksifikasyonu icin  Slizewska
L. rhamnosus £ZOCK 1089 yapilacak ileri ~ (2020) (5)
L. reuteri ZOCK 1096 calismalarin
24 saat L. rhamnosus £ZOCK 1087 %44-71 ardindan probiyotik
L. rhamnosus ZOCK 1088 suslar kullanilabilir.
108 AFB1°deki en bilyilk RuteAlexand
(+%0,00 ila azalma, L.plantaru+ ra Machado
%0,75 indlin, intlin+oligofruktoz+ VASCONCE
5,0-10,0 37 0-6 saat L. plantarum oligofruktoz, 9%0-55,85 UHPL B-glukan eklenen LOS ve
ug/L B-glukan ve C grupta meydana ark.(2020)
polidekstroz) gelmisgtir. (67)




Tablo 2.5. (Devami) Probiyotik mikroorganizmalar ve prebiyotiklerin AFB1’e baglanmasi ile ilgili yapilan bazi ¢alismalar.
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Baslangic Deney Kosullar Mikroorganizma AFB1 Analiz Calisma Sonuglar: Yazar
AFB1 azalma Yontemi
konsan- seviyesi
trasyonu
Sicakhlk Sire Tar Konsant.
(°C) (kob/ml)
20-37  30dk Saccharomyces cerevisiae S.cerevisiae Shetty ve
1-20 1 saat suslarinin, onemli arkadaslari
ug/mL 2 saat 10° %48-53 HPLC  miktarlarda kanserojen (2007)
3 saat aflatoksin Bl (69)
12 saat ‘i baglamigtir.
Osaat L. acidophilus %55-67 Isil isleme tabi tutulan EI-Nezami
4saat L. casei Shirota %33-58 bakteriler AFB 1'i canli  ve ark.
5,10,50 37 24 saat L. gasseri 1010 %48-68 HPLC  bakterilerle ayni sekilde  (1998)
mg/mL 48 saat L. rhamnosus %75-82 uzaklastirma yetenegine (70)
72 saat L. rhamnosus %75-82 sahiptir.
Enterococcus faecium Fernandez
suslari ile Juri ve
gerceklestirilen ilk ark.
50 ppm 37 48 saat  Enterococcus faecium 108 %36-42 HPLC  AFBI baglama  (2015)
100 ppm MF4 %27-38 calismasidir ve AFB1'i (71)

in vitro ortamda
uzaklastirma

kapasitesine sahiptir.
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2.7.3. Aflatoksin Biyoerisebiliriliginde in vitro Sindirim Modelleri

Insan saglhg: risk degerlendirmesi, gidanin yutulmasi, endiistriyel veya
cevresel kontaminasyonun neden oldugu veya iiretim siireclerinin bir sonucu olarak
ortaya ¢ikan birgok kirletici maddeye maruz kalmanin ana yolu olarak kabul edilir.
Tuketilen kirletici maddenin toplam miktart her zaman viicut tarafindan biyolojik
olarak erigilebilen miktar1 yansitmaz. Kirleticinin yalnizca belirli bir miktar1 biyolojik
olarak kullanilabilir olacaktir. Biyoyararlilik, gidada sindirilen kirletici maddenin
sistematik dolasima ulasan oranini tanimlamak i¢in kullanilan bir terimdir (72).
Dolayisiyla A gida matrisinde bir kirletici maddenin alinmasi toksisiteye yol
acabilirken, B gida matrisinde ayni1 miktarda kirletici maddenin alinmasi toksik etkiler
yaratmayabilir. Bu nedenle, matrisin bir kirletici maddenin oral biyoyararlanimi

tizerindeki etkisine iligskin daha dogru bir saglik riski degerlendirmesi gerekmektedir.
Bir bilesigin oral biyoyararlanimi {i¢ siirecin sonucu olarak goriilebilir:

1. Bilesigin matriksinden gastrointestinal sistemdeki sindirim suyuna salinmasi
(biyoerisilebilirlik)
2. Bagirsak epiteli boyunca portal damara taginma (bagirsak tagima)

3. Bilesigin karacigerde ve bagirsakta bozulmasi (metabolizma)

Sindirilen iirlinden gastrointestinal kanalda kirletici maddenin salinmasi,
kirletici maddenin viicutta alimi1 ve biyoyararlilig1 i¢in bir 6n kosuldur. Daha sonra,
kirletici maddenin oral biyoyararlanimi, kirletici maddenin bagirsak epiteli boyunca
kismi taginmasi veya kirletici maddenin bozunmasi yoluyla daha sonra azaltilabilir.
Bu nedenle, bir kirleticinin matrisinden biyolojik olarak erisilebilirliginin
belirlenmesi, kirleticinin maksimum oral biyoyararlaniminin bir gostergesi olarak
gorulebilir.  Belirli bir matristen bir bilesigin  biyoyararlanimmin  ve
biyoerisilebilirliginin niceliginin belirlenmesi zordur. Bu nedenle gida ve saglik
arasindaki kompleks iliskinin aydinlatilmasinda sindirilebilirlik ve biyoaktivite
caligmalar1 popiiler bir konu haline gelmistir. Son on yilda, toprak ve gidalardan elde
edilen bilesiklerin insan agiz yoluyla biyoyararlanimini incelemek igin in vitro

metodolojilerin kullanimina artan bir ilgi vardir (73-75).
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In vitro sindirim modellerinin ¢ogu, gastrointestinal kanaldan gecis sirasinda
bilesiklerin matrislerinden biyolojik olarak erisilebilirliginin aragtirilmasini saglamak
amaciyla agiz, mide ve ince bagirsaktaki sindirim siireclerini basitlestirilmis bir
sekilde simiile eder. Gastrointestinal sistem simiilasyonunu gergeklestiren in vitro
modeller, genellikle statik ve dinamik olarak iki ana kategoriye ayrilmaktadir. Statik
modellerde, sindirim sistemi tlizerindeki etkileri gozlemlenmek iizere gida sabit bir
konumda bulunur ve sindirim siireci boyunca gastrointestinal sistemdeki zamana bagli
degiskenler olan pH seviyeleri, enzim konsantrasyonlari, akis hizlar1 ve 6rnek hacmi
gibi faktorler dikkate alinmaz. Dinamik modeller ise biyokimyasal, fiziksel ve

mekanik iglemleri ayn1 anda ve zamana bagli olarak ele almaktadir (76).

In vitro sindirim prosediirii, in vitro sindirim modelleriyle insanlarda
gastrointestinal sistemdeki sindirim siireci, fizyolojik temelli kosullar, yani sindirim
stvilarinin kimyasal bilesimi, pH ve her bir gastrointestinal faz i¢in besinin kalig
stireleri dikkate alinarak basitlestirilmis bir sekilde simile edilir. Oomen ve ark.
(77) tarafindan tanitilan modelde, agiz, mide ve ince bagirsaktaki sindirim siireglerini

simiile eden li¢ agsamal1 bir prosediirii tanimlamaktadir.

Simiile sindirim yontemleri tipik olarak oral, mide ve ince bagirsak asamalarini
ve bazen de kalin bagirsak fermantasyonunu igerir. Kolon fazi, sindirim sisteminin son
bolumi olan kolonun in vitro sindirim deneylerinde simiile edilen kismidir. Kolon fazi,
sindirim isleminin son agamasin taklit etmek i¢in kullanilir ve genellikle mikrobiyal
sindirimin gerceklestigi yerdir. Bu asamada, sindirim karisimi kolonda gerceklesen
dogal mikrobiyal aktiviteyi simiile etmek icin uygun bir ortamda (genellikle 37°C ve
belirli bir pH degeri) inkiibe edilir. Bu inkiibasyon siiresi boyunca, sindirim
karigimindaki mikroorganizmalarin aktivitesi ve mikrobiyal enzimlerin sindirim
surecindeki rolu taklit edilir (78). In vitro sindirim modeli kullanilarak AFB1
biyoerisilebilirligi ile ilgili yapilan ¢alisma 6zetleri Tablo 2.6’da ayrintili olarak

gosterilmistir.



Tablo 2.6. In vitro sindirim modeli kullanilarak AFB1 biyoerisilebilirligi ile ilgili yapilan calisma dzetleri.
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Baslangic Mikroorganizma AFB1 Analiz Calisma Sonuclari Yazar
AFB1 biyoerisilebilirligi Yontemi
konsan- azalma orani
trasyonu (%)
Tar Konsant.
(kob/ml)
5,0-10,0 Lactobacillus 108 Biyoerisilebilirlikteki en bitylik ~ RuteAlexand
ug/L plantarum (+%0,0- %0,75 azalma 10,0 pg/L AFBI ra Machado
inalin, %51,1 UHPLC konsantrasyonuna sahip indlin VASCONCE
oligofruktoz, B- veya oligofruktoz ve L. LOS ve
glukan ve plantarum eklenen grupta ark.(2020)
polidekstroz) bulunmustur. (67)
0,5 ug/mL L. acidophilus NCC 12 L. acidophilus NCC 12 ve L. Kabak ve ark.
L. acidophilus NCC 68 casei Shirota'nin eklenmesi, (2009)
L. casei Shirota 108 %37 HPLC AFBI1 biyoerisilebilirliginde en (79)
B. bifidum Bb13 yiiksek azalmayla sonuglandi.
B. bifidum NCC 381 Veriler probiyotiklerin
B. species 420 biyoerisilebilirlik tizerinde etkili
oldugunu gostermektedir.
0,1-100 L. rhamnosus LC-MS/MS Saladino ve
ug/L L. ruminis 10° %76,38 ila %98,34 AFBI biyoerisilebilirligi ark. (2018)
L. johnsonii probiyotik suslarin kullanim ile (80)
L. casei onemli ol¢iide azalmistir.
L. plantarum Azalma dlizeyi secilen
L. bulgaricus probiyotik susun tiiriine bagl
Bifidobacterium breve bulunmustur.
B. bifidum

B. adolesalis
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Subat-Nisan 2023 tarihleri arasinda Hacettepe Universitesi Saglik
Bilimleri Fakultesi Beslenme ve Diyetetik Bolimi Arastirma Laboratuvari’nda

gergeklestirilmistir.
3.1. Gereg

Calisma kapsaminda baglanma yetenekleri arastirilan probiyotik bakteri
Leuconostoc lactis suslar1 Hacettepe Universitesi Mikrobiyoloji Boliimiinden temin

edilmistir.

AFBI standardi (Triology’s ISO/IEC) Sincer firmasindan 25 pg/ml olarak satin

alinmistir.

Badem siitii 6rnekleri igin ¢ig badem ve yulaf kepegi yerel bir hipermarketten

satin alinmastir.
3.2. YOntem
3.2.1. Badem Siitii Orneklerinin Hazirlanmasi

Piyasada satilan yerel bir firmanin ¢aligma ile ayn1 y1l {iretilmis ¢ig bademleri
badem siitili eldesinde kullanilmistir. Badem siitli 6rneklerinin hazirlanmasi asagidaki

adimlar izlenerek gerceklestirilmistir (81).

e Bir su bardagi ¢ig badem 1 su bardagi suda 12 saat bekletildi.

e On iki saat sonunda bademin suyu siiziildii ve 750 ml su ile blender yardimu ile
parcalama islemi yapildi.

e Whatman 1 filtre kagidi ile siizme islemi ardindan badem siitii elde edildi.

e Elde edilen badem siitii 80-85°C de 15 dakika pastorize edildi (82).

3.2.2. Bakteri Ekiminin Yapilmasi

Calisma kapsaminda kullanilan ve baglanma yetenegi arastirilan probiyotik
bakteri Leuconostoc lactis’tir. Probiyotik bakteri igin MRS (de Man,

RogosaandSharpe) agar kullanilarak ekim yapilmistir (83). Calisma gruplarina
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eklenecek bakteri miktar1 McFairland densidometresi ile 108 kob/ml olacak sekilde
ayarlanmistir. Probiyotik bakterilerin yogunlugunu 108 kob/ml olarak ayarlanmast igin
Fosfat Tamponlu Tuz (PBS) kullanilmistir (84). Bakteri ekimine ait besiyeri Sekil

3.1°de gosterilmistir.

Sekil 3.1. Bakteri ekimine ait besiyeri.

3.2.3. Calisma Orneklerinin Hazirlanmasi

Ornekler AFBL1 stok soliisyonundan seyreltme yapilarak 50 ng/mL AFBL1 ile
kontamine edilmistir. Kontaminasyon dncesinde elde edilen badem suttinin AFB1
icerigi analiz edilmistir. Badem suti kontaminasyon Oncesi AFB1 analizi

kromatogrami Sekil 3.2°de verilmistir.

LU

0.2

0.19 4

0.18

0.17 4

0.18 4

T T T
0 2 4 ] 8 10 12 min|

Sekil 3. 2. Badem siitii kontaminasyon dncesi AFB1 analizi kromatograma.
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Probiyotik bakterilerden Leuconostoc lactis orneklere 108 kob/ml olacak
sekilde eklenmistir. Kullanilan bakteri konsantrasyonu probiyotik besinde bulunmasi
gereken minimum probiyotik konsantrasyonu olan 10° kob/ml ile sindirim ve
depolamanin canlilik iizerindeki etkileri goéz oOniline alindiginda, probiyotiklerin
basaril1 bir aktivite gdsterebilmesi i¢in gerekli konsantrasyonu olan 108-10° kob/ml
Onerileri dikkate alinarak belirlenmistir (84).

Yulaf kepegi yerel bir firmadan temin edilmistir ve 6rneklere %4 oraninda
eklenmistir. Kullanilan yulaf kepegi oran1 duyusal 6zellik ve probiyotik sus ile sinerjik
etki gosterebilme yetenegi dikkate alinarak Dbelirlenmistir (47). Subjektif
degerlendirme (tat, koku, gorintl) sirasinda %2, %4, %6 oranlarinda yulaf kepegi

eklenen badem siitleri Sekil 3.3’te verilmistir.

Sekil 3. 3. (A) %2, (B) %4, (C) %6 oraninda yulaf kepegi eklenen badem siitleri.

Calisma gruplart ve igerikleri Tablo 3.1’de detayli olarak gosterilmistir.
Kontrol gruplarinda pozitif ve negatif kontrol olmak tizere iki grup bulunmaktadir.
Pozitif kontrol grubunda sadece AFB1 kontamine badem sutl, negatif kontrol
grubunda ise AFBI1 olmayan, ancak kullanilan mikroorganizmanin bulundugu badem
stitii yer almaktadir. Diger ¢aligma gruplarinda probiyotik bakteri ve yulaf kepegi
eklenmistir. Her bir ¢alisma grubu dublike olarak olusturulmustur. Hazirlanan
ornekler 37 °C'de 4 saat inkube edilmistir.
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Tablo 3.1. Calisma gruplar1 ve igerikleri.

Calisma gruplar1  Calisma grubu igerigi

Pozitif kontrol Sadece AFB1 kontamine badem siiti

Negatif kontrol AFB1 olmayan, mikroorganizma igeren badem siitu

Test grubu 1 AFB1 kontamine badem sitii + 108kob/ml bakteri

Test grubu 2 AFB1 kontamine badem siitii + yulaf kepegi (%4)

Test grubu 3 AFB1 kontamine badem siiti+ 108kob/ml bakteri + yulaf
kepegi (%4)

3.2.4. AFB1 Analizi

Calisma 6rneklerinde inkiibasyon sonrasi ve in Vitro sindirim sonrasi serbest
AFB1 analizi Yiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) yodntemi ile
yapilmistir.

Test parametrelerinde serbest AFB1 baglanma yiizdeleri asagida verilen

formiilasyon ile hesaplanmistir (85).

Ornekteki AFB1 pikinin alani
AFB1 kontrol pikinin alani

)

Baglanma yiizdesi = 100 * (1-

In vitro sindirim modeli, AFB1 kontamine 6rneklerden AFBI’in
biyoerisilebilirligini azaltmada prebiyotik ve probiyotiklerin etkinligini belirlemek
icin kullanilmistir. Hollanda Ulusal Halk Sagligi ve Cevre Enstitlisii tarafindan
gelistirilen agiz, mide ve ince bagirsak boltimlerini igeren bir in vitro sindirim modeli
kullanilmistir. Bu model, agiz, mide ve ince bagirsaktaki sindirim siireglerini simiile
eden ii¢ asamali bir prosediirii tanimlamaktadir. Uygulanan in vitro sindirim modeli
37°C’de agizdaki sindirimin taklidi ile 5 dakika baglayip midede 2 saat devam ettikten
sonra ince bagirsakta da 2 saat uygulanmaktadir (77, 85). Bu ¢alismada ayrica kolon
simiilasyonu da uygulanmistir. Kolon fazinda florada bulunan bakteriyel enzimler
(Proteaz ve Viscozyme L) kullanilarak kolon simiilasyonu gergeklestirilmistir. Proteaz
enzim soliisyonu eklendikten sonra 1 saat inkiibe edilip sonrasinda mikrobiyal enzimin

bir simtlasyonu olan Viscozyme L enzim sollisyonu eklenip 16 saat inkiibe edilerek
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in vitro sindirim tamamlanmistir (86). Uygulanan in vitro sindirim modeli bilesenleri

Tablo 3.2°de ayritil1 olarak gosterilmistir.



Tablo 3.2. Uygulanan in vitro sindirim modeli bilesenleri.

Tiikiirik Mide suyu Duedonal siv1 Safra sivis1
Inorganik soliisyon 0.9 g¢KCl1 2.75 g NaCl 7.01 g NaCl 5,26 g NaCl
0,2 g KSCN 0,27 g NaHPO4 3,39 ¢ NaHCO; 5,79 g NaHCO;
0,9 g NaH,PO4 0,82 g KCl 0.08 g KH2PO4 0,38 g KCl
0,57 g NaCl 0.4 g CaCh-2H,0 0,56 g KCl 0,15 mL HC1 %37
1.7 g NaHCO3 0,31 GNH:Cl 0,05 g MgCh
6.5 M1 HC1 0,18 g mL HCI
0.1 giire
Organik soliisyon 0.2 giire 0,65 g glukoz 0,2 g CaC-2H:0 0,25 g iire
0,02 g glukuronik asit 1 g BSA
0,085 g iire 9 g pankreatin
033 g glukozamin 1.5 g lipaz
hidroklorid
Inorganik ve organik 290 mg a-amilaz 1gBSA 0,2 g CaCh-2H:0 0,22 g CaCl-2H20
soliisyon icerisine 15 mg trik asit 2.5 g pepsin 1.8 g BSA 1.8 g BSA
eklenecekler 25 mg musin 3 g musin 9 g pankreatin 30 g safra

1.5 g lipaz

30



31

In vitro sindirim modelinin uygulama asamalar1 detayli olarak Tablo 3.3’te ve

Sekil 3.4’te verilmistir.

Tablo 3.3. In vitro sindirim modelinin uygulama asamalar.

ORNEK

4,5mL

AGIZ

6 mL tukirik
pH6,5+0,5
37°C’de 5 dakika

MIDE

12 mL mide suyu
pH25+0,5
37°C’de 2 saat

INCE BAGIRSAK

12 mL duedonal sivi+ 6 mL safra+2 mL
NaHCOs3

pH 6,5%0,5

37°C’de 2 saat

KOLON

5 mL Proteaz
pH 8,0
37°C’de 1 saat

150 puL Viscozyme L
37°C’de 16 saat

ELDE EDILEN KARISIM

3000 xg 15 dakika santrifuj
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Pozitif ve negatif kontrol ile birlikte toplam 5 farkli calisma grubu
bulunmaktadir. Tiim &rnekler dublike olarak calisilmustir. Inkiibasyon sonrasi, ince
bagirsak in vitro sindirim sonrasi ve kolonda sindirim sonras1t AFB1 analizi yapilan
toplam 30 oOrnek bulunmaktadir. Calismada kullanilan bademlerde Ornekler
hazirlanmadan énce AFB1 analizi yapilmistir. Inkiibasyon ve in vitro sindirim sonrasi
ornekler igerisindeki AFB1, AFB1’e 6zgii immiinoaffinite kolonu ile ekstraksiyonu
yapilmis ve toplanan elilat AFB1, HPLC cihazi ile analizi yapilana kadar -20 °C'de
saklanmistir. HPLC analizi sirasinda C18 (250x4.6 mm, 5 um) kolon ve ultra saf su+
asetonitril+ metanol (6:2:3)’den olusan mobil faz kullanilmigtir (87). Kolon sicakligi
25°C’de, pompa akis hiz1 1 mL/dakika, eksitasyon dalga boyu 360 nm, emisyon dalga
boyu 440 nm, basing <200 bar olarak ayarlanmistir. Ayarlamalardan sonra her bir
ornekten bir defa olmak tizere HPLC cihazina 100 pL enjeksiyon yapilarak sonuglar

elde edilmistir.

Elde edilen verilen neticesinde AFB1 biyoerisebilirligi asagida verilen

formiilasyon ile hsaplanmustir.

in vitro sindirilmis 6rnekteki miktar

Biyoerisilebilirlik = 100 * (

)

sindirim 6ncesi miktar
3.2.5. Verilerin Degerlendirilmesi

Istatistiksel analizler i¢in SPSS 23.0 paket programi kullanilmistir. AFB1
baglanma diizeyleri, ince bagirsak ve kolon biyoerisilebilirlik diizeyleri arasindaki
farklilik tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile belirlenmistir. Gruplar arasindaki
farkin 6nemi ise Post-Hoc Tukey testi ile analiz edilmistir. Sonuclar %95 guven

aralifinda, anlamlilik p<0,05 diizeyinde degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. AFB1 Analizi LOD, LOQ ve Geri Kazanim Degerleri

AFBI1 geri kazanim miktarin1 belirlemek i¢in standart ilave metodu
kullanilmistir. Bunun igin ekstraksiyon oncesi 6rnege 25, 50, 100 ng /mL AFBI1 stok
soliisyon eklenmistir. AFB1 25 ve 50 ng/mL konsantrasyonlarda geri kazanim orani
ortalama %104 bulunmustur. 100 ng/ml konsantrasyonlarda geri kazanim orani
ortalama %98 bulunmustur. Calismada analiz edilen hesaplanan saptama sinir1 (Limit
of detection, LOD) ve 6l¢iim limiti (Limit of quantification, LOQ) degerleri Tablo

4.1°de verilmistir.

Tablo 4. 1. AFB1’in geri kazanimi, LOD ve LOQ degerleri.

Kons. Geri Kazanim LOD LOQ R?
(ng/ml) (%) (ng/ml) (ng/ml)
AFB1 25 104,60+0.62 0,1 0,3 0,9972
50 104,07£4.25
100 98,28+1.84

Kons.: Konsantrasyon; LOD: Saptama Smr1 (Limit of Detection); LOQ: Olgiim Limiti (Limit of
Quantification).

Badem siitinde AFB1 kontaminasyonu sonrasi tespit edilen AFB1 diizeyine
ait HPLC kromatogrami Sekil 4.1°de gosterilmistir.

LU~

20

T T T T T T
0 2 4 ] i3 10 12 min|

Sekil 4. 1. Badem sutlinde AFB1 kontaminasyonu sonrasi tespit edilen AFB1 diizeyine
ait HPLC kromatograma.
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4.2. Probiyotik Bakteri ve Yulaf Kepeginin inkiibasyon Sonras1 Badem
Siitiinde AFB1’e Baglanma Diizeyleri

4 saat inkiibasyon sonrasi Leuconostoc lactis baglanma yiizdesi ortalama
19,20£2,79 bulunmustur. Calisma gruplarn arasinda en yiliksek AFB1’e baglanma
yuzdesi 21,14+2,35 orani ile Leuconostoc lactis + yulaf kepegi test parametresine
sahip Test 3 grubudur. Yulaf kepegi test parametresine sahip Test 2 grubunun ise
AFB1’e baglanma yiizdesi 20,25%1,5loraninda bulunmustur. Bu test gruplarinda
tespit edilen AFB1 baglanma diizeyleri pozitif kontrol grubuna gore yliksek olmak
birlikte baglanma yiizdeleri arasinda istatiksel olarak anlamli bir sonu¢ bulunmamaistir
(p>0,05). Probiyotik bakteri ve yulaf kepeginin inkiibasyon sonrasi badem sutlinde
AFB1’e baglanma diizeyleri ayrintili olarak Tablo 4.2°de ve Sekil 4.2°de verilmistir.

Tablo 4.2. Probiyotik bakteri ve yulaf kepeginin inkiibasyon sonrasi badem siitiinde
AFB1’e baglanma diizeyleri.

Calhisma gruplar1 ~ Test parametresi Baglanma Yiizdesi
Test grubu 1 Leuconostoc lactis 19,20+2,79
Test grubu 2 Yulaf kepegi 20,25+1,51
Test grubu 3 Leuconostoc lactis + Yulaf kepegi 21,14+2,35

p 0,609

Veriler ortalamaztstandart sapma olarak verilmistir.
p, AFB1 baglanma diizeyleri tek yonli ANOVA ile analiz edilmistir.

EBaglanma Yiizdesi

25
20
15
10
5
0
Leuconostoc lactis Yulaf kepegi Leuconostoc lactis +
Yulaf kepegi

Sekil 4.2. Probiyotik bakteri ve yulaf kepeginin inkiibasyon sonrasi badem siitiinde
AFB1’e baglanma diizeyleri.
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4.3. In Vitro Sindirim Modeli Uygulamasinda ince Bagirsak Sonrasi Tespit
Edilen AFB1 Biyoerisilebilirlik Diizeyleri

Probiyotik bakteri ve yulaf kepeginin in vitro sindirim sonras1 badem sitlinde
tespit edilen AFB1 biyoerisilebilirlik diizeylerine bakildiginda en diisiik oran
39,71+5,12 oranindaki Leuconostoc lactis + yulaf kepegi igerigine sahip test 3
grubudur. Yulaf kepegi igerigine sahip test 2 grubunda bu oran 43,53+1,67 olarak
bulunmustur. Test 2 ve test 3 gruplar1 arasindaki oranlar istatiksel olarak anlamli

bulunmamustir (p>0.05).

Test parametresi icermeyen pozitif kontrol grubunun AFB1 biyoerisilebilirlik
dizeyi 86,26+1,47 oraninda bulunmustur. Leuconostoc lactis probiyotik bakterisi
iceren Test 1 grubunda biyoerisilebilirlik diizeyi 74,12+3,89 oraninda olup pozitif

kontrol grubu ile istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).

Sadece yulaf kepegi kullanilan test 2 grubunun in vitro sindirim sonrasi
biyoerisilebilirlik diizeyi 43,53%£1,67 oraninda bulunurken test gruplari arasinda en
diisiik biyoerisilebilirlik diizeyi 39,71+5,12 orani ile Leuconostoc lactis + yulaf kepegi
iceren test 3 grubu olmustur. Test 2 ve test 3 gruplari, test grubu icermeyen pozitif
kontrol grubu ile istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). /n vitro sindirim
modeli uygulamasinda ince bagirsak sonrasi tespit edilen AFB1 biyoerisilebilirlik

diizeyleri ayrintili olarak Tablo 4.3°te ve Sekil 4.3’te gosterilmistir.

Tablo 4.3. In vitro sindirim modeli uygulamasinda ince bagirsak sonrast tespit edilen
AFBI1 biyoerisilebilirlik diizeyleri.

Calisma gruplan IB Sonrasi
Pozitif kontrol Test parametresi icermeyen kontrol grubu 86,26+1,472
Test grubu 1 Leuconostoc lactis 74,12+3,89°
Test grubu 2 Yulaf kepegi 43,53+1,67°
Test grubu 3 Leuconostoc lactis + Yulaf kepegi 39,71+5,12¢
P <0,001

Veriler ortalamaztstandart sapma olarak verilmistir.

p, AFB1 biyoerisilebilirlik diizeyleri tek yonli ANOVA ile analiz edilmistir.

Ayni siitun i¢inde farkli harfler Post-Hoc Tukey testine gore istatistiksel olarak birbirinden farklidir
(p<0,05), ayn1 harfler istatistiksel olarak birbirinden farkli degildir (p>0,05).
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O B Sonrasi

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Pozitif kontrol  Leuconostoc Yulaf kepegi Leuconostoc
lactis lactis + Yulaf
kepegi

Sekil 4.3. In vitro sindirim modeli uygulamasinda ince bagirsak sonrasi tespit edilen
AFBI1 biyoerisilebilirlik diizeyleri.

Yulaf kepegi bulunan 6rneklerde in vitro sindirim modeli uygulamasinda ince
bagirsak sonrasi tespit edilen AFB1 diizeyine ait HPLC kromatogrami Sekil 4.4°te

gosterilmistir.

LU 4
0.9
0.8 4
0.7
06 4

0.4
0.3

02 T

T
0 2 4 ] 8 10 12 min|

Sekil 4.4. Yulaf kepegi bulunan 6rneklerde in vitro sindirim modeli uygulamasinda
ince bagirsak sonrasi tespit edilen AFB1 diizeyine ait HPLC kromatogramu.

4.4. In Vitro Sindirim Modeli Uygulamasinda Kolon Sonrasi Tespit Edilen
AFBI1 Biyoerisilebilirlik Diizeyleri

Calisma gruplart arasinda in vitro sindirim modeli uygulamasinda kolon
sonrasi tespit edilen AFB1 biyoerisilebilirlik diizeylerine bakildiginda en diisiik oran
48,11+7,11 orani ile Leuconostoc lactis + yulaf kepegi test parametresine sahip test 3
grubudur. Test parametresi icermeyen pozitif kontrol grubunda tespit edilen AFB1

biyoerisilebilirlik diizeyi 72,01+4,42 oraninda bulunmustur. Badem siitiinde in vitro
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sindirim modeli kullanilarak kolon sonrasi AFB1 biyoerisilebilirlik diizeyi ilk kez

arastirilmastir.

Leuconostoc lactis test parametresi olan test 1 grubunun ise kolon sonrasi tespit
edilen AFBI1 biyoerisilebilirlik diizeyi 60,40+6,49 oranindadir. Yulaf kepegi test
parametresi olan test 2 grubu ise 59,60+2,76 oranindadir. Test 1 ve test 2 gruplari

arasinda istatiksel olarak anlamli bir sonu¢ bulunmamistir (p>0,05).

Pozitif kontrol grubu ile L. lactis+ yulaf kepegi igeren test 3 grubu arasinda
kolon sonrasi tespit edilen AFB1 biyoerisilebilirlik diizeyleri istatiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0,05). 7z vitro sindirim modeli uygulamasinda kolon sonras1 tespit
edilen AFBI biyoerisilebilirlik diizeyleri ayrintili olarak Tablo 4.4’te ve Sekil 4.5’te

verilmistir.

Tablo 4.4. In vitro sindirim modeli uygulamasinda kolon sonrasi tespit edilen AFB1
biyoerisilebilirlik diizeyleri.

Calisma gruplan Kolon Sonrasi
Pozitif kontrol Test parametresi icermeyen kontrol grubu 72,01+4,42%
Test grubu 1 Leuconostoc lactis 60,40+6,49%
Test grubu 2 Yulaf kepegi 59,60+2,76%
Test grubu 3 Leuconostoc lactis + Yulaf kepegi 48,11+7,11°

Y 0,005

Veriler ortalamaztstandart sapma olarak verilmistir.

p, AFM1 biyoerisilebilirlik diizeyleri tek yonlii 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).
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Sekil 4.5. In vitro sindirim modeli uygulamasinda kolon sonrasi tespit edilen AFB1
biyoerisilebilirlik diizeyleri.

Leuconostoc lactis ve yulaf kepegi bulunan 6rneklerde in vitro sindirim modeli
uygulamasinda kolonda sindirim sonrasi tespit edilen AFB1 diizeyine ait HPLC

kromatogrami Sekil 4.6’da gosterilmistir.
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Sekil 4.6. Leuconostoc lactis ve yulaf kepegi bulunan 6rneklerde in vitro sindirim
modeli uygulamasinda kolonda sindirim sonrasi tespit edilen AFBI1
dizeyine ait HPLC kromatogrami.

4.5. In Vitro Sindirim Modeli Uygulamasinda Ince Bagirsak ve Kolon
Sonras1 AFB1 Biyoerisilebilirlik Azalma Yiizdeleri

In vitro sindirim modeli uygulamasinda ince bagirsak ve kolon sonrast AFB1
biyoerisilebilirlik azalma yiizdelerine bakildiginda en disiik yiizde L. lactis probiyotik
bakterisi iceren test 1 grubunda, ince bagirsak sonrasi %14,07+4,51 oraninda
bulunurken kolon sonras1 %16,12+9,01 oraninda bulunmustur. AFB1

biyoerisilebilirlik azalma yiizdeleri en yiiksek ise Leuconostoc lactis + Yulaf kepegi
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icerigine sahip test 3 grubunda, ince bagirsak sonrasi 53,96+5,94 oraninda bulunurken
kolon sonrast 33,1949,87 oraninda bulunmustur. Sadece yulaf kepegi igeren test 2
grubunda ince bagirsak sonrast AFB1 biyoerisilebilirlik yiizdesi 49,53+1,94 oraninda

bulunurken kolon sonrasi 17,24+3,83 oraninda bulunmustur.

Ince bagirsakta in vitro sindirim sonrasinda AFB1 biyoerisilebilirlik azalma
yuzdeleri yulaf kepegi iceren test 2 ve Leuconostoc lactis + yulaf kepegi igeren test 3
gruplarinda istatiksel olarak anlamli bulunmamustir (p>0,05). Ancak test grubu 1 ve
test 2 ile 3 gruplar1 arasinda istatiksel olarak sonuclar anlamli bulunmustur (p<0,05).
In vitro sindirim sonrasinda AFB1 biyoerisilebilirlik azalma yiizdeleri Tablo 4.5’te

gosterilmistir.

Tablo 4.5. In vitro sindirim modeli uygulamasinda ince bagirsak ve kolon sonrasinda
AFBI1 biyoerisilebilirlik azalma yiizdeleri.

. Kolon
Calisma gruplan IB sonrasi Sonrasi
Test grubu 1 Leuconostoc lactis 14,07+4,51*  16,12+9,01
Test grubu 2 Yulaf kepegi 49,53+1,94°  17,24+3,83
Test grubu 3  Leuconostoc lactis + Yulaf kepegi 53,96+5,94°  33,19+9,87
P <0,001 0,071

4.6. In Vitro Sindirim Modeli Uygulamasinda ince Bagirsak ve Kolon

Sonrasi1 AFB1 Biyoerisilebilirlik Diizeylerinin Karsilastirilmasi

In vitro sindirim sonras1 AFB1 biyoerisilebilirlik diizeyleri pozitif kontrol
grubunda bakildiginda ince bagirsak sonrasi biyoerisilebilirlik diizeyi kolon sonrasina
gore daha yiiksek bulunmustur ancak ince bagirsak sonrasi ve kolon sonrasi
biyoerisilebilirlik diizeyleri arasinda istatiksel olarak anlamli bir sonu¢ bulunmamustir
(p>0,05). Leuconostoc lactis probiyotik bakterisinin bulundugu grupta ince bagirsak
sonras1 biyoerisilebilirlik diizeyleri kolon sonrasi biyoerisilebilirlik dlzeyine gore
daha yiiksektir ancak sonuglar istatiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). Yulaf
kepegi bulunan grupta kolon sonrasi biyoerisilebilirlik diizeyleri ince bagirsak sonrasi
biyoerisilebilirlik diizeylerine gére daha yiliksek bulunmustur ve sonuglar istatiksel
olarak anlaml1 bulunmustur (p<0,05). Leuconostoc lactis ile yulaf kepegi igeren grupta

ise ince bagirsak sonrasi biyoerisilebilirlik diizeyleri kolon sonrasina gore daha diisiik
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bulunmus ve sonuglar istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). In vitro sindirim
sonrast AFBI1 biyoerisilebilirlik diizeylerinin karsilastirilmast  Sekil 4.7°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.7. In vitro sindirim modeli uygulamasinda ince bagirsak ve kolon sonrasi
AFBI1 biyoerisilebilirlik diizeyleri.

Her test grubu 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).
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5. TARTISMA

Aflatoksinlerle kontaminasyon, tiim diinyada gida kaynakli hastaliklarin ana
nedenlerinden biridir. Aflatoksinler insan sagligini kanserojen Ozellikleri nedeniyle
olumsuz etkilemektedir. Son zamanlarda, aflatoksin maruziyetini énlemeye yonelik
beslenme yaklagimlarindan biri olan alternatif 6nlemlere ve probiyotik gibi uygun
maliyetli biyolojik yontemlere olan ilgi giderek artmaktadir. Aflatoksinlerin
kanserojenik etkilerinin azaltilmasi amaciyla probiyotik ve prebiyotik ajanlarin
rolliniin arastirildig1 birgok ¢alisma yapilmistir. Probiyotik mikroorganizmalarin
aflatoksin molekiillerini fiziksel olarak baglama yetenekleri nedeniyle yapilan
caligmalar ilgi ¢ekici olmustur. Bu amagla ¢alismamizda Leuconostoc lactis probiyotik
bakterisi ve prebiyotik ajan olarak yulaf kepeginin in vitro sindirim modelinde AFB1

biyoerisilebilirligi izerine etkisi incelenmistir.

Calismada inkiibasyon slresi 4 saat ve sicakligi 37°C olarak sabit tutulmustur.
Inkiibasyon sicakligi probiyotik bakterilerin aflatoksin detoksifikasyon yetenegini
etkileyebilir. EI-Nezami ve ark. (88) laktik asit bakterilerinin AFB1'e baglanmasi i¢in
en iyi sicakligin 37°C oldugunu 6ne siirmiislerdir. Rahaie ve ark. (89) Lactobacillus'un
aflatoksinlere ylizey baglanma verimliliginin 1s1 islemi ile artabilecegini gostermistir.
Huang ve ark. (90) farkli L. plantarum suslarinin hem canli hem de 1s1 ile 6ldiiriilmiis

formunun AFB1 azaltma etkinligine sahip oldugunu bildirmistir.

Inkiibasyon siiresinin probiyotik bakterilerin mikotoksinlere baglanmasi ile
ilgili siire heniiz netlik kazanmamistir. Ancak AFB1 baglanmasinin hizli bir siireg
oldugu ve inkiibasyonda biiyiik bir kisminin farkli suslar tarafindan fiziksel baglanma
yaptig1 calismalarda vurgulanmaktadir. Chlebicz ve ark. (5) Lactobacillus cinsine ait
12 farkl bakterileri tiiriiniin AFB1 detoksifikasyonu iizerine etkisini incelemistir ve 6
saatlik inkiibasyon sonrasinda AFB1 oraninda %Z20-65 azalma go6zlemlenmistir.
Istatiksel ~olarak anlamli bir azalma bulunmustur. Sonraki saatlerde
AFB1 konsantrasyonlarinda daha fazla azalma goriilmiistiir. 24 saatlik inkibasyon
sonrasinda AFB1 konsantrasyonlarinda %44-71 oraninda azalma olmustur. Kabak ve
ark. (91) da mikotoksinlerin baglanmasinda LAB’lerinin optimum inkibasyon
stiresinin net olmadigini bildirmislerdir ancak hizli baglanma siirecinin 0-4 saat

arasinda gergeklestigini belirtmistir. Ancak Pizzolitto ve ark. (60) inkibasyon
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stiresinin 1 dakikadan 5 saate ¢ikarilmasi ile probiyotik bakterilerin aflatoksin baglama
kapasitesinde onemli bir fark elde etmemistir. Sonug olarak tum bu verilerden yola
cikarak bu ¢caligmada test gruplarinin aflatoksine baglanma kapasitesini ortaya koymak

icin 4 saatlik inkiibasyon siiresinin yeterli oldugu diistiniilmektedir.

Probiyotik bakterinin etkisini inceledigimiz c¢alisma gruplarinda probiyotik
bakteri konsantrasyonu 108 kob/mL olarak ayarlanmistir. Aflatoksin baglanmasi
mikroorganizmanin baslangi¢ konsantrasyonundan etkilenmektedir. Kabak ve ark.
(79) baz1 probiyotik Lactobacillus suslarinin bakteri konsantrasyonu 108 kob/mL ve
daha yuksek oldugunda aflatoksine daha iyi baglandigini bildirmistir. Rezasoltani ve
ark. (92) probiyotik bakteriler icin AFM1 baglanmasimin, 10 * kob/mL'ye kiyasla
10 ® kob/mL'lik bakteri konsantrasyonunda daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir.
Ancak, onerilen bu seviyeye ulasmak i¢in gida iiriinlerinin en az 108 —10° kob/mL
canli hiicre igermesi gerektigi one siiriilmektedir. Bu nedenle ¢alismanin sonuglari
dikkate alindiginda en az 108-10° kob/mL canli probiyotik mikroorganizmanin
kullanilmas1 sadece aflatoksin baglanmasi i¢in degil ayn1 zamanda fonksiyonel etkiler

acisindan da iyi bir se¢im olacagi diisiiniilmektedir (6).

Probiyotik bakterilerle birlikte prebiyotiklerin etkisini incelemek amaci ile
prebiyotik olarak yulaf kepegi %4 oraninda ¢alisma gruplarina eklenmis ve sinbiyotik
etkinin AFB1’in azaltilmasindaki rolii incelenmistir. Prebiyotikler, bagirsak
mikrobiyotasinin bilesimini veya aktivitesini olumlu yonde etkileyen bilesenlerdir.
Chaharaein ve ark. (65) tavuk sosis orneklerinde en yiiksek AFB1 diisiisiine B-
glukanin sahip oldugunu gostermistir. Ayrica, B-glukanin AFBI1't azaltmadaki
etkinliginin iniilinden daha yiiksek oldugunu da gdstermislerdir; bu sonucu, B-
glukanin antioksidan aktivitesine ve yapisal niteliklerine atfetmislerdir. TUm bu veriler
dogrultusunda caligmamizda kullanilan yulaf kepegi orani duyusal ve mikrobiyal

ozellikler dikkate alinarak belirlenmistir.

5.1. Probiyotik Bakteri ve Yulaf Kepeginin Badem Siitiinde AFB1’e

Baglanma Diizeyleri

Calismada 50 ng/ml AFBL1 ile kontamine olmus badem siitii 6rneklerine

Leuconostoc Lactis probiyotik bakterisi, yulaf kepegi ve sinbiyotik etki gormek igin


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2212429224001548#bib33
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2212429224001548#bib64
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2212429224001548#bib64
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2212429224001548#bib13
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her iki ajan da eklenerek ii¢ ¢alisma grubu incelenmistir. Calisma gruplarinin
inkiibasyon sonrast AFB1’e baglanma yuzdeleri %19,20-21,14 arasinda degismistir.
Probiyotik bakteri iceren c¢alisma grubunun baglanma yiizdesi 19,20 oraninda
bulunurken prebiyotik olarak yulaf kepegi eklenen galisma grubunda %20,25 oraninda
bulunmustur. En yiiksek baglanma yiizdesi 21,14 orani ile probiyotik bakteri ve
prebiyotigin beraber bulundugu ¢alisma grubu olmustur. Mosallaie F ve ark. (58) L.
acidophilus ve L. rhamnosus probiyotik suslarmin 20 ng/ml AFBL1 ile kontamine
yogurtta 4 °C'de 21 gilinlik saklama slresi sonunda %64,56 ile %96,58 oranlar
arasinda AFB1’e baglandigini tespit etmislerdir. Secilen laktik asit bakterilerinin
aflatoksin baglama yeteneginin hem zamana hem de bakteri tiirtine bagli oldugu
goriilmistiir. Probiyotik bakterilerin AFB1’e baglanma etkinliginin farkli suslarin
sahip oldugu hiicre duvar1 yapisina, inkiibasyon sicakligina, temas stresine, baslangic
mikrobiyal konsantrasyonuna, baslangi¢ aflatoksin konsantrasyonuna ve pH gibi
degiskenlerden etkilenmektedir (60) bu iki calisma arasindaki AFB1’e baglanma

oranindaki farklilig1 aciklamaktadir.

Byakika ve ark. (2019) fermente sorgum unu, dari unu ve obusheradaki
aflatoksin kontaminasyonunun azaltilmasinda laktik asit bakterilerinin rolinu
aragtirmig, L. rhamnosus, L. plantarum, Lactococcus lactis ve Weisella probiyotik
bakterilerinin 1,0 ug/mL AFB1 ile kontamine olan 6rneklerde AFB1 baglanma oranini
%19,3-69,4 arasinda bulmuslardir (62). Chaharaein ve ark. (2021) tavuk sosislerinde
aflatoksin B1 diizeyinin azaltilmasina B-glukan ve inllinin etkisini incelemis, ¢alisma
sonucunda tiim gruplarda AFBI1 seviyelerinde azalma goriilmiistiir. En yiiksek azalma
%73,7 orani ile B-glukan igeren 6rneklerde gbzlenmistir. Calisma sonucuna gore -
glukan ve iniilinin AFB1'in azaltilmasinda etkili olabilecegi bulunmustur (68).
Aflatoksinin probiyotiklerle etkilesimi i¢in Onerilen birincil mekanizma, metabolik
bozunmadan ziyade genellikle baglanma olarak bilinen fiziksel adsorpsiyonu igerir.
Aflatoksin baglama kapasitesindeki degisiklik, probiyotik tiirlerinin hiicre duvari
yapilarindaki degisikliklere baglanmaktadir (64). Haskard ve ark. (93) aflatoksinlerin
LAB hiicre yiizeyine hidrofobik etkilesimler aracilifiyla baglanabilecegini One
stirmiistiir. Lee ve ark. (94) ise 1s1l islemin hidrofobik 6zellikte bir azalmaya neden

oldugunu, ancak adsorpsiyon afinitesinde bir artisa yol actifimi bildirmislerdir.
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Dolayisiyla, AFB1'in adsorpsiyonunda hidrofobik etkilesimlerin roliiniin zayifladigini
ortaya koymuslardir.

Sonug¢ olarak LAB, aflatoksinlere esas olarak geri dontisimlii, kovalent
olmayan zayif bir etkilesim yoluyla baglanir ve baglanma, hiicre duvari aracili olup
hiicre aktivitesinden bagimsizdir. LAB-aflatoksin kompleksinin stabilitesinin
uygulama sirasinda dikkate alinmasi gerekir. Her ne kadar LAB suslarinin bazilari
yeterli dekontaminasyon etkinligi gosterse de, baglanma kapasitesi susun cinsi, pH
degeri, sicaklik, suslarin konsantrasyonu gibi ¢esitli faktorlerden etkilenebilmektedir
(95).

5.2. Probiyotik Bakteri ve Yulaf Kepeginin Badem Siitiinde in Vitro
Sindirim Sonrasi1 AFB1 Biyoerisilebilirlik Diizeyleri

In vitro sindirim modelleri, simiile edilmis gastrointestinal kosullar altinda gida
bilesenlerinin yapisal degisikliklerini ve sindirilebilirligini incelemek i¢in yaygin
olarak kullanilmaktadir (96). /n vitro sindirim modellerinin ¢ogu, gastrointestinal
kanaldan ge¢is sirasinda bilesiklerin matrislerinden biyolojik olarak erisilebilirliginin
arastirtlmasini saglamak amaciyla agiz, mide ve ince bagirsaktaki sindirim siireglerini
basitlestirilmis bir sekilde simiile eder (77). Ideal sindirim modeli, insan
gastrointestinal kanalinda meydana gelen mekanik, kimyasal ve enzimatik siirecleri
dogru bir sekilde simiile edebilmeli, ayn1 zamanda gergeklestirilmesi nispeten basit,

hizli ve ucuz olmalidir (42).

Bir bilesigin biyoyararlannmmin ve biyoerisilebilirliginin niceliginin
belirlenmesi zordur ve siklikla sindirimi igeren karmasik islemler tarafindan
engellenir. Son yillarda, gidalardan elde edilen bilesiklerin insan agiz yoluyla
biyoyararlanimini incelemek i¢in in vitro metodolojilerin kullanimina artan bir ilgi
vardir (73, 74, 97) Biyoerisilebilirlik, bir maddenin gastrointestinal ortamda

¢oziinebilen ve emilmeye hazir olan kismidir (74).

Sonug olarak, sindirim enzimlerinin olusumu ve konsantrasyonu, pH degerleri

gibi ¢esitli faktorler dikkate alinarak, insan sindirimi sirasinda meydana gelen
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fizyolojik siiregleri yakindan taklit eden in vitro modellerin kullanilmasina ihtiyag
vardir (96).

Calismamizda in vitro sindirim modeli uygulamasinda ince bagirsak sonrasi
tespit edilen AFB1 biyoerisilebilirlik diizeylerine baktigimizda pozitif grubun orani
86,26+1,47 bulunmustur. Test gruplarina bakildiginda en yiiksek biyoerisilebilirlik
duzeyi 74,12+3,89 orani ile sadece Leuconostoc lactis probiyotik bakterisi iceren test
1 grubudur. Test gruplar1 arasinda en diisiik biyoerisilebilirlik diizeyi 39,71+5,12 orani
ile Leuconostoc lactis probiyotik bakterisi ile yulaf kepeginin beraber bulundugu test
3 grubudur. Sadece yulaf kepegi bulunan test 2 grubunun biyoerisilebilirlik orani ise
43,53+1,67 oraninda bulunmustur. Test 2 ve test 3 grubu pozitif kontrol grubuna gore
istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Leuconostoc lactis probiyotik bakterisi
iceren test 1 grubu, yulaf kepegi igeren test 2 grubu ve Leuconostoc lactis + Yulaf
kepegi iceren test 3 grubuna gore istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).
Vasconcelos ve ark. (67) Lactobasillus plantarum ve prebiyotiklerin inek sitiunde
AFB1 detoksifikasyonu arastirmis ve yapay olarak kontamine olan UHT sitte
biyoerisilebilirlik oranlarina in vitro sindirilebilirlik analizi ile bakmuslardir.
Biyoerisilebilirlikteki en biiyilk azalma %51,1 oram1 ile 10,0 pg/L AFB1
konsantrasyonuna sahip inllin veya oligofruktoz ve L. Plantarum eklenmesiyle
meydana gelmistir. Saladino ve ark. (80) farkli Lactobacillus ve Bifidobacteria
suslariin, somun ekmegine eklenen AFB1 ve AFB2'nin biyoerisilebilirligini azaltma
kapasitesini in vitro gastrointestinal sindirim sistemi ile degerlendirmistir. Calisma
gruplarinda en yiiksek biyoerisilebilirlik, somun ekmeginin Lb. johnsoni, Lb. casei,
Lb. plantarum ve Lb. reuteri ile birlikte sindirilmesiyle elde edilmis ve %98,66
oraninda AFB1’in azaldig1 goriilmiistiir. Calismanin sonucunda spesifik probiyotik
mikroorganizmalarla zenginlestirilmis ve AF'lerle kontamine olmus besinin
tilkketilmesi, besinde bulunan bu toksik bilesiklerin alimiyla iligkili riski azaltabilecegi

bildirilmistir.

Leuconostoc lactis ve yulaf kepeginin kolonda in vitro sindirim sonrasi
biyoerisilebilirlik diizeylerine bakildiginda test parametresi igermeyen kontrol
grubunda %72,01+4,42 oraninda bulunmustur. En yiiksek biyoerisilebilirlik diizeyi

%60,40+6,49 orani ile sadece Leuconostoc lactis probiyotik bakteri iceren test 1 grubu
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olmustur. Sadece yulaf kepegi iceren test 2 grubunun biyorisilebilirlik diizeyi
59,60+2,76 oraninda bulunmustur. En diisiik biyoerisilebilirlik diizeyi 48,11+7,11
orani ile Leuconostoc lactis ve yulaf kepegi iceren test 3 grubu olmustur. Leuconostoc
lactis probiyotik bakterisi i¢eren test 1 grubu ile yulaf kepegi igeren test 2 grubu
istatiksel olarak anlamli sonuglar bulunmamaistir (p>0,05). Ancak Leuconostoc lactis
+ yulaf kepegi iceren test 3 grubu pozitif kontrol ve test 2 ile test 3 gruplarina gore
istatiksel olarak anlamli sonuglar bulunmustur (p<0,05). Calismamiz kolonda in vitro
sindirim sonrast AFB1 biyoerisilebilirlik diizeylerine bakilan ilk ¢alismadir. Yapilan
calismalarda yalnizda ince bagirsaktaki biyoerisilebilirlik degerlendirilmistir ancak
ince bagirsaktan emilmeden kolona gegen aflatoksin-biyolojik ajan kompleksinin
kolonda bulunan mikroorganizmalar ve enzimler tarafindan da degisiklige

ugrayabilecegi diistiniilmektedir (85).

In vitro sindirim sonrasinda AFB1 biyoerisilebilirlik azalma yiizdelerine
bakildiginda ince bagirsak sonrast ve kolon sonrasi en yiiksek azalma ylizdesi
Leuconostoc lactis + yulaf kepegi iceren test 3 grubu olmustur, en diisiik azalma
ylizdesi sadece Leuconostoc lactis probiyotik bakterisi igeren test 1 grubu olmustur. /n
vitro sindirim sonrasinda AFB1 biyoerisilebilirlik azalma yiizdeleri ince bagirsak
sonrast en diisiik %14,07+4,51 orani ile Leuconostoc lactis probiyotik bakterisi igeren
test 1 grubu olmustur. En yiksek biyoerisilebilirlik azalma %53,96+5,94 orani ile
Leuconostoc lactis + yulaf kepegi iceren test 3 grubu olmustur ve test 1 ile test 3
gruplar1 arasindaki fark istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Sadece yulaf
kepegi igeren test 2 grubunun in vitro sindirim sonrasinda AFB1 biyoerisilebilirlik
azalma yuzdesi ise 49,53+1,94 oraninda bulunmustur ve test 1 grubunu ile
biyoerisilebilirlik azalma ylizdeleri arasindaki fark istatiksel olarak anlaml
bulunmustur (p<0,05). In vitro sindirim sonrasinda AFB1 biyoerisilebilirlik azalma
yuzdeleri kolon sonrasi yulaf kepegi i¢eren grupta %17,24 oraninda bulunurken
Leuconostoc lactis + yulaf kepegi i¢eren test grubunda %33,19 oraninda bulunmustur.
Sinbiyotik olarak probiyotik ve prebiyotik ajanlarin eklendigi grupta biyoerisilebilirlik
azalma yiizdesi daha yiiksek bulunmakla birlikte bu yiikselis istatiksel olarak anlaml
bulunmamustir (p>0,05). Leuconostoc lactis probiyotik bakterisi iceren test 1 grubu ile
test 2 ve test 3 gruplar1 arasinda ise azalma ylizdeleri arasinda istatiksel olarak anlamli

sonuglar bulunmustur (p<0,05). I vitro sindirim sonrasinda AFB1 biyoerisilebilirlik
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azalma ytizdeleri kolon sonrasi en diisiik 16,12+9,01 oranmi ile Leuconostoc lactis
probiyotik bakterisi iceren test 1 grubu olurken en yiksek 33,19+9,87 orani ile
Leuconostoc lactis + yulaf kepegi iceren test 3 grubu olmustur. Sadece yulaf kepegi
iceren test 2 grubunun in vitro sindirim sonrasinda AFB1 biyoerisilebilirlik azalma
yuzdesi ise 17,24+3,83 orani ile test 2 grubu olmustur. Probiyotik ve prebiyotik
ajanlarin eklendigi test grubunda biyoerisilebilirlik azalma yuzdesi daha yiksek
bulunmakla birlikte bu yiikselis istatiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05).
AF'lerin biyoerisilebilirligini azaltmada probiyotik suslar1 arasinda gozlemlenen
farkliliklar belirsizdir, ancak hiicre yiizeyi hidrofobikliginin AF baglanmasiyla iliskili
olabilecegi one siiriilmiistiir. AF molekiillerinin spesifik bakterilerin hiicre duvari
bilesenlerine baglandigi, dolayisiyla bakterilerin farkli etkinliginin, farkli suslarda
bulunan tamamen farkli baglanma bolgelerinden veya susa bagli olarak degisen benzer
baglanma bolgelerindeki kiigiik farkliliklardan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir
(80).

Sonug olarak test edilen probiyotik bakteri (Leuconostoc lactis) ve prebiyotigin (yulaf
kepegi) badem sutlinde farkli oranlarda AFB1 baglama kapasitesi oldugu
gosterilmigtir. Calismada kullanilan biyolojik ajanlarin ilk defa kullaniliyor olmasi
sonuglarin literatlrdeki ¢alismalar ile karsilastirilmasinda sinirliliklara sebep olmustur
ancak uygulanan in vitro sindirim modeli kullanilarak bu biyolojik ajanlarin badem
sttlinde AFB1 biyoerisilebilirligi tizerindeki etkisi gosterilmistir. Leuconostoc lactis
ve yulaf kepeginin besinde sagladiklar1 baglanma diizeyi gastrointestinal sistem
boyunca degisiklik gostermistir. Dolayisiyla ¢alismada kullanilan biyolojik ajanlarin
farkli yapilara sahip olmasi nedeniyle toksin ile biyolojik ajan arasinda ger¢eklesen
baglanma diizeyleri arasinda farklilik gézlenmistir. Bunun sonucunda da farkli AFB

baglanma diizeyleri ortaya ¢ikmustir.


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/hydrophobicity
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/hydrophobicity
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6. SONUC VE ONERILER
6.1. Sonuclar

Biyolojik ajan olarak Leuconostoc lactis probiyotik bakterisi ve prebiyotik
olarak yulaf kepegi kullanilarak badem siitinde AFB1 biyoerisebilirliginin
arastirilmasi amaci ile yapilan bu calismanin sonuglart maddeler halinde asagida

gosterilmektedir.

1. inkiibasyon sonras1 Leuconostoc lactis probiyotik bakterisininAFB1’e baglanma
dizeyi 19,20+2,79; yulaf kepeginin AFB1’¢ baglanma diizeyi %20,25+1,51;
Leuconostoc lactis ve yulaf kepeginin birlikte oldugu 6rneklerde AFB1’e baglanma
duzeyi %21,14+2,35 olarak tespit edilmistir. Ancak gruplar arasinda istatiksel olarak

anlamli bir fark bulunmamaistir (p>0,05).

2. In vitro sindirim modeli uygulamasinda ince bagirsak sonras: tespit edilen AFB1
biyoerisilebilirlik diizeyi test parametresi icermeyen kontrol grubunda %86,26+1,47

tespit edilmistir.

3. In vitro sindirim modeli uygulamasinda badem siitiindeki AFB1’in ince bagirsak
sonrast biyoerisilebilirlik diizeyi en yuksek Leuconostoc lactis probiyotik bakterisi
iceren Orneklerde tespit edilmis (%74,12+3,89) ve kontrol grubuna gore istatiksel
olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).

4. In vitro sindirim modeli uygulamasinda ince bagirsak sonrasi tespit edilen AFB1
biyorisilebilirlik diizeyi yulaf kepegi igeren orneklerde %43,53+1,67 olarak tespit
edilmis ve kontrol grubuna gore istatiksel anlamda onemli diizeyde diislis tespit

edilmistir (p<0,05).

5. In vitro sindirim modeli uygulamasinda ince bagirsak sonrasi tespit edilen AFB1
biyoerisilebilirlik dizeyi en diisiik Leuconostoc lactis ile yulaf kepeginin birlikte
oldugu orneklerde tespit edilmis (39,71+5,12), verilerde istatiksel anlamda 6nemli

Olctlide diisiis tespit edilmistir (p<0,05).

6. In vitro sindirim modeli uygulamasinda badem siitiindeki AFB1’in kolon sonrasinda

biyoerisilebilirlik diizeyi %72,01+4,42 olarak tespit edilmistir.
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7. In vitro sindirim modeli uygulamasinda kolon sonrasi tespit edilen AFB1
biyoerisilebilirlik diizeyi en yiiksek Leuconostoc lactis iceren orneklerde tespit
edilmistir (60,40£6,49) ve test parametresi icermeyen kontrol grubuna gore istatiksel

olarak anlamli bulunmamustir (p>0,05).

8. In vitro sindirim modeli uygulamasinda kolon sonrasi tespit edilen AFB1
biyoerisilebilirlik diizeyi yulaf kepegi i¢eren 6rneklerde %59,60+2,76 tespit edilmistir
ve test parametresi igermeyen kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli

bulunmamustir (p>0,05).

9. In vitro sindirim modeli uygulamasinda kolon sonrasi tespit edilen AFBI
biyoerisilebilirlik diizeyi en diisiik Leuconostoc lactis + yulaf kepegi iceren 6rneklerde
tespit edilmistir (%48,11+7,11) ve test parametresi icermeyen kontrol grubuna gore

istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).

10. In vitro sindirim modeli uygulamasinda ince bagirsak sonrast AFBI
biyoerisilebilirlik azalma yiizdesi Leuconostoc lactis iceren test 1 grubunda
%14,07+4,51 olarak hesaplanmstir.

11. In vitro sindirim modeli uygulamasinda ince bagirsak sonrast AFBI
biyoerisilebilirlik azalma yiizdesi yulaf kepegi igeren test 2 grubunda %49,53+1,94
olarak hesaplanmistir ve Leuconostoc lactis i¢eren test 1 grubuna gore istatiksel olarak

anlamli bulunmustur (p<0,05).

12. In vitro sindirim modeli uygulamasinda ince bagirsak sonrast AFBI
biyoerisilebilirlik azalma yiizdesi Leuconostoc lactis + Yulaf kepegi igeren test 3
grubunda %53,96+5,94 olarak hesaplanmistir ve Leuconostoc lactis iceren test 1

grubuna gore istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).

13. In vitro sindirim modeli uygulamasinda kolon sonras1 AFB1 biyoerisilebilirlik
azalma yuzdesi Leuconostoc lactis igeren test 1 grubunda %16,12+9,01 olarak

hesaplanmustir.
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14. In vitro sindirim modeli uygulamasinda kolon sonras1 AFB1 biyoerisilebilirlik
azalma vyuzdesi yulaf kepegi iceren test 2 grubunda %217,24+3,83 olarak

hesaplanmustir.

15. In vitro sindirim modeli uygulamasinda kolon sonrasi1 AFB1 biyoerisilebilirlik
azalma ylzdesi Leuconostoc lactis + Yulaf kepegi iceren test 3 grubunda
%33,19+9,870larak hesaplanmistir.

16. In vitro sindirim modeli uygulamasinda kolon sonrast AFB1 biyoerisilebilirlik

azalma yiizdeleri arasinda istatiksel olarak anlamli bir sonu¢ bulunmamistir (p>0,05).
6.2. Oneriler

Aflatoksinlerin ekonomi ve saglik iizerindeki olumsuz etkileri, gidalarda
olusumunun Onlenmesi, kontamine {iriinlerde bu toksinlerin ortadan kaldirilmasi,
etkisiz hale getirilmesi veya biyoyararliliginin azaltilmasina yonelik stratejilerin
arastirilmasina yol agmistir. Aflatoksin eliminasyonu veya inaktivasyonu fiziksel,
kimyasal ve biyolojik yontemlerle saglanabilmektedir. Fiziksel ve kimyasal
yontemler, ya Kirletici maddelerin uzaklastirilmasinda etkili olmadiklarindan ya da
maliyetlerin yiiksek olmasi, Urline besinsel ve duyusal zararlar vermesi nedeniyle
giivenlik, ekonomi ve iiriin kalitesi a¢isindan en uygun yontemler degildir. Bu nedenle
hem ¢evre hem de viicut sagligina dost olmasi nedeniyle biyolojik yontemler ortaya

cikmis ve popiilerlik kazanmustir (98).

Yapilan bu ¢aligmada in vitro sindirim modeli de kullanilarak yulaf kepegi ile
Leuconostoc lactis probiyotik bakterisinin badem sitiinde Aflatoksin B1 (AFB1)
biyoerisilebilirligi lizerine etkisi literatiirde ilk kez incelenmistir. Caligmadan elde
edilen veriler inkiibasyon sonrasi badem siitiindeki AFB1 miktar1 ve in vitro sindirim
sonrasi asamalardaki AFB1 miktar1 farklilik gdstermistir. Leuconostoc lactis
probiyotik bakterisi ile yulaf kepeginin AFB1 biyoerisilebilirligini azaltmada etkili
olabilecegi ve sadece yulaf kepeginin AFB1 baglanmasinda olduk¢a kararli oldugu
goriilmiistiir. Ileri calismalarda in vitro sindirim modeli uygulanmasi, hem fonksiyonel
hem de vegan Ozelliginde alternatif bir icecek kullanilmasi ve farkli biyolojik ajanlar

kullanilarak AFB1 baglanma ve biyoerisilebilirliginin etkisinin incelenmesi
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acilarindan  katki saglanabilecektir. Ayrica bu c¢alisma AFB1’in  kolonda
biyoerisilebilirliginin degerlendirildigi ilk ¢aligmadir.
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