T.C.
HACETTEPE UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

BOZADA PREBIYOTIK VE PROBiIYOTIKLERIN AFLATOKSIN
B1 DETOKSIFIKASYONU VE BIiYOERISILEBILIRLIGI
UZERINE ETKIiSI

Uzm. Dyt. Arife MACIT

Beslenme ve Diyetetik Programi
DOKTORA TEZI

ANKARA
2024






T.C.
HACETTEPE UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

BOZADA PREBiIYOTIiK VE PROBIYOTIKLERIN AFLATOKSIN
B1 DETOKSIFIKASYONU VE BIiYOERISILEBILIRLIGI
UZERINE ETKIiSI

Uzm. Dyt. Arife MACIT

Beslenme ve Diyetetik Programi
DOKTORA TEZI

TEZ DANISMANI
Prof. Dr. Mevliide KIZIL

ANKARA
2024



ONAY SAYFASI

BOZADA PREBIYOTiK VE PROBiYOTIKLERIN AFLATOKSIN B1 DETOKSIFIKASYONU
VE BiYOERISILEBILIRLiGI UZERINE ETKISi
Arife MACIT
Danigsman: Prof. Dr. Mevliide KIZIL

Bu tez calismasi 05.08.2024 tarihinde jiirimiz tarafindan "Beslenme ve Diyetetik

Programi” nda doktora tezi olarak kabul edilmistir.

Juri Bagkani: Prof. Dr. Seyit Mehmet MERCANLIGIL

Uluslararasi Kibris Universitesi

Uye: Prof. Dr. Emine Akal YILDIZ

Dogu Akdeniz Universitesi

Uye: Prof. Dr. Fatma Glilhan SAMUR

Hacettepe Universitesi

Uye: Prof. Dr. Aylin AYAZ

Hacettepe Universitesi

Uye: Dr. Ogr. Uyesi Damla GUMUS

Hacettepe Universitesi

Bu tez, Hacettepe Universitesi Lisansiistii Egitim-Ogretim ve Sinav Yénetmeliginin

ilgili maddeleri uyarinca yukaridaki jiiri tarafindan uygun bulunmustur.

Prof. Dr. Miige YEMISCi OZKAN

Enstitii Miidiri



YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitii tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin/raporumun tamamini veya herhangi bir kismini, basili
(kagit) ve elektronik formatta arsivleme ve asagida verilen kosullarla kullanima agma iznini Hacettepe
Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle Universiteye verilen kullanim haklar1 disindaki tiim fikri
miilkiyet haklarim bende kalacak, tezimin tamaminin ya da bir boliimiiniin gelecekteki caligmalarda
(makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklar1 bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal ¢aligmam oldugunu, bagkalarmin haklarimi ihlal etmedigimi ve tezimin tek yetkili
sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif hakki bulunan ve sahiplerinden yazili
izin alinarak kullanilmasi zorunlu metinlerin yazili izin alinarak kullandigimi ve istenildiginde
suretlerini Universiteye teslim etmeyi taahhiit ederim.

Yiksekogretim Kurulu tarafindan yaymnlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda
Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Acillmasina iliskin Yonerge” kapsaminda tezim asagida
belirtilen kosullar haricince YOK Ulusal Tez Merkezi / H.U. Kiitiiphaneleri A¢ik Erisim Sisteminde
erisime agilir.

0 Enstitli / Fakiilte yonetim kurulu karari ile tezimin erisime agilmasi mezuniyet tarihimden
itibaren 2 yil ertelenmistir.

e Enstitil / Fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karari ile tezimin erisime agilmasi mezuniyet
tarihimden itibaren 6 ay ertelenmistir.?
0 Tezimle ilgili gizlilik karar1 verilmistir.

05/08/2024

Uzm. Dyt. Arife MACIT

1 “Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmast, Diizenlenmesi ve Erisime A¢ilmasina Iligkin Yonerge”

(1) Madde 6. 1. Lisansistii tezle ilgili patent basvurusu yapilmasi veya patent alma siirecinin devam etmesi durumunda,
tez danismaninin dnerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun gériisi lzerine enstitii veya fakiilte yénetim kurulu iki yil
sire ile tezin erisime agilmasinin ertelenmesine karar verebilir.

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildigi, heniiz makaleye déniismemis veya patent gibi
yoéntemlerle korunmamis ve internetten paylasiimasi durumunda 3. sahislara veya kurumlara haksiz kazang imkani
olusturabilecek bilgi ve bulgulari iceren tezler hakkinda tez danismaninin énerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun
gorisi lzerine enstitli veya fakiilte yénetim kurulunun gerekgeli karari ile alti ayi asmamak (izere tezin erisime
agilmasi engellenebilir.

(3)  Madde 7. 1. Ulusal ¢ikarlari veya giivenlidi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve giivenlik, saglk vb. konulara
iliskin lisanstistii tezlerle ilgili gizlilik karari, tezin yapildigi kurum tarafindan verilir *. Kurum ve kuruluslarla yapilan
isbirligi protokolii ¢ercevesinde hazirlanan lisansiistii tezlere iliskin gizlilik karari ise, ilgili kurum ve kurulusun énerisi
ile enstitii veya fakiiltenin uygun gérisi (zerine Universite yénetim kurulu tarafindan verilir. Gizlilik karari verilen
tezler Yiiksek6gretim Kuruluna bildirilir. Madde 7.2. Gizlilik karari verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte
tarafindan gizlilik kurallari ¢ercevesinde muhafaza edilir, gizlilik kararinin kaldirilmasi halinde Tez Otomasyon
Sistemine yiiklenir

* Tez danigmaninin énerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun goriisii tizerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulu
tarafindan karar verilir.



ETiK BEYAN

Bu caligmadaki biitiin bilgi ve belgeleri akademik kurallar ¢ergevesinde elde ettigimi,
gorsel, isitsel ve yazili tiim bilgi ve sonuglar1 bilimsel ahlak kurallarina uygun olarak
sundugumu, kullandigim verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi, yararlandigim
kaynaklara bilimsel normlara uygun olarak atifta bulundugumu, tezimin kaynak
gosterilen durumlar disinda Ozgiin - oldugunu, Prof. Dr. Mevlide KIZIL
danismanhiginda tarafimdan iiretildigini ve Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri

Enstitiisii Tez Yazim Yonergesine gore yazildigini beyan ederim.

Uzm. Dyt. Arife MACIT



Vi

TESEKKUR

Lisans, yiiksek lisans ve doktora egitimim boyunca bana hep yol gostererek
destegini, sabrim1 ve bilgisini esirgemeyen, birlikte caligmaktan mutluluk ve onur
duydugum degerli danisman hocam Prof. Dr. Mevliide Kizil’a,

Tez izleme komitesinde gorev alarak calismaya 6nemli katkilarda bulunan
degerli hocalarim Prof. Dr. Seyit Mehmet Mercanligil ve Prof. Dr. Aylin Ayaz’a,

Calisma siiresince yardimlarini esirgemeyerek verdigi her tirlii destek igin
Sayin Prof. Dr. Banu Sancak’a,

Tez galigmam siiresince hem bilimsel hem manevi destek ve yardimlari i¢in
Dr. Ogr. Uyesi Siimeyra Sevim Karacif’e,

Tim zor zamanlarimda destegini her zaman hissettigim ve her daim
motivasyon kaynagim olan canim dostum Ars. Gor. Biigra Turan Demirci’ye,

Desteklerini esirgemeyen sevgili arkadaslarim Dr. Zeynep Nur Koseoglu, Ars.
Gor. Kiibra Ugar Bas, Ars. Gor. Nagihan Kircali Haznedar ve Ars. Gor. Tuba Nur
Yildiz Kopuz’a,

Aramizdaki tiim fiziksel mesafelere ragmen her daim yanimda olduklarini
hissettiren degerli dostlarim Siimeyra Bukan, Biisra Buzgan, Neslihan Dursun ve
Hatice Kose’ye,

Hayatlarinin her anin1 bizlere adayan, karsilastigim her zorlugu benimle
birlikte gogiisleyerek her daim yanimda olan, en biiyiik destekgilerim olan ve
tesekkiirlerin en biiyiigiinii hak eden canim anneme, tezimin bitecegi giinii gérmeyi
cok isteyen ancak su an aramizda olamayan canim babama,

Her kosulda, mesafeler ne olursa olsun, her zaman yanimda hissettigim canim
kardeslerime, onlarin degerli eslerine ve sevgili yegenlerime,

Sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.



vii

OZET

Macit, A., Bozada Prebiyotik ve Probiyotiklerin Aflatoksin B1 Detoksifikasyonu
ve Biyoerisilebilirligi Uzerine Etkisi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisii Beslenme ve Diyetetik Programn Doktora Tezi, Ankara, 2024.
Aflatoksin Bl (AFB1), Kkarsinojenik, mutajenik, teratojenik, noérotoksik ve
immiinosupresif Ozelliklere sahip, g¢esitli tahil iiriinleri ve yaglh tohumlarda sik¢a
bulunan bir mikotoksindir. Bu ¢alismanin amaci, biyolojik ajan olan probiyotik bakteri
olarak Lactobacillus leichmannii (ATCC 10697) RSKK 06048, maya olarak
Saccharomyces boulardii RSKK 06047, prebiyotik olarak beta glukanin tahil bazli
fermente igecek olan bozada AFB1 baglama kapasitesinin ve AFB1 biyoerisilebilirligi
tizerine etkisinin in vitro olarak incelenmesidir. Olusturulan ¢alisma gruplarindaki
(pozitif ve negatif kontrol, AFB1 + L. leichmannii, AFB1 + S. boulardii, AFB1+ L.
leichmannii + S. boulardii, AFB1 + Beta glukan, AFB1 + L. leichmannii + Beta
glukan, AFB1 + S. boulardii + Beta glukan, AFB1+ L. leichmannii + S. boulardii +
Beta glukan) serbest AFB1 miktari, inkiibasyondan sonra ve in vitro sindirim modeli
ile mide, ince bagursak ve kolon asamalarindan sonra HPLC kullanilarak
belirlenmistir. inkiibasyon sonrasi en yiiksek AFB1 baglanmas1 S. boulardii igeren
ornekte %27,79+1,95 olarak gozlenmistir. Bu c¢alisma, inkiibasyon sonrasi iirlinde
belirlenen AFB1 miktarlar1 ile sindirim simiilasyonu sonundaki miktarlar arasindaki
farki gostermistir. /n vitro sindirim modeli uygulandiginda, bozadaki AFBI1'in
biyoerisilebilirligi mide asamasindan sonra %92,46+0,82; ince bagirsak asamasindan
sonra %87,80+2,60; kolon asamasindan sonra ise %78,08+0,26 olarak bulunmustur.
Kolon sonrast AFB1 biyoerisilebilirliginin, inkiibasyon sonrasi AFB1 degerleriyle
karsilastirildiginda tiim 6rneklerde anlamli bir azalma oldugu belirlenmistir (p<0,05).
AFBI1 biyoerisilebilirligindeki en yiiksek azalma kolon sonrasi L. leichmannii + S.
boulardii + Beta glukan igeren ornekte %55,46+6,81 olarak gézlemlenmistir. Beta
glukan iceren Ornekte inkiibasyon sonrasinda belirlenen baglanma oram
(%20,89+0,78) ile in vitro sindirimde kolon sonrasi baglanma orami (41,02+1,60)
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu belirlenmistir (p<0,05). Bu
arastirma ile, probiyotik bakteri, maya ve beta glukanin tahil bazli iiriinlerde AFB1
biyoerisilebilirligini azaltmak i¢in potansiyel bir uygulama olarak kullanilabilecegi
sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Aflatoksin B1, in vitro sindirim, biyoerisilebilirlik, probiyotik,
prebiyotik, beta glukan, boza

Bu calisma, Hacettepe Universitesi BAP tarafindan desteklenmistir (Proje numaras:
TDK-2022-19930)
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ABSTRACT

Macit, A., The Effect of Prebiotic and Probiotics on Aflatoxin B1 Detoxification
and Bioaccessibility in Boza, Hacettepe University Graduate School Health
Sciences Program of Nutrition and Dietetics, Doctor of Philosophy Thesis,
Ankara, 2024. Aflatoxin B1 (AFB1) is a mycotoxin with carcinogenic, mutagenic,
teratogenic, neurotoxic and immunosuppressive properties commonly found in various
cereal products and oilseeds. The aim of this study was to investigate the effect of
Lactobacillus leichmannii (ATCC 10697) RSKK 06048 as a probiotic bacteria,
Saccharomyces boulardii RSKK 06047 as a yeast and beta-glucan as a prebiotic on
AFB1 binding capacity and AFB1 bioaccessibility in boza which is a cereal-based
fermented beverage. The free AFB1 levels in the study groups (positive and negative
control, AFB1 + L. leichmannii, AFB1 + S. boulardii, AFB1 + L. leichmannii + S.
boulardii, AFB1 + Beta glucan, AFB1 + L. leichmannii + Beta glucan, AFB1 + S.
boulardii + Beta glucan, AFB1 + L. leichmannii + S. boulardii + Beta glucan) were
determined by HPLC after incubation and after stomach, intestine and colon stages
with in vitro digestion model. After incubation, the highest AFB1 binding was
observed as 27.79+1.95% in the sample containing S. boulardii. This study showed
the difference between the amounts of AFB1 determined in the product after
incubation and at the end of the digestion simulation. When the in vitro digestion
model was applied, the bioaccessibility of AFB1 in boza was 92.46+0.82% after the
stomach stage, 87.80+2.60% after the small intestine stage, and 78.08+0.26% after the
colon stage. The bioaccessibility of AFB1 after the colon stage showed a significant
decrease compared to the AFB1 values after incubation in all samples (p<0.05). The
highest decrease in AFB1 bioaccessibility was observed as 55.46+6.81% in the sample
containing L. leichmannii + S. boulardii + Beta glucan after the column. The binding
capacity determined after incubation in the sample containing beta-glucan
(%20.89+0.78) showed a statistically significant increase compared to the binding
capacity after colon stage in vitro digestion (41.02+1.60) (p < 0.05). This research
concluded that probiotic bacteria, yeast and beta glucan could be used as a potential
application to reduce AFB1 bioaccessibility in cereal-based products.

Keywords: Aflatoxin B1, in vitro digestion, bioaccessibility, probiotic, prebiotic, beta

glucan, boza

This study was supported by Hacettepe University BAP (Project number: TDK-2022-
19930)
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1. GIRIS
1.1. Kuramsal Yaklasimlar ve Kapsam

Aflatoksin, baz1 Aspergillus (A) tiirleri, 6zellikle A. flavus, A. nomius ve A.
paraciticus tarafindan {iretilen olduk¢a toksik mikotoksindir (1). Aflatoksinlerin
20’den fazla tiirii tanimlanmistir, ancak dogal olarak toksijenik mantarlar tarafindan
sentezlenen tiirleri aflatoksin B1 (AFBI1), aflatoksin B2 (AFB2), aflatoksin G1
(AFG1) ve aflatoksin G2 (AFG2)’dir. Bunlar arasinda AFB1, besinlerde en yaygin
olan tiirdiir ve diger iicli genellikle AFB1'in yoklugunda gézlenmez. Aflatoksin M1
(AFM1) ve aflatoksin M2 (AFM2) ise sirasiyla AFB1 ve AFB2’nin hidroksile
metabolitleridir (2). Aflatoksin bulasmis gida ve yemlerin alimi, karsinojenik,
mutajenik, teratojenik, norotoksik, dstrojenik ve immiin baskilayici etkiler dahil olmak
tizere akut ve kronik aflatoksikoza yol agabilir (3-5). Uluslararas1 Kanser Arastirma
Ajansi (IARC), AFB1'i insanlar i¢in karsinojen olan grup I olarak siniflandirmistir (6).

Aflatoksinler agirlikli olarak yagli tohumlar, kuruyemisler, baharatlar, kakao
cekirdegi, misir ve diger tahillarda bulunmaktadir. Kavurma ve firinlama gibi termal
besin isleme islemleri ile 6glitme ve fermentasyon gibi termal olmayan islemler,
aflatoksin seviyelerinde diislise neden olabilir, ancak tamamen ortadan kaldirmazlar
(7). Tiiketiciyi korumak i¢in mikotoksinlere maruziyetin miimkiin oldugu kadar diisiik
tutulmasi gerekir. Pek ¢ok iilkede, belirlenen kabul edilebilir sinirlarla besinlerdeki
mikotoksinleri diizenleyen diizenlemeler vardir ve bunlarin ¢ogu, farkli besin
maddeleri i¢in izin verilen maksimum veya kabul edilebilir bir seviyeye sahiptir.
Diinyanin farkli yerlerinde gida kodekslerinde, aflatoksin maksimum kabul edilebilir
seviyesi, ¢esitli yiyecek tiirlerinde AFB1 i¢in 1-20 pg/kg, toplam aflatoksinler (AFB1,
AFB2, AFG1 ve AFG2) igin 10-30 pg/kg olarak belirlenmistir (2). Ulkemizde Tiirk
Gida Kodeksi’nde AFB1’in maksimum kabul edilebilir seviyeleri 2-12 pg/kg olarak
belirlenmistir (8).

Fermantasyon, tahil bazli gidalardaki aflatoksin konsantrasyonunu azaltmanin
bir yolu olarak kullanilmaktadir (9). Bununla birlikte, geleneksel fermentasyonlarda
baslangi¢ kiiltlirlerinin  tanimlanmamis olmasi1 ile iliskili {riin kalitesi ve
giivenligindeki degisiklikler bu yaklasim i¢in bir engel olusturmaktadir. Probiyotik

laktik asit bakterilerinin tahil bazli gidalarda kullanilmasi ile aflatoksinlerin kontrollii



bir sekilde detoksifiye edildigine dair literatiirde c¢alismalar mevcuttur (10-12).
Probiyotikler, yeterli miktarlarda alindiginda konakg iizerinde bir¢ok saglik yarari
saglayabilen canli mikroorganizmalardir (13). Bazi probiyotik suslar, mikotoksinlere
baglanma kapasitesi nedeniyle aflatoksinlerin toksisitesini azaltmak veya insan
bagirsaginda emilimini Onlemek igin potansiyel bir biyolojik yOntem olarak
onerilmektedir (10, 14). AFB1 detoksifikasyonu iizerine yapilan c¢aligmalarda
probiyotiklerin etkili oldugunu gosteren anlamli bulgular elde edilmistir. Lactobacillus
(L.) rhamnosus, L. acidophilus, L. casei, L. plantarum, L. brevis, L. pentosus, L.
reuteri, Bifidobacterium (B.) longum, B. bifidum, B. breve ve diger bir¢ok probiyotik
tiirlerinin AFB1 diizeyini anlamli derecede azalttig1 ve biyoerisilebilirligini diistirdigii
cesitli arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir (15-18).

Prebiyotikler, gastrointestinal sistemin iist kisimda hidrolize ve absorbe
olmadan kolona ulasabilen ve probiyotiklerin ¢ogalmasini destekleyen sindirilmeyen
karbonhidratlar olarak tanimlanir (19). Beta glukan, saglik {izerinde 6nemli bir rol
oynayan suda ¢ozlniir, prebiyotik ve biyoaktif bir polisakkarittir. Beta glukan,
antikanser, antidiyabetik, immiin modiilatdr ve anti-inflamatuar 6zelliklere sahiptir
(20). L. acidophilus ile birlikte prebiyotiklerin kombine edilerek kullanildigi bir
calismada, prebiyotik ve probiyotiklerin beraber kullanilmasi, probiyotiklerin AFB1
toksinine baglanma giiciinii arttirmis ve AFBI1 biyoerisilebilirliginin azaldigi
bildirilmistir (21).

In vitro sindirim modelleri, sindirim sistemindeki ag1z, mide ve ince bagirsakta
sindirim slireglerini  basitlestirilmis bir sekilde simiile ederek, bilesiklerin
gastrointestinal  sistemden geg¢is sirasinda matrislerinden  biyolojik  olarak
erisilebilirliginin arastirilmasmni miimkiin kilar. /n vitro sindirim modeli, insan
fizyolojisine (sindirim sivilarinin kimyasal bilesimi, pH ve her bolme i¢in tipik kalig
siireleri) dayanmalidir ve numune almak i¢in kullanilan bolme, sindirimin
gerceklestigi gastrointestinal sistemin boliimiinii temsil etmelidir (22).

Kabak ve Ozbey (23), aflatoksinlerin biyolojik erisilebilirligini azaltmada alti
farkli probiyotik bakteri ile bir in vitro sindirim modeli kullanarak ¢esitli besin
matrislerinde (findik, fistik, kuru incir, kirmizi biber, bugday ve misir) aflatoksinlerin
biyoerisilebilirligini incelemistir. Aflatoksinlerin besin matrisinden

biyoerisilebilirligi, AFB1 i¢in %85,1 ile %98,1 arasinda degismektedir. Probiyotik



bakterilerin dahil edilmesi ile AFB1’in biyoerisilebilirligi %35,6 olarak belirlenmistir.
Benzer sekilde yapilan c¢aligsmalarda, probiyotiklerin AFB1’in biyoerisilebilirligini
farkli diizeylerde azalttig1 bildirilmistir (16, 18).

1.2. Amac ve Varsayimlar
Amag:

Bu ¢aligmada, prebiyotik ve probiyotik gibi biyolojik ajanlarin, in vitro olarak
AFBI1 detoksifikasyonu ve biyoerisilebilirligi lizerine etkisinin arastirilmasi

amagclanmustir.
Varsayimlar:

1. Probiyotik bir bakteri olan Lactobacillus leichmannii AFB1’e baglanarak
bozada AFBI seviyesini azaltir.

2. Probiyotik bir maya olan Saccharomyces boulardii AFB1’e baglanarak
bozada AFBI seviyesini azaltir.

3. Prebiyotik olan beta-glukan, probiyotiklerin bozada AFBI1’e baglanma
kapasitelerini arttirir.

4. Prebiyotik ve probiyotikler AFB1’in biyoerisilebilirligini azaltir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Mikotoksinler

Mikotoksinler,  Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Claviceps ve
Alternaria’nin belirli tiirleri tarafindan tretilen dogal olarak olusan toksinlerdir (24).
Mikotoksinler genellikle genotipik olarak spesifiktir ancak bir veya daha fazla mantar
tiiri tarafindan tretilebilir (25). Mikotoksinler, insanlarda ve hayvanlarda karsinojen,
mutajenik, teratojenik, immiinosupresif ve endokrin bozucu etkilere yol acan akut ve
kronik etkilere neden olabilir (26). Karaciger, bobrek, sinir sistemi ve endokrin olmak
lizere bir¢ok organi ve sistemi etkileyebilmektedirler (24).

Bes yiizden fazla mikotoksinin potansiyel olarak toksik oldugu rapor
edilmistir. Insan ve hayvan saghgni etkileyen baslica mikotoksinler arasinda
aflatoksin, okratoksin, fumonisin, zearalenon, patulin, trikotesen ve sitrinin yer alir
(24). Esas olarak Aspergillus tiirleri tarafindan iretilen aflatoksinler, en tehlikeli
mikotoksinler olarak kabul edilmektedir (27).

2.1.1. Aflatoksin

Aflatoksinler, A. flavus, A. nomius ve A. parasiticus gibi Aspergillus tiiriinden
tiretilen ikincil metabolitlerdir. Insan ve hayvanlarda toksik etkilere neden olan ve
besinlerde dogal olarak gelisen bilesiklerdir (1). Aflatoksinler ilk olarak yaklasik
altmis y1l 6nce Ingiltere de yiiz binden fazla hindinin aniden siddetli bagirsak iltihabi
ve karaciger nekrozu gibi asir1 zehirlenmenin klinik belirtilerini gostererek o6ldiigii
"Turkey X hastalig1" salgin1 sonrasinda kesfedilmistir. Bu salginin, hayvanlarin
tikettigi Brezilya yer fistiginin yiiksek miktarda A. flavus mantari ve bu mantarin
tirettigi toksinlerden kaynaklandigi belirlenmistir (28-30).

Aflatoksin molekiillerinin 20'den fazla tiirii vardir, ancak en belirgin olanlar
AFBI1, AFB2, AFG1, AFG2, AFM1, ve AFM2’dir. Aflatoksin B1, B2, G1 ve G2
genellikle tahil, baharat ve kuru meyveler gibi kuru gida triinlerinde bulunurken,
AFM1 ve AFM2 gibi aflatoksin metabolitleri ise siitte tespit edilmektedir (31).


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/aspergillus-flavus
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/aspergillus

2.1.2. Aflatoksin B1 Ozellikleri, Metabolizmas1 ve Saghk iliskisi

Aflatoksinler arasinda AFB1 en yaygin ve en zararli olan1 kabul edilir (28).
Aflatoksin B1l, suda az ¢Oziiniir, polar olmayan ¢0ziiclilerde ¢6ziinmez ve polar
organik ¢oziiciilerde serbestce ¢oziiniir (32). Sekil 2.1.’de AFB1’in kimyasal yapisi

gosterilmistir.

Aflatoksin Bl

Sekil 2.1. AFB1’in kimyasal yapisi

AFB1 igeren bir diyetin alinmasindan sonra, AFB1’in yaklasik %350'si
duodenumda emilir (33). Emilmeyen AFB1 ise, viicuda zarar vermeden digki yoluyla
atilir. Emilen AFB1 esas olarak karacigerde, ardindan bobreklerde dagilir ve kiigiik bir
miktar da serbest AFB1 veya suda ¢6ziinebilen metabolitleri seklinde mezenterik
damarda dagitilir. Solunum yolu ve deri yoluyla viicuda girer, kanda dolasarak

metabolizma ve emilim igin ilgili dokulara yerlesir (Sekil 2.2) (28).
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Sekil 2.2. AFB1’in doku ve organlara dagilimi (28). (1, AFB1 bagirsaktan emilir; 2,
AFBI1 solunum yoluyla maruz kaldiginda akcigerlere girebilir; 3—4, AFB1
ve metabolitleri esas olarak idrar ve digkiyla atilir; 5, AFB1 alblimin ile
kanda kalabilir; 6, Karaciger metabolizmasi tarafindan doniistiiriilen
AFB1, akciger dokusuna zarar verebilir.)

AFBL1: Aflatoksin B1, AFQ1: Aflatoksin Q1, AFBO: Aflatoksin B1-8,9-epoksit, AFB2a: Aflatoksin
B2a, AFP1: Aflatoksin P1, AFM1: Aflatoksin M1.

Aflatoksin B1'in metabolizmas1 esas olarak karacigerde gerceklesir (34).
Emilen AFBIl'in viicuda girdikten sonra, sitokrom P450 enzimleri (CYP1A2,
CCYP3A4, CYP2A6 vb. gibi CYP450 ailesinin iiyeleri) tarafindan metabolize
edilmesi gerekir (35). Sekil 2.3.’te AFB1’in viicuttaki metabolizmas1 gésterilmistir.
AFB1’in AFM1’e doniisiimiinde insanlarda CYP1A2 enziminin etkili oldugu
belirtilmektedir (36). AFM1 ve AFB1, CYP1A2 ve CYP3A4 metabolitleri tarafindan
AFM1-8,9-epoksit ve AFB1-8,9-epoksite aktive edilebilir. Bu metabolitlerin bazilar
viicuttan atilabilir veya albiimine ve DNA’ya baglanarak DNA hasarina yol

acabilmekte ve mutajenik, karsinojenik etki gosterebilmektedir (37-39).
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Sekil 2.3. AFB1 viicuttaki metabolizmasi (28).

AFB1: Aflatoksin B1, AFQ1: Aflatoksin Q1, AFBO: Aflatoksin B1-8,9-epoksit, AFB2a: Aflatoksin
B2a, AFP1: Aflatoksin P1, AFM1: Aflatoksin M1, DNA: Deoksiriboniikleik Asit, CYP450: Sitokrom
P450, GST: Glutatyon S-Transferaz, SOD: Siiperoksit Dismutaz, EH: Epoksit Hidrolaz.

DNA hasarinda ve dolayisiyla karsinogenezde bir diger énemli rol oksidatif
stres tarafindan oynanir. Aflatoksin B1'in reaktif oksijen tiirlerini (ROS) ve oksidatif
stresi indiikledigi ve mitokondriyal sinyal yoluyla apoptozu indiikleyen mitokondriyal
ROS'a bagli sinyal yollarmi aktive ettigi bildirilmistir (40). Aflatoksin B,
memelilerde ve kiimes hayvanlarinda DNA  mutasyonu, karsinojenite,
immiinotoksisite ve hepatotoksisite de dahil olmak iizere ¢esitli olumsuz reaksiyonlar
gosterir (41-44).

Diinya niifusunun yaklasik 4,5 milyar, ozellikle diisiik gelirli tilkelerde,
aflatoksin ile kirlenmis besinlere maruz kalmaktadir (45). AFB1'in ¢esitli biyolojik
etkilere sahip oldugu, bunlar arasinda mutajenite, akut toksisite, karsinojenite ve
teratojenite bulundugu iyi bilinmektedir (46). Epidemiyolojik ¢alismalar, AFB1’in
yiiksek hepatoseliiler kanser oranina sahip en hepatokarsinojenik mikotoksin oldugunu
rapor etmistir (47).

Insanlardaki toksisite, ozellikle gelismekte olan iilkelerde farkli akut

zehirlenme salginlart ile iliskili olarak degerlendirilmistir (48). Birgok epidemiyolojik



caligma, aflatoksinlerin kontamine besinler yoluyla alinmasi ile saglik sorunlari
arasindaki baglantiya odaklanmistir (49, 50). Birgok in vitro calisma AFB1'in
karsinojenitesinin agirlikli olarak karacigerdeki CYP450 tarafindan aktivasyon
lizerine uygulandigini gostermis ve toksisite mekanizmasini aydinlatmistir.
Epidemiyolojik, genetik ve deneysel arastirmalarin sonucuna dayanarak, Uluslararasi
Kanser Aragtirma Ajansi (IARC) AFBI1’i “Smif 1: insan karsinojenleri” olarak
siiflandirmustir (6).

Aflatoksin Bl agirlikli olarak yagli tohumlar, kuru meyveler, baharatlar ve
tahillarda bulunmaktadir. Tiiketiciyi korumak icin aflatoksin maruziyetinin miimkiin
oldugunca diisiik tutulmas: gerekmektedir. Bundan dolay1 bu besinlerde AFB1’in
bulunmasina izin verilen seviyeler yasal diizenlemelerle belirlenmistir. Tiirk Gida
Kodeksi Bulasanlar Yonetmeligi’nde c¢esitli besinlerde AFBI1 igin izin verilen

maksimum limitler bildirilmis ve Tablo 2.1.’de belirtilmistir (8).

Tablo 2.1. Tirk Gida Kodeksi Bulasanlar Ynetmeligi’ne gore bazi besinlerde AFB1
i¢in izin verilen miktarlar (8).

Besin Aflatoksin B1 (ng/kg)
Kurutulmus meyveler (Kuru incir vs.)
Yer fistig1, Findik

Badem, Antep fistig1, Kayis1 ¢ekirdegi
Tahillar

Baharatlar

Bebek ve kiiciik ¢ocuk ek gidasi 0,1

U1 N 0O U1

Benzer sekilde Avrupa Komisyonu da ¢esitli besinlerde izin verilen AFBI1
seviyelerini 2-12 pg/kg olarak belirlemistir (51). Yasal diizenlemelere ragmen
iilkemizde ve diger iilkelerde yapilan birgok calismada cesitli besinlerde maksimum
limitlerin {izerinde AFBI1 tespit edilmistir (52-56). Bu nedenle, ¢esitli besinlerdeki
AFBI1 seviyelerinin ve maruziyetinin azaltilmasi amaciyla pratik ve maliyeti diigiik

yontemler gelistirilmelidir (2).
2.1.3. Aflatoksin Azaltma Yontemleri

Gida tirlinlerindeki aflatoksinleri azaltmak i¢in fiziksel (1s1, ultraviyole 1s1k,
solvent ekstraksiyonu, iyonlastirict radyasyon) ve kimyasal (bazi spesifik asit ve

bazlarin eklenmesi, klorlama, oksidan, hidrolitik ajanlar, indirgeyici ajan, ornegin



sodyum bisiilfit) yontemler kullanilmaktadir (1, 57). Ancak, yiliksek maliyetler ve
tiriinlerde besinsel ve organoleptik kalite eksikligi gibi ¢esitli sinirlamalar1 nedeniyle,
bu yéntemler giivenli veya etkili olarak kabul edilmemektedir (14, 58). Ote yandan,
aflatoksinlere baglanabilen mikroorganizmalarin kullanimin1 igeren biyolojik
yontemler, besinlerdeki AFB1 ve AFM1 seviyelerini ve organizmadaki
biyoerisilebilirliklerini azaltmak i¢in verimlilikleri, giivenlikleri ve ¢evre dostu
olmalar1 nedeniyle alternatif ve umut verici bir yontem olarak kabul edilmektedir (16,
21).

Biyolojik tedaviler arasinda, 6zellikle Genel Olarak Giivenli Kabul Edilen
(GRAS, Generally Recognized As Safe) statiisiine sahip olan laktik asit bakteri tiirleri
yer almaktadir. Laktik asit bakterileri, AFBI seviyelerini azaltmak i¢in probiyotik
olarak kullanilmasi heyecan verici bir arastirma alanidir (21). Bu anlamda, gesitli
calismalar probiyotik suslarin kontamine siit ve tahil irlinlerinden AFBI’i

azaltabilecegini gostermistir (21, 59, 60).
2.2. Probiyotikler

Yeterli miktarda alindiginda, probiyotikler konak¢inin sagligini  ve
beslenmesini olumlu yonde etkileyen canli mikroorganizmalardir (61). Probiyotikler,
siit veya siit {irlinii olmayan gida maddeleri formunda yiyecek veya iceceklere dahil
edilerek veya takviye olarak tiiketilebilir (62). Siklikla kullanilan probiyotik suslar,
cesitli etkileriyle sagligi onemli Olgiide etkileyen farkli Bifidobacterium ve
Lactobacillus grubuna aittir (61). Bu iki bakteri grubu GRAS olarak kabul edildigi ve
insan bagirsaginda baskin bulunan mikroorganizmalar oldugu i¢in daha fazla
kullanilmaktadir. Bunlarin yani sira, Streptococcus, Lactococcus, Enterococcus,
Saccharomyces ve Propionibacterium tiirleri de sagligi destekleyici dzelliklere sahip
olduklar1 igin probiyotik bakteri olarak kullanilmaktadir (63, 64).

Siklikla kullanilan probiyotik mikroorganizma tiirleri Tablo 2.2.’de verilmistir
(2, 13, 65, 66).
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Tablo 2.2. Probiyotik mikroorganizma tiirleri (2, 13, 65, 66)
Probiyotik Cinsi Tiirleri

Lactobacillus L. acidophilus, L. plantarum, L. rhamnosus, L. casei, L.
paracasei, L. gasseri, L. bulgaricus, L. reuteri, L. delbrueckii,
L. lactis, L. brevis, L. fermentum, L. johnsonii

Bifidobacterium B. breve, B. bifidum, B. lactis, B. adolescentis, B. animalis, B.

infantis, B. longum,

Leuconostoc Lc. lactis, Lc. mesenteroides
Lactococcus L. lactis

Bacillus B. subtilis, B. coagulans
Streptococcus S. thermophilus, S. salivaris, S. oralis
Enterococcus E. faecium

Saccharomyces S. boulardii, S. cerevisiae

Besin endiistrisinde genellikle kabul edilen minimum probiyotik bakteri
konsantrasyonu 108 kob/m1’dir (67). Tiirk Gida Kodeksi Etiketleme Yonetmeligi’ne
gore de bir iiriiniin probiyotik iiriin olarak tanimlanabilmesi i¢in besinin en az 1,0x10°
kob/g canli probiyotik bakteri icermesi gerekmektedir (68). Probiyotikler faydali
saglik etkilerini ¢ok ¢esitli biyoaktif bilesikleri iceren farkli mekanizmalar yoluyla
saglarlar. Probiyotiklerin etki mekanizmalar1 arasinda pH" degistirerek ve oksijen
kullanilabilirligini azaltarak patojen bakterilerin ¢ogalmasiin rekabetci bir sekilde
engellenmesi, bakteriyosinler iireterek rekabet¢i olmayan inhibisyon, vitaminler,
amino asitler ve enzimler gibi temel mikro besinlerin sentezi ve diyetle alinan
besinlerin biyoyararlaniminin artirilmasi, konakg¢i bagisiklik sisteminin uyarilmasi ve
karbonhidratlarin metabolik aktivitesinin artirilmasi yer almaktadir (69). Geleneksel
fermente besinlerde bulunan Lactobacillus diisiik pH’ya daha direnclidir ve besinlere
daha kolay adapte olabilmektedir. Bu nedenle bir¢ok Lactobacillus tiirlerinin
Bifidobacterium tiirlerine kiyasla besin uygulamalar1 i¢in teknolojik olarak daha uygun
oldugu belirtilmektedir (66, 70).
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2.3. Prebiyotik: Beta glukan

Prebiyotikler, sindirilemeyen ve kolonda fermente olabilen karbonhidratlardir
(19). Tahil beta glukani, suda ¢6ziiniir, prebiyotik ve biyoaktif bir polisakkarit diyet
lifidir. Tahil kaynaklarindan elde edilen beta glukanlar, yiiksek ¢6ziiniirliik, viskozite
ve bagirsak mikrobiyotasi tarafindan tamamen fermente edilme egilimi gibi bir dizi
benzersiz islevsel ozellige sahiptir (20). Besin endiistrisinde tahil beta glukanlari,
stabilizasyon, koyulastirma, emiilsifikasyon ve jellesme Ozelliklerinden dolay1
igeceklerin, soslarin, ¢orbalarin ve diger besin maddelerinin hazirlanmasinda genis
o6l¢iide kullanilmaktadir (71).

Tahil beta glukanlarinin kolesterol diisiiriicii etkisi iyi bir sekilde belgelenmistir
(72). Yulaf beta glukaninin kolesterol diisiirme mekanizmasi esas olarak bagirsak
mikrobiyotasi yoluyla kisa zincirli yag asidi (propiyonat) iiretimine dayanmaktadir
(73). Beta glukan, antikanser, antidiyabetik, immiin modiilatér ve anti-inflamatuar
ozelliklere sahiptir (20). Ayrica tahillardan elde edilen beta glukanlar cilt sagliginin
desteklenmesinde de faydalidir; tahil beta glukanlari antioksidan, kirigiklik onleyici,
ultraviyole Onleyici, yara iyilestirici ve nemlendirici Ozellikleri sayesinde cildi
giiclendirebilir (74).

Ayrica, in vitro yapilan calismalarda beta glukanin, Bifidobacterium ve
Lactobacillus suslar1 tarafindan kullanilmasiyla bu mikroorganizmalarin canliligini ve

aktivitelerini artirdig1 bildirilmistir (75-78).
2.4. Prebiyotiklerin Aflatoksin Baglayic1 Ozelligi

Prebiyotikler, segici olarak fermente edilen ve bagirsak mikrobiyotasinin
bilesimini veya aktivitesini etkileyerek avantaj saglayan bilesenlerdir (79).
Prebiyotiklerin faydalar1 lizerine yapilan arastirmalarin artmasi sonucunda her gegen
giin yeni kullanim alanlar gelistirilmekte ve tiiketicilerin saglikl1 bir yagsam siirmeleri
icin mevcut segenekler iyilestirilmektedir. Prebiyotikler, besinin fiziksel, kimyasal,
besinsel ve duyusal ozelliklerini iyilestirme gibi avantajlart nedeniyle besin
endiistrisinde genis bir iriin yelpazesine dahil edilmistir (80, 81). Ayrica,
prebiyotiklerin antimutajenik ve anti-mikotoksijenik 6zelliklere de sahip olabilecegi

One stirtilmistiir (82).
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Ote yandan, baz1 arastirmacilar probiyotiklerin baglanma kabiliyetini kimyasal
bilesenlerden, 6zellikle de bir prebiyotik olan beta glukan zincirlerinden olusan hiicre
duvari yapilarina baglamaktadir (83, 84). Bu durumu destekler nitelikte, Chaharaein
ve ark. (85) tavuk sosisi drneklerinde beta glukanin en biiyiik AFB1 azalmasina sahip
oldugunu gostermistir. Ayrica, beta glukanin AFB1'i azaltmadaki etkinliginin
iniilinden daha yiiksek oldugunu gostermislerdir, bu da beta glukanin milkemmel
antioksidan aktivitesine ve yapisal 6zelliklerine baglanabilir. Ayrica, bir¢cok calisma
beta glukan ve iniilin gibi prebiyotiklerin besinlerde probiyotiklerle birlikte
kullanildiginda probiyotik sayisini arttirdigini bildirmistir (78, 86, 87).

Prebiyotiklerin probiyotiklerle birlikte kullanilmasinin belirli kosullar altinda
aflatoksini azalttig: bildirilmistir (21, 88, 89). iniilin, Sevim ve ark. (89) tarafindan
probiyotik bakterilerle (L. plantarum, B. animalis ve B. bifidum) birlikte yogurttan
AFM1'i ortadan kaldirmak i¢in bir prebiyotik olarak kullanilmistir. On gilinliik
depolamadan sonra, yogurda eklenen iniilin AFM1'in baglanma kabiliyetinde bir artiga
yol acmistir. Bu nedenle, AFM1'i uzaklastirmak i¢in iniilin kullanmanin basarili
oldugu kesfedilmistir. Vasconcelos ve ark. (88), L. plantarum ile iniilin, oligofruktoz,
beta glukan ve polidekstroz gibi prebiyotikler kullanarak siitteki AFB1'in azaltilmasini
arastirmistir.  AFB1'de en yiiksek azalma (%55,85) L. plantarum ile birlikte iniilin,
oligofruktoz ve beta glukan igeren siitte gézlenmistir. AFB1 biyoerisilebilirligi de L.
plantarum ile iniilin veya oligofruktoz ilavesiyle daha diisiik bulunmustur. Benzer
sekilde, Wochner ve ark. (21) beta glukan ve polidekstroz ile birlikte siitteki AFB1
seviyesinde en yiiksek diisiisiin (%35,53) oldugunu gostermistir. Prebiyotik eklenen
orneklerde aflatoksinin biyoerisilebilirliginin de daha diisiik oldugu tespit edilmistir.
Prebiyotiklerin probiyotigin etkisini artirmis ve aflatoksinlerin emilimine karsi bir
bariyer olusturmus olabilecegi diistiniilmektedir (21). Prebiyotik tiiriiniin yani sira,
prebiyotik dozu da 6nemli bir faktordiir ve prebiyotiklerin etkisi tlire 6zgii oldugu gibi

doza da baghidir (90, 91).
2.5. Probiyotiklerin Aflatoksin Baglayic1 Ozelligi

Biyolojik detoksifikasyon, aflatoksinlerin besinlerden uzaklastirilmasi igin
oldukga basaril1 bir yontemdir (92). Gida giivenligi ile ilgili olarak, bazi1 arastirmacilar

AFB1’1 besinlerden uzaklastirmak igin biyolojik yontemleri kullanmistir (12, 21, 93).
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Probiyotik kullanimi, aflatoksinleri azaltma kapasitesi nedeniyle ¢ok ilgi goérmiistiir.
Probiyotikler yenilebilir olduklarindan ve giivenli kabul edildiklerinden besinlere bir
bilesen olarak eklenebilir. Cesitli probiyotik bakteriler ve mayalar, 6zellikle laktik asit
bakterileri ve Saccharomyces tiirleri, literatiirde AFB1 kontaminasyonunu azaltma
kapasiteleri agisindan arastirilmistir (16, 18, 59, 60).

Aflatoksinin  baglanma  seviyesi  genellikle mikrobiyal suslardan,
mikroorganizma miktarindan, aflatoksinin baglangi¢ konsantrasyonundan, inkiibasyon
stiresinden ve sicakliktan etkilenmektedir. Misir bazli fermente bir besin olan kwete'de
L. rhamnosus Yoba 2012 ve S. thermophilus C106 kombinasyonu kullanilarak,
baslangigta 40 ng/mL olan AFB1 seviyesinin 30°C'de 24 saat inkiibasyon sonrasinda
%100 oraninda azaldigi goézlemlenmistir (11). Bircok arastirma, besinlerin
fermantasyon siirecine dayali detoksifikasyonu i¢in etkili probiyotik baslaticilar
kullanmaya odaklanmistir (11, 60, 94). Byakika ve arkadaslari (94) tarafindan yapilan
bir ¢calismada, fermente sorgum-musir iceceginde AFB1'i azaltmak igin L. lactis MNC
24, W. confusa MNC 20 ve L. plantarum MNC 21 kullanilmistir. Bu durum, aflatoksin
baglama kapasitesine sahip suslarin tahil bazli fermente {iriiniin giivenligini artirmak
icin degerlendirilebilecegini gostermektedir. Siitte ¢esitli sus tiirlerinin ve deney
diizeneklerinin kullanildig1 birkag aragtirmada, AFM1'deki maksimum diisiisiin %100
oldugu da kesfedilmistir (95-97).

L. rhamnosus, L. plantarum ve S. boulardii gibi bazi probiyotiklerin kontamine
stit 6rneklerinde AFM1'e baglanmalarin1 degerlendirmek i¢in arastirildig: caligmada,
mikroorganizma susunun mikroorganizma konsantrasyonundan daha etkili oldugu ve
AFM1'deki azalmanin susa bagli oldugu sonucuna varilmistir (96). Benzer sekilde,
bir¢ok calisma da mikroorganizma tiirliniin aflatoksinlerin azaltilmasinda ¢cok dnemli
oldugunu bildirmistir (18, 98-100). Ayrica, baz1 aragtirmacilar, bakteri veya bakteri +
maya iceren Kkarisik probiyotik suslarin kullaniminin  besinlerdeki aflatoksin
miktarinda daha iyi bir diisiis orani gosterdigini belirtmistir (59, 95, 96, 101).
Probiyotik bakteri (B. bifidum) ve probiyotik maya (S. cerevisiae ATCC9763)
suslarinin siitte birlikte kullanilmasiyla, AFM1 miktarinda %82,8 ile %90 arasinda
onemli bir azalma g6zlenmistir (101).

Probiyotiklerle aflatoksin etkilesimi i¢in Onerilen birincil mekanizma,

metabolik bozunmadan ziyade yaygin olarak baglanma olarak bilinen fiziksel
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adsorpsiyonu icermektedir. Aflatoksin baglama kapasitesindeki farkliliklar, probiyotik
suslarin hiicre duvari yapilarindaki degisikliklere baglanmistir. Aflatoksinlerin laktik
asit bakterilerine baglanmasindan sorumlu olan bakteri hiicre duvari bilesenleri
polisakkaritler, peptidoglikanlar, lipoteikoik asit ve teikoik asittir (21, 88, 102).
Ayrica, AFB1'in hidrojen baglar1 ve van der Waals etkilesimleri yoluyla bakteri
duvarlarinda bulunan hiicre B-d-glukanlarina baglanma kabiliyetine sahip oldugu
belirtilmistir (93). AFB1’in laktik asit bakterileri tarafindan adsorpsiyonu ig¢in
potansiyel mekanizmasi Sekil 2.4.'te gosterilmistir (103).

Lipoteikoik asit

Teikoik asit bajlasma

baglanma

Teikoik asit
Peptidoglikan, Lipoteikoik asit
baglanma

o o Peptidoglikan

; n :|‘ Hiicre membram

Membran protein

H 9
=\

|
o ‘ Adsorpsiyon
H o} _CHy

o
Aflatoksin B1

Sekil 2.4. AFB1’in laktik asit bakterileri tarafindan adsorpsiyonu i¢in potansiyel
mekanizmanin sematik gosterimi (103).

Aflatoksin Bl ile kontamine olan besinlerde probiyotikler ve prebiyotikler

tarafindan AFB1’in azaltilmasina iliskin yapilan ¢alismalarin 6zetleri Tablo 2.3.’te

verilmistir (11, 15, 21, 59, 60, 85, 88, 99, 104).



Tablo 2.3. Aflatoksin B1’in baglanmasiyla ilgili probiyotikler ve prebiyotikler {izerine yapilan ¢aligmalar.
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: . Mikroorganizma . . AFB1
onak MKISEIOMNS conntrayons S5 WFLBmsnpe e onwlan Aale  giama  Catma Somutan
(kob/mL) Y g diizeyi (%)
L. helveticus
FAM22155 86,0
Ldelalip i < bged 17.9 AFBUin en etkili
g s Bugday 37 °C’de 48 saat azalmast
(99) 8.0x10 . 100 pg/mL o ELISA :
L. plantarum 8P-A3 kepegi inkiibasyon 31,6 L. helveticus FAM22155
. thermophilus ile gergeklesmistir.
ATCC19258 21,2
L. acidophilus
ATCC4356 o714
L. plantarum'un iniilin,
L. plantarum BG112 108 5 ug/l oligofruktoz ve beta
+ iniilin, .. 37°C’de3ve 6 glukan igeren siite
(88) oligofruktoz ya da (her bir St 71(5) K g;II: saat inkiibasyon UHPLC 0-55.85 eklenmesi AFB1'de en
beta glukan LN . HE yiiksek azalmay1
prebiyotikten %0 ile saslamistir
%0,75 oraninda) & str.
L. rhamnosus yoba Kwete
2(') 12 y (Masir 30°C’de 0, 12 ve 24 saatlik inkiibasyon
(1) 108 bazl 40 ng/mL 24 saat HPLC 92-100 sonras1 AFBI tespit
S. thermophilus fermente inkiibasyon edilememistir.
C106 besin)
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Tablo 2.3. (Devam) Aflatoksin B1’in baglanmasiyla ilgili probiyotikler ve prebiyotikler iizerine yapilan ¢alismalar.

Mikroorganizma

AFB1

Kaynak  Mikroorganizma Konsantrasyonu Besin AFBI1 Baslangic Deney Kosullar1  Analiz azalma Calisma Sonuclar:
tiiri (kob/mL) Tiiri Konsantrasyonu (Sicaklik, Siire) Metodu diizeyi (%)
L. plantarum AF1 ve
L plant F1 4.2 log kob/g Terxine 56,0 LUS5 suslarmin ikisi de
- Planigugn (Tahil 0.5u0/k 37 °C’de 24 saat HPLC AFB1’i azaltmistir. L.
(60) bazli bir ~HEKY inkiibasyon plantarum AF1 susu
4.1 log kob/g besin) 48,0 daha iyi etkinlik
L. plantarum LU5 gdstermistir.
- - 0, 2
:;_I%:édggzg us ?ski%zii/gnsiit 21 giin sonra, AFB1
; 0 .
10° Yogurt 20 ng/mL sonral,11ve21 HPLC  64,56-96,58 miktart %64,56 ila
(15) in 4 °C"d %96,58 oraninda
L. rhamnosus PTCC gu ¢ azalmistir.
1637 depolama
En yiiksek baglanma, en
108 yiiksek AFB1
konsantrasyonunda
. . - . 3,25 pg/L 37°C’de O ve 6 13,5-35,53 probiyotik ile
- 0,
(21) L. acidophilus La-5 v(;yfgéz: é?;li;nn Sut 6,0 pg/L saat inkiibasyon HPLC polidekstroz ve beta
. glukan
veya polidekstroz kombinasyonunda
bulunmustur.
45 giin sonra, tim
Beta glukan ) ) ) 5 ng/kg o> Orneklerde AF Bl .
(85) %1: 2,%2: 1, %1,5: Tavuk 10 ne/k 4°C’de 1 ve 45 HPLC 16.7-73.7 azalmis ve en 6nemli
Iniilin 1,5, % 0: 3, %3: 0 S0sis Herke giin ’ ’ azalma 5 ug/kg AFB1 ve

%3 beta glukan igeren
orneklerde gozlenmistir.
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Tablo 2.3. (Devam) Aflatoksin B1’in baglanmasiyla ilgili probiyotikler ve prebiyotikler {izerine yapilan ¢aligmalar.

Mikroorganizma

AFB1

Kaynak  Mikroorganizma Konsantrasyonu Besin AFBI1 Baslangic Deney Kosullar1  Analiz azalma Calisma Sonuclart
tiiri (kob/mL) Tiirii Konsantrasyonu (Sicaklik, Siire) Metodu diizeyi (%)
AFBL1 konsantrasyonu 24
L. plantarum 26,0-85,2 saatlik bir inkiibasyon
EMCC-1039 Y
37 °Cde 24 saat suresinin ardindan tim
L. acidophilus CH-2 inkiibasyon ve 52,8-77,6  Susiar tarafindan Gnemli
(104) sonra 24. 72 ve Olciide azaltilmistir.
2x108 Siit 50 ng/mL 196 saat 4 oC*de HPLC AFB1'in azalmasi soguk
L. rhamnosus B-445 depolama 69,0-79,4  depolama sirasinda da
devam etmis ve L.
. i plantarum AFB1
i' thermophilus CH 557-652  seviyelerinde en bityik
diisiisii gdstermistir.
S. thermophilus
DSM 20259 Probiyotik bakteri ve
B. bifidum DSM maya kombinasyonunun
20082 1x10° Bebek 37°Cde 12, 24, Fullamimas,

(59) 3x10° mamalari 50 ng/mL 48 ve 72 saat HPLC 48,24-90,8 L
Kluyveromyces Ex10° (Cerelac) kb aflatoksinlerin
lactis CBS 2359 fnkubasyon azaltilmasi ve/veya
S. cerevisiae ATCC ortadan kaldirilmasi igin
64712 etkili bir yontem olabilir.
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2.6. Aflatoksin B1 Biyoerisilebilirligi ile ilgili /n Vitro Sindirim

Calismalanr

Insanlar, kontamine besinlerin tiiketimi ile giinliik olarak nanogramdan
mikrograma kadar aflatoksinlere maruz kalabilmektedir. Bununla birlikte, belirli bir
doku veya organ iizerinde herhangi bir zararli etki olugabilmesi i¢in, aflatoksinlerin bu
dokulara ulagmasi gerekmektedir. Bu durum, bilesiklerin gida matrisinden serbest
birakilmasini ve ardindan bagirsak hiicreleri araciligiyla emilmesini gerektirmektedir.
Biyoerisilebilirlik, bir bilesigin gida matrisinden gastrointestinal sistemde serbest
birakilarak bagirsak emilimine uygun hale gelen kismi olarak tanimlanmistir (22, 23).
In vitro sindirim yontemi, laboratuvarda insan sindirim sistemini taklit ederek
gidalarin gastrointestinal davranislarini incelemek amaciyla kullanilmaktadir. insan
beslenme ¢alismalar: altin standart kabul edilse de in vitro modeller hizli, ucuz, etik
acidan kisitlama olmadigi igin daha ¢ok tercih edilmektedir. Ayrica, in vitro sindirim
modelinin kosullarin kontrollii olmast, kolay drneklem se¢imi ve tekrarlanabilirlik gibi
avantajlart da bulunmaktadir (105).

Hollanda'da bulunan Ulusal Halk Saghgi ve Cevre Enstitisi (RIVM,
Bilthoven), besinlerde bulunan kontaminantlarin biyoerisilebilirligini incelemek
amaciyla bir in vitro sindirim modeli gelistirmistir (22). Gelistirilen sindirim modeli,
37°C’de 5 dakika siiren agiz sindirimi ile baslayarak, 2 saatlik mide sindirimi ve
ardindan 2 saatlik ince bagirsak sindirimi ile devam etmektedir. Aflatoksin B1’in
biyoerisilebilirligi ilk kez 2005 yilinda Versantvoort ve ark. tarafindan gelistirilen in
vitro sindirim modeli ile gerceklestirilmis ve AFB1 biyoerisilebilirligi ortalama %94
oraninda tespit edilmistir. Aflatoksinlerin gida matrisinden nerdeyse tamamen
salindig1 sonucuna vartlmistir (22).

Aflatoksin B1’in probiyotik bakterilerle birlikte biyoerisilebilirligi de ilk kez
2009 yilinda Kabak ve ark. (106) tarafindan bu in vitro sindirim modeli kullanilarak
belirlenmistir. Antep fistigindaki AFBI1’in biyoerisilebilirligi %86 oraninda
belirlenirken, probiyotik bakterilerin kullanilmasiyla AFB1 biyoerisilebilirliginde
%37’lik bir azalma tespit edilmistir. Benzer sekilde, Kabak ve Ozbey (23) 2012 yilinda
yaptiklar1 ¢alisma da AFBI biyoerisilebilirligini farkli gida matrislerini kullanarak
%385,1 ile %98, 1 arasinda tespit ederken, ¢esitli probiyotik bakteriler kullanarak AFB1

biyoerisilebilirliginin %18,1 ile %35,6 oraninda azaldigini bildirmistir.
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Aflatoksin B1 biyoerisilebilirligi ile ilgili in vitro sindirim ¢alismalar1 Tablo
2.4.’te verilmistir (16, 21, 23, 88). Aflatoksin B1 biyoerisilebilirligi lizerine probiyotik
ve prebiyotik gibi biyolojik ajanlarin etkisini arastiran ¢alismalarin sinirli oldugu
goriilmekle birlikte bu ¢alismalarda genellikle ince bagirsaktaki etkileri incelenmistir.
Ancak aflatoksin-biyolojik ajan kompleksinin kolona emilmeden ulagarak burada
mikroorganizma ve enzim faaliyetleriyle etkilesime girebilecegi diisiiniildiigiinde, bu
kompleksin gastrointestinal sistem boyunca kararlilig1 ve etkilerinin degerlendirilmesi
gerekmektedir. Aflatoksin B1 biyoerisilebilirliginin azaltilmasi i¢in farkli biyolojik

ajanlarin degerlendirilmesi ve yeni yaklagimlarin gelistirilmesi gerekmektedir.



Tablo 2.4. Aflatoksin B1 biyoerisilebilirligi ile ilgili in vitro sindirim ¢aligmalar1
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Mikroorganizma

AFB1

Kaynak Mlkroo..rg? prona Konsantrasyonu Besin Tiirii AFBI Baslangig Analiz Biyoerisilebilirligindeki Cahisma Sonuclan
tiiri Konsantrasyonu Metodu PN
(kob/mL) azalma diizeyi (%)
108 . Ce
L. plantarum Prob1yqt1kle birlikte iniilin
BG112 + iniilin (her bir i} 5 ng/L veya oligofruktoz ayri ayri
(88) oligofruktoz veg/a prebiyotikten %0 St 7.5 ng/L UHPLC 15,62 -51,09 eklendiginde,
beta glukan ile %0,75 10 pg/L biyoerisilebilirligin en
’ oranlnaa) diisiik oldugu bulunmustur.
S' Isor;g?en; 420 Yer fistig1, Probiyotik bakterilerin her
L rﬁamnosus Antep fistigi, 2 kg bir besin matrisine
. 8 . -
(23) L. acidophilus 10 Findik, Kuru 5 ugke HPLC 18,1 35,6 eklenmesi, AFBL'in
L. acidophilus incir, Kirmizi 10 we/k biyoerisilebilirliginde
‘ i 5 ngkg i e .
NCFM150B biber, Bugday onemli bir azalma ile
L. casei Shirota ve Misir sonuglanmistir.
8
10 L. acidophilus, tiim
(21) L. acidophilus La-5 (+ %0,75 inulin Siit 3,25 ”g// L HPLC 1353 35,53 gruplarda aflatoksinlerin
veya beta glukan 6,0 ng/L blyoerlslleb}hrllglr.ld? bir
veya polidekstroz azalma gostermistir.
L. acidophilus 28,34 435 L. amdopfxl;;l/e L. casei
(16) PTCC 1643 10° Siit 5 pg/mL HPLC . L
L. rhamnosus biyoerisilebilirliginde
24,32 — 40,58 azalma gostermistir.

PTCC 1637
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3. GEREC ve YONTEM

Bu calisma Ocak-Eyliil 2023 tarihleri arasinda Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi Mikrobiyoloji Ana Bilim Dali Laboratuvar1 ve Hacettepe Universitesi
Beslenme ve Diyetetik Bolimii’ne ait Organik Materyal Laboratuvari ve

Mikrobiyoloji Laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.
3.1. Gereg

Baglanma yeteneklerini arastirmak icin probiyotik bakteri ve maya
kullanilmistir. Probiyotik bakteri olarak Lactobacillus leichmannii (ATCC 10697)
(Lactobacillus lactis 'in es anlamlisi) RSKK 06048 susu ve probiyotik maya olarak
Saccharomyces boulardii RSKK 06047 yerli susu Refik Saydam Hifzissthha Merkezi
Bagkanligi’ndan alinmigtir. Kullanilan suslarin literatiirde Onceden ¢alisilmamis
olmasina dikkat edilmistir.

L. leichmannii (ATCC 10697) RSKK 06048 susu i¢in MRS agar (Biokar) ve
S. boulardii RSKK 06047 susu i¢in YPD agar (Condalab) kullanilarak ¢ogaltilima
islemi gerceklestirilmistir.

Aflatoksin B1 standardi, 10 mL asetonitril icerisinde 25 pg/mL (TRILOGY
TAS-M11LA1-10) olarak vida kapakli sisede temin edilmistir. Hazirlanan 6rneklerde
AFB1’i baglama yeteneginin belirlenmesi i¢in AFB1’e 6zgii antikorlar1 igeren bir
AFB1 immunoaffinity kolonu (R-Biopharm Aflaprep P07) tercih edilmistir.

Test parametrelerinin inkiibasyon ve in vitro sindirim sonras1t AFB1’i baglama
yetenegi HPLC ile belirlenmistir. Tiim analiz asamalarinda kullanilan kimyasallar
HPLC safligindadir.

Boza yapiminda kullanilan bulgur, misir unu ve bugday unu yerel bir boza
firmasindan temin edilmistir. Hazirlanan bozanin AFBI1 igerigi 6l¢lim limitinin altinda
bulunmustur. Ayrica Sekil 3.1.’de bozaya ait HPLC kromatogrami gdsterilmistir.

Calismada prebiyotik olarak kullanilan beta glukan Aksuvital Dogal Uriinler
Gida Sanayi Ticaret Limited Sirketi tarafindan temin edilmistir. Beta glukan arpa ve

yulaftan elde edilmis ve %70’den fazla beta glukan i¢eren endiistriyel bir {irtindiir.



22

LU
0.2

0.19 4

0.18 4

0.17 7

0.16

0.15 1
T T T
0 Z 4 6 8 10 12 min|

Sekil 3.1. Bozaya ait HPLC kromatogrami.

Probiyotik maya ve bakterinin yogunlugunu ayarlamak igin Fosfat Tamponlu
Tuzlu Su (PBS; Sigma-Aldrich P4417) kullanilmustir.

3.2. Yontem
3.2.1. Boza Orneklerinin Hazirlanmas:

Boza orneklerini hazirlamak igin, 1500 mL su meziir ile olgiildiikten sonra
tencereye konulup kaynatildi. Bulgur (80 g), misir unu (25 g) ve bugday unu (25 g)
tartildi. Kaynayan suyun igerisine Once bulgur eklenip 1 saat boyunca ara ara
karistirtlarak kaynatildi. Daha sonra unlar ve 1500 mL daha su eklenerek yarim saat
daha kaynatildi. Ocag1 kapattiktan sonra ara ara karistirilarak sogumaya birakildi.
Soguduktan sonra ince delikli bir siizge¢ yardimiyla siiziildii ardindan temiz beyaz bir
tillbent yardimi ile ikinci kez slizme islemi yapildi. Siiziildiikten sonra c¢alisma

orneklerinin hazirlanmasi igin boza falkonlara konuldu.
3.2.2. Aflatoksin B1 Standart Cozeltisinin Hazirlanmasi

Aflatoksin Bl standardi (10 mL asetonitril icerisinde 25 pg/ml
konsantrasyonda AFB1) asetonitril ile seyreltilerek 1 pg/mL 50 mL’lik AFB1 stok
¢ozelti olusturulmustur. Stok ¢o6zelti hazirlandiktan sonra aliiminyum folyo ile

sarilarak 1siktan korunmasi saglanmistir.
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3.2.3. Liyofilize Maya ve Bakteri Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

S. boulardii RSKK 06047 ve L. leichmannii (ATCC 10697) RSKK 06048
liyofilize kiiltiirlerini iceren cam tiiplerin ug¢ kismi yaklasik 1-2 cm ig¢eriden keskin bir
ege centiklendi. Ardindan, tiipler alkolle 1slatilmis bir gazli bezle dezenfekte edildi ve
centiklenmis bolgeden kirildi.

Cam ampullerdeki liyofilize bakteri kiiltiirine 1 mL MRS broth, liyofilize
maya igeren cam ampule ise 1 mL Brain Heart Infiizyon eklenerek ¢dziinmesi igin bir
iki dakika beklenildi.

L. leichmannii MRS agar ortamma ekildi ve 48-72 saat mikroaerofilik
kosullarda 37°C’de inkiibe edildikten sonra tekrarlayan pasajlar gerceklestirildi.

S. boulardii ise YPD agar ortamina ekKildi ve 24 saat 37 °C’de inkiibe edildikten
sonra tekrarlayan pasajlar yapildi.

Calisma gruplari olusturulurken igerisine eklenecek bakteri (2x108 kob/mL) ve
maya (2x10° kob/mL) miktarlar1 PBS ¢ozeltisi icerisinde McFarland densitometresi

kullanilarak ayarlandi.

3.2.4. Aflatoksin B1 ile Kontamine Edilmis Boza Orneklerinin

Hazirlanmasi

Aflatoksin B1 ¢alisma ¢ozeltisi 100 ng/mL konsantrasyonunda hazirlandiktan
sonra, igerisindeki asetonitril azot (N2) gaz ile uzaklastirildi.

Hazirlanan boza 37°C’ye 1sitilip Onceden hazirlanan kuru AFBI1 ile
birlestirilerek AFB1 ile kontamine edilmis boza ornekleri hazirlandi. AFBL1 ile
kontamine olan boza ornekleri test edilecek bakteri, maya ve beta glukan (%1,5) ile
birlestirildi ve Sekil 3.2.”de belirtilen ¢alisma gruplari olusturuldu. Eklenen probiyotik
mikroorganizmalarin miktar1 Tirk Gida Kodeksi Beslenme ve Saglik Beyani
Yonetmeligi'nde bir iiriiniin probiyotik olabilmesi igin icermesi gereken minimum
probiyotik mikroorganizma miktar1 1x10° kob/mL géz oniinde bulundurularak
belirlendi (107). Maya yapisina gore bakterinin yapis1 daha kiiciik oldugundan, 108
kob/mL maya ile &lgiilen yogunluk bakteri miktar1 10® kob/mL oldugunda
dlciilmektedir. Orneklerde bulunan mikroorganizma yogunluklarmin esit olabilmesi
icin olas1 kayiplar da dikkate almarak maya ve bakteri miktarlar1 sirasiyla 2x10°

kob/mL ve 2x108 kob/mL olarak ayarlanmistir. Eklenen beta glukan miktar1 da yapilan
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calismalarda beta glukanin prebiyotik etkisini gosterebilecek gilinliik alim miktarina
uygun olarak belirlendi (75, 77).

Tiim 6rnekler ii¢ tekrarli hazirland1. Inkiibasyon ve in vitro sindirim (mide, ince
bagirsak, kolon) sonrasi ¢alisma Orneklerinde AFB1 analizi yapmak i¢in her ¢alisma
grubundan 12 adet hazirlanarak toplamda 108 6rnek olusturuldu. Ornekler 30°C‘de 24
saat boyunca inkiibe edildi. Calisma gruplarindaki AFB1’in baglanma diizeylerini
belirlemek igin inkiibasyon sonrasinda 6rnekler 15 dakika 3000xg de santrifiij edildi
ve elde edilen siipernatant igerisindeki serbest AFB1 miktar1 da HPLC analizi

kullanilarak belirlendi.

Iy

Ornek icerigi

Pozitifkontrol | —— > | Sadece AFB1 kontamine boza |

Negatif kontrol | ————> | AFBI1 olmayan, mikroorganizma igeren boza |

Test grubu 1 _ | AFBI1 kontamine boza + 103 kob/mL Lactobacillus leichmannii |

Test grubu 2 EE— | AFBI1 kontamine boza + 108 kob/mL Saccharomyces boulardii |

Test grubu 3 — o | AFB1 kontamine boza + 10® kob/mL Lactobacillus leichmannii
+ 108 kob/mL Saccharomyces boulardii

Test grubu 4 — | AFB1 kontamine boza + Beta glukan |

Test grubu 5 — 5 | AFBI kontamine boza + 108 kob/mL Lactobacillus leichmannii
+ Beta glukan

AFB1 kontamine boza + 106 kob/mL Saccharomyces boulardii+

Test grubu 6 _—
Beta glukan

Test grubu 7 —— > | AFBI kontamine boza + 108 kob/mL Lactobacillus leichmannii
+ 108 kob/mL Saccharomyces boulardii+ Beta glukan

(@}
~
=
[
e
78
g

Sekil 3.2. Boza 6rneklerinin ¢alisma gruplari.

Elde edilen sonuglara gore, AFB1'in baglanma yiizdesi asagidaki formiil

kullanilarak hesaplanmustir.

Ornekteki AFB1 pikinin alan
* 100

AFB1 Bagl lizdesi = (1 —
aglanma yuzdesl ( AFB1 kontrol pikinin alani
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Test gruplarimin AFB1 biyoerisilebilirligi iizerine etkisini incelemek igin,
hazirlanan 6rnekler inkiibasyon sonrasi laboratuvar ortaminda gelistirilen in vitro

sindirim modeli ile gastrointestinal sindirime tabi tutulmustur.

3.2.5. AFB1 Biyoerisilebilirligi icin /n Vitro Sindirim Modelinin

Uygulanmasi

Tiim orneklere inkiibasyon sonrasi in vitro sindirim modeli uygulanmustir.
Hollanda Ulusal Halk Sagligi ve Cevre Enstitiisii’niin gelistirdigi in vitro sindirim
modeli kullanilarak laboratuvar ortaminda gastrointestinal sindirim taklidi yapilmistir
(22). Kullanilan in vitro sindirim modelinde, agizdaki sindirim 37°C'de 5 dakika siiren
bir simulasyonla baglayip, ardindan 2 saat boyunca mide simiilasyonuna geger ve en
sonunda ince bagirsak simiilasyonu 2 saatte tamamlanmaktadir. Kullanilan in vitro
sindirim modelinde agiz, mide ve ince bagirsaktaki bilesenler Sekil 3.3.°te
gosterilmistir.

Ayrica bu c¢alismada, kolon simiilasyonu i¢in bagirsak florasinda bulunan
bakteriyel enzimlerden yararlanilmistir. ince bagirsak sindirimi sonrasi ornekler,
Streptomyces grise tiirlinden elde edilen bir proteaz enzimi soliisyonu (Sigma P5147)
eklenerek 37°C'de 1 saat boyunca inkiibe edilmistir. Daha sonra, arka bagirsak
mikrobiyal fermentasyonunu taklit etmek i¢in Viscozyme L (Sigma V2010) adh
mikrobiyal enzim eklenmis ve 37°C'de 16 saat boyunca inkiibe edilmistir (108).



Tiikiiriik Bilesenleri (litre)

* 09gKCl
* 0,2gKSCN
* 0.9 g NaH,PO,
* 0,57 g NaSO,
* 0.3 gNaCl
* 1,7 gNaHCO;
* 0,2gire

* 15 mg tirik asit
* 25 mg musin

* 290 mg u-amilaz

Duodenum bilesenleri (litre)

pH: 6.5%0.,5
Stire: 2 saat

+ 7,01 gNaCl

3.39 g NaHCO;
0.08 KH,PO,
*+ 0,56 gKCl
0,05 g MgCl,

* 0.18ml HCI

* 0,1gitre
02g CHCIQ(HQO)Q
* 1gBSA
9 g pankreatin
* 1.5¢glipaz

Mide Bilesenleri (litre)

/’ + 275 g NaCI
«  0.27 g NaH,PO,
« 0.82gKCl
« 0.31 g NH,CI

* 6.5ml HCI
* 0,65 g glukoz

* 0,085gire
+ 1gBSA

* 2.5 g pepsin
* 3 g musin

* 0.4 g CaCl,(H,0),

* 0,02 g glukuronik asit

* 0,33 g glukozamin hidroklorid

pH: 2,54 0.5
Siire: 2 saat

Safra bilesenleri (litre)

* 5,26 g NaCl
5.79 g NaHCO;
*+ 0.38gKCl
* 0.15ml HCI
* 0,251re
0,22 g CaClg(HzO)z
* 1.8gBSA
*+ 30ghile

Sekil 3.3. Uygulanan in vitro sindirim bilesenleri.

26
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Kullanilan in vitro sindirim modelinin uygulama agamalar1 da Sekil 3.4.’te

gosterilmistir.

| 100 ng/mL AFBI ile kontamine 4,5 mL boza In Vitro Sindirim

@ |
6 mL tiikiiriik
pH6,5+0.5

37°C de 5 dk inkiibasyon

@_ i
12 mL mide suyu
pH2,5+0.,5
37°C de 2 saat inkiibasyon

U

12 mL duodenal su + 6 mL mm /
safra +2 mL NaHCO3 (1 M) - Ince bagirsak
pH 6.5 10,5

37°C de 2 saat inkiibasyon

AL

5 ml Proteaz I Kolon
37°C de 1 saat inkiibasyon

U

150 uL Viscozyme L
37°C de 16 saat inkiibasyon

Sekil 3.4. In vitro sindirim modelinin uygulama asamalari.

Kullanilan sindirim modelinde mide, ince bagirsak ve kolon agamalarindan
sonra serbest AFB1 miktarinin tespiti ayr1 ayri yapilmistir. Mide, ince bagirsak ve
kolon asamalarindan sonra ornekler, 15 dakika 3000xg santrifiij edilip slipernatant
kismi ayrilmistir. Siipernatant icerisinde bulunan serbest AFB1 miktar1 AFB1
ekstraksiyonu sonrast HPLC analizi ile belirlenmis ve sekilsel olarak Sekil 3.5.te
gosterilmigtir.  Aflatoksin B1’in biyoerisilebilirligi asagida bulunan formiil ile

hesaplanmastir.

) o ) In vitro sindirilmis 6rnekteki AFB1 miktar1
AFB1 Biyoerisilebilirlik ylizdesi = * 100

Sindirim 6ncesi AFB1 miktar:
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Ornekler .
. ">
Pozitif kontrol ==
‘ Toees’e ]
Negatif kontrol =
Test bu 1 === Asamalar sonrasinda 6rnekler, 15 dk
S fnkilbasjon IvS’de Mide 3000xg santrifiij edilerek stipernatant
Test grubu 2 SOWSI Sonrasi kismi ayrilmistir.
Test grubu 3 é ” Y
Test grubu 4 - o
< iy$*deince
Test grubu 5 Bagirsal (Il
Som*}: o ‘4. 2{ ‘?j m
Test grubu 6 1A
Test grubu 7 =
= N —_—

AFBI1 ekstraksiyonu

AFB1 miktar1 HPLC

Ornekler her asama
i¢in 3 tekrarl
hazirlanmistir

yapilmistir. analizi ile belirlenmistir.

Sekil 3.5. Orneklerin analiz asamalar.
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3.2.6. Aflatoksin B1 Analizi
AFB1 ekstraksiyonu

Tim ornekler, inkiibasyon siireci ve mide, ince bagirsak, kolon sindirim
asamalarin1 tamamladiktan sonra, 15 dakika 3000xg santrifiij edilerek siipernatant
ayrild1 ve siipernatant icerisinde bulunan serbest AFB1, AFB1'e ait immiinoafinite
kolon (R-Biopharm; Almanya) kullanilarak vakum manifoldunda ekstrakte edildi.
Ekstraksiyon sonrasinda elde edilen 6rnekler bir vialde toplandi, ardindan aliiminyum
folyo ile sarilarak HPLC analizine kadar 1s1k almayacak sekilde -20°C'de saklandi.
Vakum manifoldu kullanilarak yapilan AFBI1 ekstraksiyonu Sekil 3.6.’da

gosterilmistir.

Sekil 3.6. Aflatoksin Bl'e 6zgii immiinoafinite kolon kullanarak vakum
manifoldunda AFB1'in ekstraksiyonu.

HPLC analizi

Boza orneklerinin AFB1 analizlerinde AOAC metodundan yararlanilmistir.
Elde edilen orneklerdeki AFB1 miktarlar1 floresans dedektorlii HPLC cihazi ile
yapilmistir. Analiz i¢in C18 kolonu (5m, 250x4.6 mm) kullanilmigtir. Ultra Saf
Su/Metanol/Asetonitril (6:3:2 v/v/v)’den olusan bir mobil faz hazirlanmistir. Mobil faz

¢ozeltisinin igerisine litresinde 132 mg Potasyum bromiir (KBr) ve 110 uL %65°1ik
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Nitrik asit (HNOg) ilave edilmistir. Hazirlanan mobil faz ¢ozeltisi 0,45 mikron filtre
kagidindan siiziildiikten sonra kullanilmistir. Kolon sicakligi 25°C’ye, eksitasyon
dalga boyu 360 nm’ye, emisyon dalga boyu 440 nm’ye ve pompa akis hiz1 1
mL/dakika’ya ayarlanmistir. Tim ayarlamalarin tamamlanmasinin ardindan, her
ornekten yalnizca bir kez 100 puL enjekte edilerek HPLC analizi gergeklestirilmis ve

sonuglar elde edilmistir.
Metot validasyou

Metot validasyonu amaciyla standart ilave metodu kullanilarak AFB1 geri
kazanim miktarlar1 belirlenmistir. Bunun icin ekstraksiyon oncesinde ornege belirli
konsantrasyonlarda (25, 50 ve 100 ng/mL) AFB1 stok soliisyonu eklenmistir. Geri
kazanim oran1 AFBI1 i¢in ortalama %99,69 olarak tespit edilmistir. Calismada analiz
edilen AFBI’in standart soliisyonlarmin kalibrasyon egrisi ile hesaplanan RSD
(Relative Standard Deviation), LOD (Limit of detection) ve LOQ (Limit of
quantification) degerleri Tablo 3.1.’de belirtilmistir.

Tablo 3.1. AFB1 geri kazanim, LOD, LOQ ve RSD degerleri (n = 3)
Konsantrasyon Geri Kazannm RSD  LOD LOQ R?

(ng/mL) (%) (%) (ng/mL)  (ng/mL)

AFB1 25 99.27 2.72 0.1 0.3 0.9982
50 101.19 1.30
100 98.62 2.35

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

3.2.7. istatistiksel Degerlendirme

Aflatoksin Bl'in baglanma yeteneklerini ve biyoerisilebilirlik diizeylerini
belirlemek i¢in tiim veriler, SPSS 22 programi kullanilarak istatistiksel analiz
yapilmistir. Analizler ii¢ tekrarli olarak gergeklestirilmistir. Calisma gruplarinin
inkiibasyon ve in vitro sindirim (mide, ince bagirsak ve kolon) sonrasi
biyoerisilebilirlik ve baglanma diizeylerindeki farkliliklar tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) kullanilarak degerlendirilmistir. Gruplar arasindaki anlamli farklar ise
Post-Hoc Tukey testi ile incelenmistir. Istatistiksel anlamlilik seviyesi p<0,05 olarak

kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Bozada Probiyotik Maya, Bakteri ve Beta Glukanin inkiibasyon

Sonrasi Aflatoksin B1 Baglanma Diizeyleri

Calisma gruplarinda tespit edilen AFB1 baglanma kapasitesi ortalama
%12,73+1,51 ile %27,79+1,95 arasinda bulunmustur. Aflatoksin B1 baglama
kapasitesi S. boulardii bulunan test grubu 2 6rneklerinde en yiiksek olarak goriiliirken,
en diisik AFB1 baglama kapasitesi L. leichmannii + S. boulardii + Beta glukan
bulunan test grubu 7 &rneklerinde saptanmustir. Iki test grubu arasindaki farkin
istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir (p<0,05).

Bozada, test parametrelerinin AFB1’e baglanma diizeylerine iliskin detaylar
Tablo 4.1°de belirtilmistir.

Tablo 4.1. inkiibasyon sonras1 probiyotik bakteri ve maya ile beta glukanin bozada
AFB1 baglanma diizeyleri

Test gruplar1 ~ Test parametreleri Baglanma diizeyi (%0)
1. grup L. leichmannii 26,54+0,592

2. grup S. boulardii 27,79+1,95%

3. grup L. leichmannii + S. boulardii 21,72+0,41°

4. grup Beta glukan 20,89+0,78"

5. grup L. leichmannii +Beta glukan 18,27+0,61°

6. grup S. boulardii +Beta glukan 18,35+1,89"

7. grup Iél.ulli;%hmannii + S. boulardii +Beta 12,7341.51¢

p <0,001

Veriler ortalama =+ standart sapma seklinde sunulmustur.
p degeri ANOVA yontemi ile hesaplanmistir. Ayni siitunda farkl harflerle belirtilen degerler, Post-Hoc
Tukey testine gore istatistiksel olarak anlamhidir (p<0,05).

Boza orneklerinde test parametrelerine ait AFB1 baglanma seviyeleri Sekil

4.1.°de gosterilmistir.
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Ortalama AFB1 Baglanma Yiizdesi

S &
H o
H
-
10

(9]
|0

L. leichmannii ~ S. boulardii L. leichmannii ~ Beta glukan L. leichmannii ~ S. boulardii L. leichmannii
+ 8. boulardii +Beta glukan  +Beta glukan + S. boulardii
+Beta glukan

Sekil 4.1. inkiibasyon sonras1 probiyotik bakteri ve maya ile beta glukanin bozada
AFB1’ebaglanma seviyeleri.

Post-Hoc Tukey testine gore, farkli harfler istatistiksel olarak anlamli farkliliklari (p<0,05), ayn1 harfler
ise istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadigin1 géstermektedir.

Pozitif kontrol 6rneklerindeki AFB1 diizeyinin HPLC kromatogrami Sekil
4.2.’de, negatif kontrol 6rneklerindeki AFB1 diizeyinin HPLC kromatogrami Sekil
4.3.’te, S. boulardii igeren 6rneklerdeki AFB1 diizeyinin HPLC kromatogrami Sekil
4.4°te ve L. leichmannii + S. boulardii + Beta glukan i¢eren orneklerdeki AFBI

diizeyinin HPLC kromatogrami ise Sekil 4.5.’te gosterilmistir.

LU

40

30

20

Sekil 4.2. Inkiibasyon sonrasinda pozitif kontrol rneklerindeki AFB1 diizeyinin
HPLC kromatogramu.
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LU
0.2+

019 o

018 4

017

0.16

0.15 o

Sekil 4.3. Inkiibasyon sonrasinda negatif kontrol 6rneklerindeki AFB1 diizeyinin
HPLC kromatogramu.

0 2 4 i} 8 10 12 14 min|

Sekil 4.4. Inkiibasyon sonrasinda S. boulardii’nin bulunan érneklerdeki AFB1
diizeyinin HPLC kromatogrami.

0 2 4 6 8 10 12 14 min|

Sekil 4.5. Inkiibasyon sonrasinda L. leichmannii + S. boulardii + Beta glukanin
bulunan &rneklerdeki AFB1 diizeyinin HPLC kromatogrami.
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4.2. Probiyotik Maya ve Bakteri ile Beta Glukanin Bozada AFB1
Biyoerisilebilirligi Uzerine Etkisi

Bozada AFB1’in biyoerisilebilirligi, sirasiyla mide sonrasinda %92,46+0,82,
ince bagirsak sonrasinda %87,80+2,60 ve kolon sonrasinda %78,08+0,26 olarak tespit

edilmistir.

4.2.1. Probiyotik Maya ve Bakteri ile Beta Glukanin Mide Sonrasi
Bozada AFB1 Biyoerisilebilirligi Uzerine Etkisi

In vitro sindirim modeli uygulanan &rneklerde, mide asamasindan sonra en
diisiik AFB1 biyoerisilebilirlik diizeyi %40,90+1,92 ile L. leichmannii + S. boulardii
igeren 3. test grubunda tespit edilmistir. Kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlaml1 bir azalma gozlenmistir (p<0,001). Benzer sekilde S. boulardii bulunan 2. test
grubundaki AFB1 biyoerisilebilirlik diizeyi (%80,28+1,88) de kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli bir azalma saglamistir (p<0,001). Beta glukanin ve beta
glukan ile birlikte mikroorganizmalarin da eklendigi 4., 5., 6. ve 7. test gruplarinda da
AFBI1 biyoerisilebilirlik diizeyleri %55,77+4,38 ile %60,23+2,97 arasinda tespit
edilerek pozitif kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml bir diisiis sagladigi
goriilmektedir (p<0,05). Diger taraftan L. leichmannii bulunan 1. test grubunda ise
AFBI biyoerisilebilirligi kontrol grubuna gore azalmistir (%83,95+1,80). Ancak bu
azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p>0,05).

In vitro sindirim modeli kullanilarak bozada mide sonras: belirlenen AFB1

biyoerisilebilirlik diizeyleri Tablo 4.2.’de sunulmus ve Sekil 4.6.’da gosterilmistir.
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Tablo 4.2. In vitro sindirim modeli kullanilarak bozada mide sonrasi 6l¢iilen AFB1
biyoerisilebilirlik seviyeleri

Test gruplar: Mide Sonrasi
Biyoerisilebilirlik (%)
Pozitif kontrol ~ Kontrol 92,46+0,82°
1. grup L. leichmannii 83,95+1,80%
2. grup S. boulardii 80,28+1,88"
3. grup L. leichmannii + S. boulardii 40,90+1,92¢
4. grup Beta glukan 59,86+6,42¢
5. grup L. leichmannii + Beta glukan 60,14+4,48¢
6. grup S. boulardii +Beta glukan 60,23+2,97¢
7. grup L. leichmannii + S. boulardii +Beta 55,77+4,38¢
glukan
P <0,001

Veriler ortalama + standart sapma seklinde sunulmustur.
p degeri ANOVA yontemi ile hesaplanmistir. Ayni siitunda farklr harflerle belirtilen degerler, Post-Hoc
Tukey testine gore istatistiksel olarak anlamlilig1 ifade etmektedir (p<0,05).

Mide Sonras1 AFB1 Biyoerisilebilirlik Diizeyi

a
90 ab %
80
d
70 d d d 7
60 T T
50 =
40
30
20
10
0
Kontrol L. leichmannii 8. boulardii L. leichmannii +  Beta glukan L. leichmannii +  S. boulardii L. leichmannii +
S. boulardii Beta glukan +Beta glukan S. boulardii
+Beta glukan

Sekil 4.6. Calisma gruplarinda in vitro sindirim modeli kullanilarak mide sonras1
bozada 6l¢iilen AFB1 biyoerisilebilirlik seviyeleri

Post-Hoc Tukey testine gore, farkli harfler istatistiksel olarak anlamli farkliliklar1 (p<0,05), ayn1 harfler
ise istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadigin1 gdstermektedir.
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4.2.2. Probiyotik Maya ve Bakteri ile Beta Glukanin Ince Bagirsak
Sonras1 Bozada AFB1 Biyoerisilebilirligi Uzerine Etkisi

Ince bagirsak sonrast AFB1 biyoerisilebilirlik diizeyleri, in vitro sindirim
modeli uygulanan 6rneklerde %51,71+1,10 ile %84,21+2,82 arasinda bulunmustur. En
diisiik AFBI1 biyoerisilebilirlik diizeyi L. leichmannii + Beta glukan bulunan 5. test
grubunda (%51,71+1,10) gozlenmis ve kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlaml1 bir farklilik tespit edilmistir (p<0,05). Ayrica 3., 4. ve 6. test gruplarinda da
AFBI1 biyoerisilebilirlik diizeylerinde kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlaml1 bir azalma tespit edilmistir (p<0,05). Bunlarin yaninda L. leichmannii bulunan
1. test grubu, S. boulardii bulunan 2. test grubu ve L. leichmannii + S. boulardii +
Beta glukan bulunan 7. test grubundaki AFB1 biyoerisilebilirlik diizeyleri (sirasiyla
%77,62+4,74, %77,38+3,80 ve %84,21+32,82) ile kontrol grubundaki AFB1
biyoerisilebilirlik diizeyi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadigi
tespit edilmistir (p>0,05).

Bozada in vitro sindirim modeli kullanilarak ince bagirsak sonrasi belirlenen
AFB1 biyoerisilebilirlik diizeyleri Tablo 4.3.’te sunulmus ve Sekil 4.7.°de

gosterilmistir.

Tablo 4.3. In vitro sindirim modeli kullanilarak bozada ince bagirsak sonrasi dlciilen
AFBI1 biyoerisilebilirlik seviyeleri

Test gruplari Ince Bagirsak Sonrasi
Biyoerisilebilirlik (%)

Pozitif kontrol  Kontrol 87,80+2,602

1. grup L. leichmannii 77,62+4,74%

2. grup S. boulardii 77,38+3,80%

3. grup L. leichmannii + S. boulardii 70,7244 45"

4. grup Beta glukan 69,40+5,04°°

5. grup L. leichmannii + Beta glukan 51,71+1,10¢

6. grup S. boulardii +Beta glukan 69,63+7,01°°

7. grup L. leichmannii + S. boulardii +Beta 84,21+2,82%

glukan
P <0,001

Veriler ortalama + standart sapma seklinde sunulmustur.
p degeri ANOVA yontemi ile hesaplanmistir. Ayni siitunda farkl harflerle belirtilen degerler, Post-Hoc
Tukey testine gore istatistiksel olarak anlamlilig1 ifade etmektedir (p<0,05).
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Ince Bagirsak Sonrast AFB1 Biyoerisilebilirlik Diizeyi
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Kontrol L. leichmannii 8. boulardii L. leichmannii +  Beta glukan L. leichmannii +  S. boulardii L. leichmannii +
S. boulardii Beta glukan +Beta glukan S. boulardii
+Beta glukan

Sekil 4.7. Caligsma gruplarinda in vitro sindirim modeli kullanilarak ince bagirsak
sonrasi bozada olgiilen AFB1 biyoerisilebilirlik seviyeleri

Post-Hoc Tukey testine gore, farkl harfler istatistiksel olarak anlamli farkliliklar1 (p<0,05), ayn1 harfler
ise istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadigini gostermektedir.

4.2.3. Probiyotik Maya ve Bakteri ile Beta Glukanin Kolon Sonrasi
Bozada AFB1 Biyoerisilebilirligi Uzerine Etkisi

Kolon faz1 eklenerek gergeklestirilen in vitro sindirim modelinden sonra AFB1
biyoerisilebilirligindeki en fazla azalmanin goriildigii grup L. leichmannii + S.
boulardii + Beta glukan eklenen 7. test grubu (%34,77+5,32) olmustur. Ikinci en fazla
diisistin oldugu grup ise L. leichmannii + S. boulardii eklenen 3. test grubu
(%38,12+5,02) olarak tespit edilmistir. Tiim test gruplarinda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir diisiis tespit edilmistir (p<0,05).

Bozada in vitro sindirim modeli kullanilarak kolon sonrasi belirlenen AFB1

biyoerisilebilirlik seviyeleri Tablo 4.4.’te sunulmus ve Sekil 4.8.’de gosterilmistir.
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Tablo 4.4. In vitro sindirim modeli kullanilarak bozada kolon sonras1 dlciilen AFB1
biyoerisilebilirlik seviyeleri

Test gruplari Kolon Sonrasi
Biyoerisilebilirlik (%)
Pozitif kontrol ~ Kontrol 78,08+0,26%
1. grup L. leichmannii 60,62+3,65°
2. grup S. boulardii 65,05+1,33°
3.grup L. leichmannii + S. boulardii 38,12+5,02¢
4. grup Beta glukan 46,05+1,25°¢
5. grup L. leichmannii + Beta glukan 62,79+3,26°
6. grup S. boulardii +Beta glukan 68,44+4,42°
7.grup L. leichmannii + S. boulardii +Beta 34,77+5,32°
glukan
P <0,001

Veriler ortalama + standart sapma seklinde sunulmustur.
p degeri ANOVA yontemi ile hesaplanmistir. Ayni siitunda farkli harflerle belirtilen degerler, Post-Hoc
Tukey testine gore istatistiksel olarak anlamlilig1 ifade etmektedir (p<0,05).

Kolon Sonras1t AFB1 Biyoerisilebilirlik Diizeyi
90
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Kontrol L. leichmannii S. boulardii L. leichmannii +  Beta glukan L. leichmannii +  S. boulardii L. leichmannii +
S. boulardii Beta glukan +Beta glukan S. boulardii
+Beta glukan

Sekil 4.8. Caligsma gruplarinda in vitro sindirim modeli kullanilarak kolon sonrasi
bozada 6l¢iilen AFB1 biyoerisilebilirlik seviyeleri

Post-Hoc Tukey testine gore, farkli harfler istatistiksel olarak anlamli farkliliklar1 (p<0,05), ayn1 harfler
ise istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadigin1 gdstermektedir.

4.3. Probiyotik Maya, Bakteri ve Beta Glukamin Bozada AFB1 Baglanma

Diizeylerine inkiibasyon ve In Vitro Sindirim Sonrasi Etkisi

Calismada bulunan tiim 6rneklerin inkiibasyon sonrasi ile mide, ince bagirsak

ve kolon in vitro sindirim modeli sonrasinda belirlenen AFB1 baglanma diizeyleri
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Tablo 4.5.’te sunulmus ve Sekil 4.9.°da gdsterilmistir. /n vitro sindirim modeli
uygulanan test gruplarinda AFB1 baglanma diizeyi mide sonras1 ortalama %9,20+1,95
ile %55,17+2,31 arasinda tespit edilmistir. Mide sonrasi en yiiksek baglanma L.
leichmannii + S. boulardii bulunan 3. test grubunda, en diisiik baglanma ise L.
leichmannii bulunun 1. test grubunda saptanmistir. Buna gore 3., 4., 5., 6. ve 7. test
gruplarinda in vitro sindirim modelinde mide sonrasi belirlenen AFB1 baglanma
diizeyi, inkiibasyon sonrasinda belirlenen AFB1 baglanma diizeyine gore istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde yiiksek bulunurken (p<0,05), 1. ve 2. test gruplarinda
anlamli bir sekilde daha diisiik bulunmustur (p<0,05).

In vitro sindirim modeli uygulanan test gruplarinda AFB1 baglanma diizeyi
ince bagirsak sonrasi ortalama %4,08+3,20 ile %41,10+1,25 arasinda tespit edilmistir.
Ince bagirsak sonras1 en yiiksek baglanma L. leichmannii + Beta glukan bulunan 5.
test grubunda, en diisiik baglanma ise L. leichmannii + S. boulardii + Beta glukan
bulunan 7. test grubunda tespit edilmistir. /n vitro sindirim modelinde ince bagirsak
sonrasinda 3., 4., 6. ve 7. test grubunda tespit edilen AFB1 baglanma diizeyi mide
sonrasina kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede azalmistir (p<0,05). Diger test
gruplarinda ise farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlenmistir (p>0,05).

In vitro sindirim modeli uygulanan test gruplarinda AFB1 baglanma diizeyi
kolon sonrast ise %12,344+4,37 ile %55,46+6,81 arasinda tespit edilmistir. Kolon
sonrasi en yiiksek baglanma L. leichmannii + S. boulardii + Beta glukan bulunan 7.
test grubunda, en diisiik baglanma ise S. boulardii + Beta glukan bulunan 6. test
grubunda tespit edilmistir. /n vitro sindirim modelinde kolon sonrasinda 1., 3., 4. ve 7.
test grubunda tespit edilen AFB1 baglanma diizeyinde ince bagirsak sonrasina goére
istatistiksel olarak anlamli bir artig gozlenirken (p<0,05), 5. test grubunda kolon
sonrast baglanmada azalis tespit edilmistir (p<0,05). Test gruplar i¢inde, 2. ve 6.
gruplarda AFB1 baglanma diizeylerinin ince bagirsak sonrasina gore daha diisiik

oldugu bulunmus, ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir (p>0,05).
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Tablo 4.5. Calisma gruplarinda, bozada inkiibasyon ve in vitro sindirim modeli sonrasinda 6l¢iilen AFB1 baglanma oranlari

Test Baglanma Yiizdesi (%0)
gruplari — - - -
Inkiibasyon Mide Sonrasi Ince Bagirsak
Kolon Sonrasi
Sonrasi Sonrasi
1. grup L. leichmannii 26,54+0,59° 9,20+1,95° 11,59+5,40% 22,36+4,68%
2. grup S. boulardii 27,79+1,952 13,17+2,042 11,86+4,322 16,69+1,702
3. grup L. leichmannii + S. boulardii 21,72+0,41° 55,17+2,31° 19,46+5,072 51,17+6,42°°
4. grup Beta glukan 20,89+0,78" 35,25+6,94¢ 20,95+5,73? 41,02+1,60°
5. grup L. leichmannii + Beta glukan 18,27+0,61° 34,96+3,21° 41,10+1,25° 19,58+4,182
6. grup S. boulardii +Beta glukan 18,35+1,89° 34,86+3,21° 20,69+7,982 12,34+4,372
7. grup L. leichmannii + S. boulardii +Beta 12,73+1,51° 39,69+4,73° 4,08+3,20% 55,46+6,81°
glukan
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Veriler ortalama + standart sapma seklinde sunulmustur.
AFBI1 baglanma yiizdeleri tek yonliit ANOVA ile analiz edilmistir. Ayni siitunda farkli harflerle belirtilen degerler, Post-Hoc Tukey testine gore istatistiksel olarak
anlamlilig1 ifade etmektedir (p<0,05).
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Sekil 4.9. Calisma gruplarinda, bozada inkiibasyon ile mide, ince bagirsak ve kolon in vitro sindirimi sonrasinda olgtilen AFB1
baglanma oranlari

Veriler ortalama =+ standart sapma seklinde sunulmustur.

AFBI1 baglanma diizeyleri tek yonliit ANOVA ile analiz edilmis, gruplar arasindaki farkin anlamlilig1 ise Post-Hoc Tukey testi ile degerlendirilmistir.

ABC, her test grubunda kullanilan farkl: biiytik harfler, grubun kendi i¢indeki inkiibasyon, mide, ince bagirsak ve kolon sonras1 degerler arasindaki istatistiksel
olarak anlamli farklar1 gostermektedir (p<0,05).
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5. TARTISMA

Probiyotik bakteri ve mayalar, besin karsinojenlerine baglanma yetenekleriyle
ilgi ¢ekmektedir. Mikotoksinler de dahil ¢esitli karsinojenlerle probiyotiklerin
etkilesimleri arastirilmistir. Bu amacla probiyotik bakterilerin ve mayalarin AFB1’e
baglanma kapasiteleri tizerinde cesitli arastirmalar yapilmistir. Bu ¢alismalar,
probiyotiklerin sivi besiyeri, PBS ¢ozeltisi ve farkli besin modellerinde AFB1 ile
etkilesimlerini inceleyerek anlamli bulgular ortaya koymustur (11, 15-17, 109-111).
Elde edilen sonuglar, probiyotiklerin AFBI1’i baglayarak toksisitesini azaltma
potansiyelini gdostermektedir. Bu bulgular, probiyotiklerin besin giivenligi ve halk
sagligr acisindan potansiyel faydalarimi vurgulamakta ve bu mikroorganizmalarin
koruyucu bir strateji olarak kullanilabilecegine isaret etmektedir. Bu c¢alismada,
probiyotik maya ve bakteri ile prebiyotik olarak beta glukanin tahil bazli fermente bir
icecek olan bozadaki AFB1’e baglanma seviyeleri ve AFB1’in biyoerisilebilirligi
tizerine etkisi arastirtlmistir. Calismada L. leichmannii probiyotik bakteri olarak, S.
bolardii probiyotik maya olarak ve beta-glukan prebiyotik olarak tercih edilmistir.

Calismada deneysel kosullar kontrol altinda tutulmustur. AFBI
konsantrasyonu 100 ng/mL olarak belirlenmis, ¢alisma gruplari 24 saat inkiibe edilmis
ve inkiibasyon sicakligt 30°C olarak ayarlanmistir. Ayrica, probiyotik
mikroorganizmalarin konsantrasyonlar: da sabit tutulmustur, bakteriler igin 2x108
kob/mL ve mayalar igin 2x10° kob/mL olacak sekilde belirlenmistir. Prebiyotik olarak
kullanilan beta-glukanin konsantrasyonu ise %1,5 olarak sabitlenmistir. Beta glukan
miktari, dnceki arastirmalarda beta glukanin prebiyotik etkilerini gdstermek amaciyla
giinliik olarak onerilen miktar g6z 6niinde bulundurularak ve bu miktarin bir porsiyon
besinle karsilanabilmesi i¢in eklenen miktar belirlenmistir (75, 112, 113).

Inkiibasyon siiresinin probiyotiklerin mikotoksinlere baglanma yetenegi
tizerindeki net etkisi heniiz belirlenmemistir. Farkli inkiibasyon siireleri (6, 12, 24, 46
ve 72 saat) kullanilarak probiyotik maya ve bakteri suslarinin bir kombinasyonu ile
bebek mamasinda AFB1'in baglanmasinin arastirildigi bir calismada, daha uzun
inkiibasyon stiresinin daha fazla aflatoksin baglanmasina neden oldugu bulunmustur
(59). Benzer sekilde, Nyamete ve ark. (12) ile EI Khoury ve ark. (114) inkiibasyon
siiresinin uzamasiyla birlikte laktik asit bakterilerinin tiim suslarinda AFB1 ve

AFM1'in azalmasinin arttigini tespit etmistir. Ote yandan, Serrano-Nino ve ark. (100)
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ile Fakhrabadipour ve ark. (101) da inkiibasyon siiresinin uzatilmasimnin probiyotik
bakterilerin mikotoksinlere daha fazla baglanmadig1 sonucuna varmistir. Ayrica, tahil
bazli icecek olan bozanin fermentasyonu igin gerekli slirenin 24 saat oldugu
belirlenmistir (115). Bu veriler dogrultusunda, 24 saatlik inkiibasyon siiresinin, test
parametrelerinin baglanma aktivitelerini degerlendirmek icin yeterli oldugu sonucuna
varilmstir.

Aflatoksin baglanmasi mikroorganizmanin baslangic konsantrasyonundan
etkilenmektedir. Sarlak ve ark. (102) yaptig1 ¢alismada, geleneksel iran fermente siit
icecegine 10° kob/mL L. acidophilus eklenmesinin, 107 kob/mL'den belirgin sekilde
daha yiiksek bir serbest AFM1 baglama kapasitesine sahip oldugunu gostermistir.
Benzer sekilde, Rezasoltani ve ark. (116) L. casei ve L. acidophilus i¢in AFM1
baglanmasmin 10° kob/mL bakteri konsantrasyonunda 107 kob/mL'ye kiyasla daha
yiiksek oldugunu gostermistir. Kabak ve Var (117) da bazi probiyotik Lactobacillus
suslarmin, bakteri konsantrasyonu 108 kob/mL ve daha yiiksek oldugunda aflatoksine
daha iyi baglandigim bildirmistir. Ote yandan, gida endiistrisi, probiyotik
mikroorganizmalarin terapotik etki saglayabilmesi i¢in genellikle tiiketim aninda 10°
kob/mL probiyotik bakteri seviyesini tavsiye etmektedir. Ancak, bu seviyeye ulagsmak
i¢in gida iiriinlerinin en az 108-10° kob/mL canl1 hiicre icermesi gerektigi belirtilmistir
(67). Bu calismanin sonuglar1 géz 6niinde bulunduruldugunda, en az 108 kob/mL canli
probiyotik mikroorganizma kullanimi, hem aflatoksin azatimi hem de fonksiyonel

etkiler agisindan iyi bir tercih olabilir (103).

5.1. Probiyotik Maya ve Bakteri ile Beta Glukanin Bozada Aflatoksin

B1’e Baglanma Diizeyleri

Baglangigta 100 ng/ml AFB1 ile kontamine olan ve test parametreleri eklenen
boza orneklerinde, inkiibasyon sonrast AFB1 seviyelerinde %12,73 ile %27,79
arasinda bir azalma belirlenmistir (Tablo 4.1). Test parametrelerine bagli olarak AFB1
baglanma seviyeleri farklilik gostermistir. En yiiksek AFB1 baglanma kapasitesi,
%27,79 seviyesi ile Saccharomyces boulardii kullanildiginda elde edilmistir.
Saccharomyces boulardii susunun besinlerde AFB1 baglanmasi iizerine etkisini
gosteren bir ¢alisma bulunmamakla birlikte, total aflatoksin ve AFM1 baglanmasi

lizerine etkisini gosteren ¢aligmalar mevcuttur (118, 119). Yer fistigindaki aflatoksin
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tretimini azaltmak amaciyla kullanilan S. boulardii 17 susunun, aflatoksin
seviyelerinde %65,8 oraninda bir azalma sagladigi bildirilmistir (118). Ayrica,
Martinez ve ark. (2019) S. boulardii RC009 susunun siitte %25 oraninda AFM1
baglanma kapasitesine sahip oldugunu gostermistir (119). Khadivi ve arkadaslarinin
(2020) yiirtittiikleri baska bir arastirma ise, farkli bir S. boulardii susunun siitte %61,46
ile %93,20 arasinda degisen oranlarda AFM1 baglanma kapasitesi oldugunu ortaya
koymustur (96). Bu bulgular, farkli S. boulardii suslarmin siit gibi besinlerde
aflatoksin baglama kapasitesinde belirgin farkliliklar gosterdigini ve bazi suslarin bu
konuda olduk¢a yiiksek bir etkinlik sergileyebilecegini  gostermektedir.
Mikroorganizmalarin AFB1l'e baglanma yeteneginin hiicre duvart bilesimleri ile
iliskili oldugu diistiniilmektedir (103). Maya hiicre duvari, baslica polisakkaritler,
proteinler ve lipitlerden olusur ve toksin ile etkilesim i¢in karboksil, hidroksil, fosfat
ve amin gruplart gibi farkli fonksiyonel gruplarin yani sira alifatik zincirler ve
aromatik karbon halkalar1 gibi hidrofobik adsorpsiyon bdlgeleri sunmaktadir (120).
Aflatoksinlerin laktik asit bakterilerine baglanmasindan sorumlu olan bakteri hiicre
duvari bilesenleri ise polisakkaritler, peptidoglikanlar, lipoteikoik asit ve teikoik asittir
(21, 121). Bu nedenle, probiyotik suslarin farkli hiicre duvari yapilari ve baglanma
kapasitesi, etkinliklerinde farkli sonuglara yol agmaktadir. Dolayisiyla, probiyotiklerin
toksin baglanma etkinliklerinin optimize edilmesi i¢in, hiicre duvari yapilarinin ve
baglanma mekanizmalarinin ayrintili bir sekilde incelenmesi gerekmektedir.

Ikinci en yiiksek AFB1 baglanma kapasitesi (%26,54) L. leichmannii bulunan
orneklerde gozlenmistir. Bu 6nemli bulgunun yani sira, L. lactis'in Aspergillus tiirleri
lizerinde antagonist etkiler gosterdigi ve laboratuvar soliisyonlarinda AFGl'e
baglanma yetenegine sahip oldugu kanitlanmigtir (122, 123). Ayrica, Zinedine ve ark.
(124) L. lactis Lb5 ve Lb8 suslarinin AFB1’e baglanma oraninin sirasiyla %16,81 ile
%20,26 oldugunu gostermistir. Probiyotik maya ve bakterinin birlikte kullanilmasi ile
gerceklesen AFB1 baglanma seviyesi (%21,72+0,41) tek basina maya veya bakterinin
sagladig1 baglanmadan daha diisiik oldugu gosterilmistir. Buna gore, S. boulardii ve
L. leichmannii birlikte kullanildiginda AFB1 baglanma kapasitesinde sinerjik bir etki
olusturmadigin1 ve bu iki mikroorganizmanin kombinasyonunun, tek basina
kullanildiklarinda sagladiklar1 baglanma seviyelerinin ilizerine ¢ikamadigini ortaya

koymaktadir.
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Benzer dizayna sahip bir ¢alismada misir bazli fermente bir gida olan kwete
lizerinde yapilan arastirmada, L. rhamnosus yoba 2012 ve S. thermophilus C106
kombinasyonu kullanilmistir. Bu ¢alismada, AFB1'in baslangi¢ seviyesi 40 ng/mL
olarak belirlenmis ve 30°C'de 24 saat siiren inkiibasyon sonras1t AFB1'in en yiiksek
azalmasi %100 olarak ol¢tilmiistiir. Bu sonug, kullanilan probiyotik kombinasyonunun
AFB1'i tamamen etkisiz hale getirme kapasitesine sahip oldugunu ve bu
probiyotiklerin musir bazli fermente gidalarda aflatoksinlerin giderilmesinde son
derece etkili olabilecegini gostermektedir (11). Baska bir ¢alismada, siitte L.
rhamnosus, L. plantarum ve S. boulardii suslarinin ayr1 ayr1 ve kombinasyon halinde
etkinlikleri detayli bir sekilde incelenmistir. Arastirma sonucunda, her bir susun
bireysel olarak aflatoksin baglanma kapasitesi degerlendirildiginde, farkli oranlarda
etkinlik gosterdigi goriilmiistiir. Ancak, bu mikroorganizmalarin hepsinin birlikte
bulundugu orneklerde, AFB1 baglanma oraninin %100 seviyesine ulastigi
gozlemlenmistir. Bu bulgu, L. rhamnosus, L. plantarum ve S. boulardii suslarinin
kombinasyon halinde kullaniminin aflatoksin baglanma kapasitesini énemli Olciide
artirdigin1 ve bu mikroorganizma kombinasyonunun aflatoksinlerin giderilmesinde
oldukga etkili bir strateji olabilecegini ortaya koymaktadir (96). Benzer sekilde
Fakhrabadipour ve ark. (101) S. cerevisiae ve B. bifidum tiirlerinin siitte birlikte
kullanimlarinin ayr1 ayri1 kullanimlarina gére AFMI1 baglanmasinin daha fazla
oldugunu bildirmistir. Sevim ve ark. (89)’nin aragtirmasinda L. plantarum ve B.
animalis’in AFM1 {izerinde sinerjik etki gosterdigi belirtilirken, L. plantarum ve B.
bifidum'un da yogurtta antagonist etki yarattigi gosterilmistir. Cesitli arastirmalar,
probiyotik bakterilerin farkli tiirlerinin AFB1 baglama kapasitesinin farklilik
gosterdigini ortaya koymustur (15, 60, 104, 125, 126). Probiyotiklerle aflatoksin
etkilesimi i¢in Onerilen birincil mekanizma, metabolik bozunmadan ziyade yaygin
olarak baglanma olarak bilinen fiziksel adsorpsiyonu igerir. Aflatoksin baglama
kapasitesindeki farkliliklar, probiyotik suslarin hiicre duvar1 yapilarindaki
degisikliklere baglanmistir. Aflatoksinlerin laktik asit bakterilerine baglanmasindan
sorumlu olan bakteri hiicre duvarit bilesenleri polisakkaritler, peptidoglikanlar,
lipoteikoik asit ve teikoik asittir (21, 88, 102). Ayrica,AFB1'in hidrojen baglar1 ve van
der Waals etkilesimleri yoluyla bakteri duvarlarinda bulunan hiicre -d-glukanlarina

baglanma kabiliyetine sahip oldugu belirtilmistir (93). Bir arastirmada, hiicre
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duvarinin tamamen veya kismen bozulmasinin, aflatoksin baglama kapasitesinde
belirgin bir sekilde azalmaya yol agtig1 belirtilmistir (127). Bu aragtirmada, probiyotik
bakteri ve mayanin AFB1 baglama kapasitelerinin farklilik gosterdigi saptanmistir. Bu
durum, bakteriler ve mayalarin morfolojik yapilari, hiicre duvar1 bilesenleri ve
miktarlariin  farkli olmasindan kaynaklanmaktadir. Ayrica, bu farkliliklarin
bulunduklar1  ortamdaki etkilesimlerini ve toksin baglama kapasitelerini
etkileyebilecegi diisiiniilmektedir.

Prebiyotikler, sindirim sisteminin iist kisminda par¢calanmadan ve emilmeden
kalin bagirsaga ulasabilen ve bagirsak mikrobiyotasinin bilesimini veya aktivitesini
etkileyerek avantaj saglayan bilesenlerdir (79). Prebiyotikler igerisinde beta-glukan in
vitro yapilan ¢aligmalarda L. acidophilus, L. plantarum ve B. animalis subsp. lactis
suslar tarafindan kullanilarak bu mikroorganizmalarin canliligini ve aktivitelerini
arttirdig1 gosterilmistir (75-78). Bu arastirmada, beta-glukanin prebiyotik olarak AFB1
tizerindeki etkisi incelenmis ve beta glukanin AFB1°1 %20,8+1,09 oraninda baglama
sagladig goriilmistiir. Bakteri ve mayanin birlikte kullanildigi 6rneklerde AFB1’in
baglanma seviyesi %21,72+0,41 olarak belirlenirken, beta glukan eklendiginde bu
oranin %12,73+1,51°¢ diistiigii gozlemlenmistir. Vasconcelos ve ark. (88), L.
plantarum ve iniilin, oligofruktoz, beta glukan ve polidekstroz gibi cesitli prebiyotikler
kullanarak siitte AFB1 seviyelerinin azaltilmasmi arastirmistir.  Bu g¢alismada,
AFB1'de en yiiksek azalma (%55,85) L. plantarum ile birlikte iniilin, oligofruktoz ve
beta glukan igeren siitte gézlenmistir. Benzer sekilde, Wochner ve ark. (21) beta
glukan ve polidekstroz ile birlikte siitteki AFB1 seviyesinde en yiiksek diisiisiin
(%35,53) oldugunu gostermistir. Yulaf bazli beta-glukanin probiyotiklerin canliliginm
korumasina ve aktivitesini arttirmasina yardimci oldugunu gosteren aragtirmalar
mevcuttur (75-77). Ancak bu bulgulara karsilik, Vasilyevi¢ ve ark. (112) S.
thermophilus ve L. bulgaricus probiyotik bakterilerinin canliligi iizerinde beta-
glukanin belirgin bir etkisinin olmadigin1 gostermektedir. Bu celiskili sonuglar,
prebiyotiklerin probiyotikler lizerindeki etkilerinin her bir probiyotik bakteriye 6zgii
olabilecegini ve belirli probiyotiklerin beta glukan gibi prebiyotiklere farkli tepkiler
verebilecegini gostermektedir. Ayrica, kullanilan mikroorganizmalarin tiirii, bu
mikroorganizmalar arasindaki etkilesimler, beta-glukanin tiirii ve konsantrasyonu gibi

faktorlerin de ¢aligmanin sonuglarini etkileyebilecegi géz oniinde bulundurulmalidir.
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5.2. Probiyotik Maya ve Bakteri ile Beta Glukanin Bozada
Biyoerisilebilirligi Uzerine Etkisi

Besinler yoluyla alinan bir toksin veya Kirleticinin toplam miktari, her zaman
viicudun kullanabilecegi miktar1 gostermeyebilir. Toksin veya Kirleticinin viicutta
nasil metabolize edildigi, emilim orani, dagilimi ve atilim siire¢leri gibi ¢esitli faktorler
bu durumu etkilemektedir. Bu nedenle, bir besinden alinan toksin miktari yiiksek
olabilir, ancak bu miktarin viicutta ne kadar etkili bir sekilde kullanilacagi veya zararh
etkiler olusturup olusturmayacagi, viicudun biyolojik isleyisine bagl olarak degisir.
Dolayisiyla, besin yoluyla alinan toksinlerin saglik tlizerindeki potansiyel etkilerini
dogru bir sekilde degerlendirebilmek i¢in, bu toksinlerin biyoerisilebilirligi ve
metabolizma  silireglerini  de goz Oniinde bulundurmak  gerekmektedir.
Biyoerisilebilirlik, besinlerdeki toksin veya kirleticilerin sistemik dolasima gegen
oranini ifade eden bir terimdir. Hayvanlar ve insanlar iizerinde yapilan deneyler,
gidalardaki bilesiklerin oral biyoyararlaniminin, besin kaynagina, islenmesine, veya
gida hazirlanmasina bagli olarak 6nemli l¢iide degisebilecegini gostermektedir (22).

Sindirim siireglerini simiile eden in vitro yontemler, besin veya farmasétiklerin
gastro-intestinal davramslarini incelemek icin yaygin olarak kullanilmaktadir. insan
beslenmesine iliskin ¢aligmalar diyetle ilgili sorularin ele alinmasinda hala "altin
standart” olarak kabul edilse de in vitro yontemler, hizli, ekonomik ve etik
kisitlamalardan bagimsiz ¢aligmalar olmalarinin yani sira, tekrarlanabilirlik ve kolay
ornekleme agisindan avantajlidir. Bu 6zellikler, in vitro sindirim modellerini daha
tercih edilebilir hala getirmektedir (105). Cesitli besin modellerinde probiyotik
bakterilerin AFBl'e baglanarak AFB1 seviyesini azalttigin1 gdsteren bir¢ok kanit
bulunmaktadir (11, 15, 60, 99). Ancak, pratikte bu mikroorganizmalar ortamlardan
uzaklagtirilmamis olup, tirinde mikroorganizma-aflatoksin kompleksi olarak kalmaya
devam etmektedir. Bu durum, iriinlerde serbest veya mikroorganizmaya bagl
toksinlerin ~ bulunmasina  bakilmaksizin  tiiketilmesine  neden  olmaktadir.
Arastirmacilarin  bazilar1 (16, 21, 23), aflatoksin ile baglanma gdsteren
mikroorganizmalarin  karsinojenlerin  bagirsak  liimeninden  emilimini  ve
biyoerisilebilirligini azaltabilecegini ifade etmis olsa da, iirlinde olusan aflatoksin-

mikroorganizma  kompleksinin,  serbest  aflatoksinle  karsilastirildiginda,
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gastrointestinal sistemdeki biyoerisilebilirlik seviyesinin kesin olarak bilinmedigini
belirtmektedir.

Bu arastirmada, probiyotik mikroorganizmalar ve beta-glukanin bozada AFB1
baglanma kapasitesi belirlenmis, ayrica in vitro sindirim modeli kullanilarak AFB1’in
biyoerisilebilirligi {izerindeki etkisi degerlendirilmistir. /n vitro sindirim modeli
kullanilarak elde edilen verilere gore, bozada AFB1’in mide ve ince bagirsak sonrasi
biyoerisilebilirligi sirasiyla %92,46+0,82 ve %87,80+2,60 olarak tespit edilmistir.
Aflatoksin B1’in biyoerisilebilirligi iizerine yapilan ilk ¢alisma, Kabak ve arkadaslar
tarafindan 2009 yilinda gesitli besinlerde gergeklestirilmistir. Bu arastirmada, AFB1'in
biyoerisilebilirliginin %86 ile %94 arasinda degistigi rapor edilmistir (106). Ayrica,
Kabak ve Ozbey (23) AFB1 biyoerisilebilirliginin, gida kontaminasyon diizeyine ve
gida matrisinin 6zelliklerine bagli olarak %85,1 ile %98,1 arasinda degisebilecegini
belirtmistir. Bu bulgular, AFB1’in farkli gida matrislerinde viicutta ne kadar etkili bir
sekilde emilebildigini ve biyolojik olarak kullanilabilir oldugunu ortaya koymaktadir.

Mide in vitro sindirimi sonrast bozada en yiliksek AFB1 baglanmasi L.
leichmannii + S. boulardii igeren Ornekte tespit edilmis ve bu oOrnekte AFBI1
biyoerisilebilirliginin %55,17+2,31 oraninda azaldig1 goériilmiistiir. En diisik AFB1
baglanmasi da L. leichmannii bulunan 6rnekte bulunmus ve bu 6rnekte AFBI1
biyoerisilebilirligi %9,20£1,95 oraninda azalmistir. Bugiine kadar yapilan in vitro
sindirim ¢aligmalarinda, AFB1’in mide sonrasi biyoerisilebilirligini degerlendiren
yalnizca bir ¢alisma bulunmaktadir. Yapilan ¢aligmada, on bes farkli probiyotik susun
kullanildig1 sonuglara gére, AFB1’in mide sonrasi biyoerisilebilirliginin %15,41 ile
%98,09 oraninda azaldigi tespit edilmistir (18).

Ince bagirsak in vitro sindirimi sonras1 bozada en yiiksek AFB1 baglanmasi L.
leichmannii + Beta glukan bulunan 6rnekte geceklesmis ve AFB1 biyoerisilebilirligi
%41,10+1,25 oraninda azalmigtir. En diisiik baglanma ise L. leichmannii + S.
boulardii + Beta glukan bulunan Ornekte bulunmus ve biyoerisilebilirliginin
%4,08+3,20 oraninda azaldig1 tespit edilmistir. Yapilan bir ¢alismada L. acidophilus
ATCC 4356 ve L. casei ATCC 39392 probiyotik bakterilerinin AFB1’in
biyoerisilebilirligini %24,3 ile %70,0 oraninda azalttig1 gosterilmistir (16). Benzer
sekilde, Saladino ve ark. (18) on bes farklt probiyotik bakterinin AFBI1
biyoerisilebilirliginde %30,39-%96,73 oraninda bir azalma sagladigini tespit etmistir.
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L. leichmannii ve S. boulardii’nin AFB1 biyoerisilebilirligi iizerindeki
etkisinin baglanma kapasiteleriyle benzer oldugu bulunmustur. Probiyotik
mikroorganizmalarin birlikte kullanildigi orneklerde ince bagirsak sonrasi AFBI1
biyoerisilebilirligindeki azalma %19,46+5,07 ile S. boulardii (%11,86+4,32) ve L.
leichmannii  (%11,59+5,40)’n tek basmna sagladigi azalmadan daha yiiksek
bulunmustur. Beta glukan tek basina AFB1 biyoerisilebilirligini ince bagirsak sonrasi
%20,95+5,73 oraninda disiirirken, L. leichmannii + Beta glukan %41,10+1,25
oraninda ve S. boulardii + Beta glukan ise %20,69+7,98 oraninda diistirmiistiir.

Aflatoksin B1 biyoerisilebilirligi iizerine mikroorganizmalarin etkisi ile ilgili
mevcut literatiirde simirli sayida ¢alisma bulunmaktadir (16, 18, 21, 23, 88). Bu
caligmalarda genellikle ince bagirsak ortamini taklit eden sindirim modelleri
kullanilarak gergeklestirilmistir. Ancak bu aragtirmalarda, aflatoksin-mikroorganizma
kompleksinin kolonda nasil etkilendigi heniiz tam olarak bilinmemektedir. Kolon,
gastrointestinal sistemin dnemli bir pargasi olup, burada ger¢eklesen biyokimyasal ve
mikrobiyal siiregler, aflatoksinlerin metabolizmasi ve biyoerisilebilirligi iizerinde
kritik bir rol oynayabilir. Dolayisiyla, kolon dahil edilmis in vitro sindirim modeli
calismalari, aflatoksin ve mikroorganizmalar arasindaki etkilesimlerin tiim
gastrointestinal ~sistemde nasil sonuglandigini  daha kapsamli  bir sekilde
degerlendirebilmek i¢in gereklidir. Bu tiir galigmalar, aflatoksin-mikroorganizma
kompleksinin kolon ve diger gastrointestinal boliimlerdeki davranislarini anlamamiza
yardimci olabilir ve aflatoksinlerle miicadelede daha etkili stratejilerin gelistirilmesine
katkida bulunabilir.

Bu c¢alismada, literatiirdeki eksiklikten yola ¢ikarak, kolon taklidi
gerceklestirmek igin bakteriyel enzimler (Protease ve Viscozyme L) kullanilmistir.
Proteaz, peptit baglarinin hidrolizi ile proteinlerin katabolize edilmesi amaciyla ve tam
ayrisma saglamak igin kullanilmaktadir (128). Viscozyme L de Aspergillus tiiriinden
elde edilen ¢oklu enzimatik bir komplekstir. Bu enzimler, hiicre duvar bilesenlerini
parcalayarak lif sindirilebilirligini arttirmak ve laktik asit bakterileri ig¢in substrat
olarak suda ¢6ziiniir karbonhidrat miktarini artirmak amaciyla kullanilmaktadir (129).

Bu c¢alisma kolon in vitro sindirimi sonrasinda bozada AFBI’in
biyoerisilebilirligi {izerine etkilerini inceleyen ilk ¢alismadir ve AFBI’in

biyoerisilebilirligi %78,08+0,26 olarak bulunmustur. Kolon sonrasi tiim 6rneklerde
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AFB1 biyoerisilebilirligi azalmigtir. Test gruplar igerisinde en yiliksek AFBI
baglanmasi L. leichmannii + S. boulardii + Beta glukan bulunan 7. test grubunda
goriilmiis ve biyoerisilebilirligi %55,46+6,81 oraninda azalmistir. En diisiik baglanma
ise S. boulardii + Beta glukan bulunan 6. test grubunda gerceklesmis ve
biyoerisilebilirlik %12,34+4,37 oraninda azalmistir. Sevim ve ark. (130) siitte
AFM1’in kolon sonrasi biyoerisilebilirligini ilk kez incelemis ve AFM1’in kolon
sonrasi biyoerisilebilirligini %81,40 olarak belirlemistir.

Beta glukan, gastrointestinal sistemin iist kisminda sindirilmez ve kolona
gecerek buradaki mikroflora tarafindan fermentasyona ugrar (20). Bundan dolayi, in
vitro sindirim modelinin kolon fazina kadar etki etmemesi beklenmektedir. Beta
glukan igeren 4. test grubunda inkiibasyon sonrasi tespit edilen baglanma
(%20,89+0,78) ile in vitro sindirim kolon sonrasi baglanma (41,02+1,60) arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmustur (p<0,05). Ek olarak, beta glukan
igeren 4. test grubunda inkiibasyon sonrasi baglanma ile in vitro sindirim ince bagirsak
sonrasi arasinda anlamli bir fark olmadigi tespit edilmistir (p>0,05) (Bkz. Sekil 4.9.).

Aflatoksinler gibi kirletici maddelerin sindirim sisteminin mikrobiyal florasina
baglanma yetenegi, Kirletici maddenin kimyasal yapisi ve bilesimi, kullanilan
mikroorganizmalarin tiirli ve miktari, mikroorganizmalarin fiziksel durumlari, ¢evre
kosullar1 ve sindirim salgilarinin hacmi gibi ¢esitli faktorlere baghdir (16). Aflatoksin
molekiillerinin spesifik bakterilerin hiicre duvar1 bilesenlerine baglanabildigi
diisiiniilmektedir. Bu baglanma farkliliklarinin, bakterilerin aflatoksinlere karsi
etkinliginin, farkli suslarda bulunan farkli baglanma bolgelerindeki degisikliklerden
ya da suslara 0Ozgii benzer baglanma bdlgelerindeki kiiciik farkliliklardan
kaynaklanabilecegi  one  siiriilmektedir.  Cesitli  ¢alismalarda, probiyotik
mikroorganizmalarin aflatoksine fiziksel baglanmasi nedeniyle bu baglarin geri
dontisiimlii olabilecegi 6ne siiriilmektedir (18, 23, 131, 132). Ayrica, bu baglarin geri
dontisiimlii olmasi, aflatoksinlerin baglandig1 probiyotiklerin sindirim siireci boyunca
etkili olup olmadigini ve bu etkilesimlerin aflatoksinlerin viicutta nasil davranacagi
tizerinde nasil bir etkisi oldugunu anlamak agisindan 6nemlidir. Bu c¢aligmanin
bulgulari, aflatoksinlerin probiyotik mikroorganizmalar tarafindan baglanmasinin geri
doniisimlii  oldugunu desteklemektedir. Ozellikle, besinlerde &lciilen baglama

diizeylerinin sindirim siireci boyunca degisebilecegi gdzlemlenmistir (Bkz. Sekil 4.9.).
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Bu durum, sindirim sirasinda aflatoksinlerin mikroorganizmalardan ayrilabilecegini
veya baglanma seviyelerinin farklilagabilecegini gdstermektedir.

Sonug olarak, test edilen probiyotik bakteri, maya ve prebiyotik olan beta
glukan tahil bazli fermente igecek olan bozada, AFB1 baglama kapasitesinde ¢esitli
seviyelerde etkiler gostermistir. Bu ¢alismada, S. boulardii'nin AFB1 baglanmasinda
ilk kez kullanim1 gergeklestirilmistir. Ayrica, probiyotik bakteriler, mayalar ve beta
glukan kombinasyonlarinin AFB1 baglanma {izerindeki etkileri de ilk kez bu
calismada degerlendirilmistir. Literatiirle karsilastirma yaparken bazi sinirlamalar
yasanmig ve bu nedenle sonuglarin genis bir baglamda yorumlanmasi zor olmustur.
fleri ¢alismalarda dinamik bir in vitro sindirim modelinin kullanilmas1, kolon fazinin
mikrobiyal simiilasyonu ve probiyotik mikroorganizmalarin gastrointestinal sistem
boyunca canliliginin  degerlendirilmesi, probiyotik mikroorganizmalar  ve

mikotoksinlerin davranislarinin incelenmesinde 6nemli avantajlar saglayacaktir.
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6. SONUC ve ONERILER
6.1. Sonuclar

Probiyotik  bakteri  (Lactobacillus  leichmannii), probiyotik maya

(Saccharomyces boulardii) ve prebiyotik (beta glukan) kullanimmin bozada AFB1

biyoerisilebilirligi tizerindeki etkisinin arastirilmasi amaciyla yapilan bu ¢alismadan

elde edilen sonuglar asagida sunulmustur.

1.

Negatif kontrol 6rneklerinde inkiibasyon sonrast AFB1 seviyeleri tespit limitinin
altinda kalirken, pozitif kontrol 6rneklerinde inkiibasyon sonrasi ortalama 99,519
ng/mL AFB1 tespit edilmistir.

Inkiibasyon sonrast L. leichmannii’nin AFB1 baglanma seviyesi ortalama
%26,54+0,59 oraninda; S. boulardii’nin AFB1 baglanma seviyesi %27,79+1,95
oraninda; L. leichmannii + S. boulardii’nin birlikte bulundugu 6rneklerde ise
AFBI baglanma seviyesi %21,72+0,41 oraninda belirlenmistir.

Inkiibasyon sonrasi beta glukanin AFB1 baglanma seviyesi ortalama %20,89+0,78
olarak tespit edilmistir.

Inkiibasyon sonras: L. leichmannii +Beta glukan, S. boulardii +Beta glukan ve L.
leichmannii + S. boulardii +Beta glukan bulunan &rneklerde AFB1 baglanma
seviyesi sirastyla %18,27+0,61, %18,35+1,89 ve %12,73+£1,51 oranlarinda
bulunmustur.

Inkiibasyon sonrasi ¢alisma gruplarinda tespit edilen AFB1 baglanma kapasitesi
ortalama %12,73+1,51 ile %27,79+1,95 arasinda bulunmustur. AFB1 baglama
kapasitesi S. boulardii bulunan 6rneklerde en yiiksek olarak goriiliirken, en diistik
AFBI1 baglama kapasitesi L. leichmannii + S. boulardii + Beta glukan bulunan
orneklerde saptanmustir. iki test grubu arasindaki farkin istatistiksel olarak anlaml
oldugu tespit edilmistir (p<0,001).

Bozada AFB1’in biyoerisilebilirligi, sirasiyla mide sonrasinda %92,46+0,82, ince
bagirsak sonrasinda %87,8042,60 ve kolon sonrasinda %78,08+0,26 olarak tespit
edilmistir.

In vitro sindirim modeli uygulanan 6rneklerde, mide asamasindan sonra en diisiik
AFBI1 biyoerisilebilirlik diizeyi %40,90+1,92 ile L. leichmannii + S. boulardii

iceren Orneklerde tespit edilmistir. Kontrol grubuna kiyasla AFB1



10.

11.

12.

13.

14.

53

biyoerisilebilirlik  diizeyinde istatistiksel olarak anlamli  bir azalma
gozlemlenmistir (p<0,001).

S. boulardii bulunan 6rneklerde in vitro sindirim modeli mide asamasindan sonra
AFBI1 biyoerisilebilirlik diizeyi %80,28+1,88 olarak belirlenmis ve kontrol
grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir azalma tespit edilmistir (p<0,001).
L. leichmannii bulunan 6rneklerde in vitro sindirim modeli mide asamasindan
sonra AFBI1 biyoerisilebilirlik diizeyi %83,95+1,80 olarak belirlenmis ve kontrol
grubuna gore bir azalma tespit edilmistir. Ancak bu azalma istatistiksel olarak
anlamli bulunmamustir (p>0,05).

In vitro sindirim modeli uygulanan &rneklerde, mide asamasindan sonra beta
glukanin ve beta glukan ile birlikte mikroorganizmalarinda eklendigi 6rneklerde
(L. leichmannii + Beta glukan; S. boulardii +Beta glukan; L. leichmannii + S.
boulardii +Beta glukan) AFB1 biyoerisilebilirlik diizeyleri %55,77+4,38 ile
%60,23£2,97 arasinda tespit edilmistir. Pozitif kontrol grubuna gore bir diisiis
saglandig1 goriilmekle birlikte bu diisiisiin istatistiksel olarak anlamli oldugu
bulunmustur (p<0,001).

In vitro sindirim modeli uygulanan &rneklerde, ince bagirsak asamasindan sonra
en disiik AFB1 biyoerisilebilirlik diizeyi L. leichmannii + Beta glukan bulunan
orneklerde %51,71+1,10 olarak gozlenmis ve kontrol grubuna kiyasla istatistiksel
olarak anlamli bir diisiis tespit edilmistir (p<0,001).

L. leichmannii ve S. boulardii igeren 6rneklerde in vitro sindirim modeli ince
bagirsak asamasindan sonra AFB1 biyoerisilebilirlik diizeyleri sirasiyla
%77,62+4,74 ve %77,38+3,80 olarak belirlenmis ve kontrol grubundaki AFB1
biyoerisilebilirlik diizeyi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadig:
tespit edilmistir (p>0,05).

L. leichmannii + S. boulardii, Beta glukan ve S. boulardii + Beta glukan igeren
orneklerde in vitro sindirim modeli ince bagirsak asamasindan sonra AFB1
biyoerisilebilirlik diizeylerinde kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml
bir azalma tespit edilmistir (p<0,001).

Kolon fazi eklenerek gergeklestirilen in vitro sindirim modelinden sonra L.
leichmannii + S. boulardii + Beta glukanin birlikte bulundugu 6rneklerde AFB1

biyoerisilebilirligi %34,77+5,32 olarak bulunmus ve en fazla azalmanin bu grupta
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oldugu belirlenmistir. Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir diisiis
tespit edilmistir (p<0,001).

Kolon fazi eklenerek gergeklestirilen in vitro sindirim modelinden sonra L.
leichmannii  + S. boulardii’nin birlikte bulundugu 6rneklerde AFBI1
biyoerisilebilirlik diizeyi %38,12+5,02 olarak belirlenmis ve kontrol grubuna gore
anlamli bir azalis tespit edilmistir (p<0,001).

In vitro sindirim modeli uygulanan tiim 6rneklerde kolon asamasindan sonra AFB1
biyoerisilebilirlik diizeyleri kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde diisiikk bulunmustur (p<0,001).

L. leichmannii’nin baglanma kapasitesi inkiibasyon sonrasina (%26,54+0,59) gore
mide sonrasi (%9,20+1,95) ve ince bagirsak sonrasi (%11,59+5,40) istatistiksel
olarak anlamli bir azalis gostermistir (p<0,05). Kolon sonrasi (%22,36+4,68) da
anlamli olmayan bir azalma tespit edilmistir (p>0,05).

S. boulardii’nin baglanma kapasitesi inkiibasyon sonrasina (%27,79+1,95) kiyasla
mide sonrasi (%13,1742,04), ince bagirsak sonrasi (%11,86+4,32) ve kolon
sonrast (%16,69+1,70) istatistiksel olarak anlamli bir azalis géstermistir (p<0,05).
L. leichmannii ve S. boulardii’nin birlikte sagladiklar1 baglanma diizeyi
inkiibasyon sonrasina kiyasla mide ve kolon sonrasi istatistiksel olarak anlamli bir
artis gdstermistir (p<0,05). Ince bagirsak sonrast da anlamli olmayan bir azalma
tespit edilmistir (p>0,05).

L. leichmannii ve S. boulardii karigimia beta glukan eklendiginde elde edilen
baglanma diizeyi inkiibasyon sonrasina (%12,73+£1,51) kiyasla mide sonrasi
(%39,69+4,73) ve kolon sonras1 (%55,46+6,81) istatistiksel olarak anlamli bir artis
tespit edilirken (p<0,05), ince bagirsak sonrasi (%4,08+3,20) anlamli bir azalma
tespit edilmistir (p<0,05).

Beta glukanin baglanma kapasitesi inkiibasyon sonrasina (%20,89+0,78) kiyasla
mide (%35,25+6,94), ince bagirsak (%20,95+5,73) ve kolon sonrasi
(%41,02+1,60) artis gostermistir. Mide ve kolon sonrasi artislar istatistiksel olarak
anlamli  bulunurken (p<0,05), ince bagirsak sonrasindaki artis anlamli

bulunmamustir (p>0,05).
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6.2. Oneriler

Mikotoksin kontaminasyonunu 6nlemek igin iyi tarim uygulamalart ve dogru
saklama kosullar1 en iyi stratejiler olarak kabul edilmektedir. Insan ve hayvan sagligini
etkileyen baslica mikotoksinler arasinda gosterilen aflatoksin kontaminasyonunu
ortadan kaldirmak veya biyoerisilebilirligini azaltmak i¢in ¢esitli fiziksel, kimyasal ve
biyolojik yontemler Onerilmektedir. Bu yontemler igerisinden aflatoksinlere
baglanabilen biyolojik ajanlar, toksinlerin biyoerisilebilirligini azaltmak i¢in etkili bir
alternatiftir. Uygun suslarin diyete eklenerek aflatoksinlerin gastrointestinal
sistemdeki biyoerisilebilirliginin ve zararli etkilerinin azaltilmasi hedeflenmektedir.

AFB1 maruziyeti saglik riskleri agisindan 6nemlidir ve tiim aflatoksinler her
zaman emilim i¢in mevcut olmadigindan, biyoerisilebilirlik degerlendirmeleri giderek
daha kritik hale gelmektedir. Probiyotik mikroorganizma ve prebiyotiklerin AFB1
baglanma diizeylerinin gastrointestinal sistem boyunca farkli sonuglar ortaya koydugu
gosterilmistir. Ayrica, literatiirde in vitro sindirim siirecinin mide, ince bagirsak ve
kolon asamalarin1 bir arada inceleyen bir c¢alismaya rastlanmamistir. Bu kapsamli
degerlendirme, aflatoksinlerin  sindirim  sistemi i¢indeki davranisini  ve
mikroorganizmalarin bu siiregteki roliinii daha iyi anlamamiza olanak saglamistir.
Prebiyotik ve probiyotiklerin birlikte kullanimi, farkli sonuclar dogurmustur.
Biyolojik ajanlarin yapisal ¢esitliligi nedeniyle, ajan-toksin etkilesimleri degiskenlik
gosterebilir ve bu da ¢esitli AFB1 baglanma seviyelerine yol acar. AFB1 baglanma
calismalari, biyoerisilebilirlik seviyelerinin dogru bir sekilde degerlendirilmesinin ne
kadar 6nemli oldugunu ortaya koymaktadir. Bu degerlendirme, toksinlerin viicutta
nasil davrandigin1 ve mikroorganizmalarin bu siiregteki etkilerini anlamak agisindan

kritik bir rol oynamaktadir.
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