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Bu c¢alismada, baz1 Lactobacillus (Lb. acidophilus NCC 12, Lb. acidophilus NCC 36, Lb.
acidophilus NCC 68) ve Bifidobacterium (B. bifidum Bb 13, B. bifidum NCC 381) suslarinin fosfat
tamponu (PBS) ve gida modelinde aflatoksin M; (AFM;) ve okratoksin A (OTA)’y1 baglama
yetenekleri arastirlmustir. 10° ve 10" kob ml™ yogunlugunda canli bakterilerin PBS’de AFM;’i
baglama yetenekleri toksin konsantrasyonu ve inkiibasyon siiresine bagli olarak sirastyla %10.22-
26.25 ve %0-5.02 arasinda bulunmustur. B. bifidum Bb 13 AFM;’i en yiiksek oranda baglarken, Lb.
acidophilus NCC 68’in en diigiik baglama yetenegi gosteren sus oldugu goriilmiistiir. Isil isleme
maruz birakilan bakterilerin PBS’de AFM; baglama yetenekleri %14.04-28.97 olarak saptanmustir.
Canli ve 1s1l isleme maruz birakilan bakteriler rekonstitiie siitte 4 saat iginde AFM;’i sirasiyla %7.85-
25.94 ve %12.85-26.27 arasinda baglamistir. Canli ve 1s1l isleme maruz birakilan bakterilerin AFM;’i
baglama yeteneklerinde PBS ve rekonstitiie siit ortamlar arasinda istatistiksel agidan (p>0.05) dnemli
bir fark goriilmemistir (Lb. acidophilus NCC 68’in 10 ng ml™ AFM;’i baglama yetenegi harig). Canli
ve 1s1l isleme maruz birakilan bakterilerin rekonstitiie siite AFM;’i baglama yeteneklerinde toksin
konsantrasyonunun onemli bir etkisi bulunmamistir. Bakteri/AFM; kompleksinin yikanmasi sonucu,
baglanan AFM;’in %5.62-8.54°i PBS’ye geri donerken, rekonstitiie siitte baglanmanin geri
doniisiimsiiz oldugu gorilmiistiir.

Canli test bakterilerinin (10> CFU ml™) PBS ve beyaz sarapta OTA baglama yetenekleri
sirastyla %4.43-20.71 ve %15-23.40 arasinda bulunmustur. PBS’de Lb. rhamnosus en yiiksek
baglama yetenegini gosteren sus olurken, Lb. acidophilus NCC 36 nispeten diisitk baglama yetenegi
gostermistir. Test bakterilerinin 10" kob ml™ yogunlugunda kullamlmas: durumunda PBS’de OTA
baglama yeteneklerinde 6nemli diisiis (p<0.05) goriilmiistiir. Bakterilere 1s1l igslem uygulanmasi, PBS
(%9.60-25.17) ve beyaz sarapta (%15.24-26.11) OTA baglama yeteneklerini artirmugtir. Toksin
konsantrasyonunun canli ve 1s1l igleme maruz birakilan bakterilerin beyaz sarapta OTA baglama
yetenekleri tizerine etkisi bulunmamistir. Beyaz sarapta OTA Lb. acidophilus NCC 12, Lb.
acidophilus NCC 36 ve Lb. rhamnosus tarafindan kuvvetli (geri doniisiimsiiz) baglanirken, diger
bakteriler tarafindan baglanan OTA’nin %1.91-7.06’s1 tekrar beyaz saraba gecmistir.

Anahtar kelimeler: aflatoksin My, okratoksin A, Lactobacillus, Bifidobacterium, baglama
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In this study, the ability of some Lactobacillus (Lb. acidophilus NCC 12, Lb. acidophilus NCC
36, Lb. acidophilus NCC 68 and Lb. rhamnosus) and Bifidobacterium (B. bifidum Bb 13 and B.
bifidum NCC 381) to bind aflatoxin M; (AFM,) and ochratoxin A (OTA) in phosphate-buffered saline
(PBS) and food model was investigated. The binding abilities of AFM; by viable test strains at 10°
and 10’ CFU ml™ in PBS were ranged from 10.22 to 26.25% and from 0 to 5.02%, respectively,
depending on contamination level and incubation period. While B. bifidum Bb 13 was the best binder,
the poorest removal was achieved by Lb. acidophilus NCC 68. The binding capacities of heat-killed
bacteria in PBS were found to range from 14.04 to 28.97%. The binding abilities of AFM; were found
to range from 7.85 to 25.94% and from 12.85 to 26.27% for viable and heat-killed bacteria in
reconstituted milk, respectively, within 4 h. No significant differences (p>0.05) in AFM; removal
ability of both viable and heat-killed bacteria were observed between PBS and reconstituted milk,
except for heat-killed Lb. acidophilus NCC 68 for 10 ng mI™. The toxin concentration had no effect
on the removal of AFM;, levels by both viable and heat-killed bacteria in reconstituted milk. When
washing the bacteria/AFM; complexes, 5.62-8.54% of AFM; was released back into the solution. In
contrary, binding process was irreversible in reconstituted milk.

The binding abilities of OTA by viable (10 CFU ml™) test strains were found to range from
4.43 10 20.71% and 15 to 23.40% for PBS and white wine, respectively. While Lb. rhamnosus was the
most efficient binder in PBS, Lb. acidophilus NCC 36 bound more OTA than other strains in white
wine. A significant decrease (p<0.05) was observed in the percentage of OTA removal by test strains
at 10° CFU ml™ in PBS when compared to activity at 102 CFU ml™. Heating of the bacterial strains
improved their ability to remove more OTA from PBS (9.60-25.17%) and white wine (15.24-
26.11%). The toxin concentration had no effect on the removal of OTA by viable and heat-killed
bacteria in white wine. While OTA bound strongly by Lb. acidophilus NCC 12, Lb. acidophilus NCC
36 and Lb. rhamnosus in white wine, OTA was released in the range of 1.91-7.06% of bound OTA by
other strains back into the white wine.

Keywords: aflatoxin My, ochratoxin A, Lactobacillus, Bifidobacterium, binding
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Doktora caligmam sirasinda beni yonlendiren, aragtirmamin diizenlenmesi ve
degerlendirilmesinde engin deneyimlerinden yararlandigim danigman hocam sayin
Yard. Dog. Dr. Isil VAR a ve katkilarindan dolay1 Tez izleme Komitesi Uyeleri Dog.
Dr. Zerrin ERGINKAYA ve Prof. Dr. Nafi COKSOYLER’e tesekkiirii bir borg
bilirim.

Doktora ¢aligmam siiresince sonsuz destek ve yardimlarini gérdiiglim, acisiyla
tatlistyla pek ¢ok seyi paylastigim dostlarim Gida Yiik. Miih. Ozgiir GOLGE ve Ars.
Gor. Adnan BOZDOGAN’a ve arkadaslarima minnettarligin ifade etmek isterim.

Aflatoksin M; standardini saglayan Hollanda Halk Saglig1 ve Cevre Arastirma
Enstitiisti'nden Prof. Dr. Hans P. Van Egmond’a ve tez calismami maddi olarak
destekleyen Cukurova Universitesi Arastirma Fonu’na tesekkiirlerimi sunarim.

Ve beni yetistiren, hayatim boyunca bana maddi ve manevi destek olan anne ve

babama ve sevgili kardesime sonsuz siikranlarimi sunarim.
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1. GIRIS

Gida maddelerinde mikotoksin varligr halk saglhigini ilgilendiren ve gelecek
nesillerin de sagligini tehdit eden 6nemli bir problemdir. Mikotoksinler, Aspergillus,
Penicillium, Fusarium ve Alternaria basta olmak {izere bazi patojenik ve bozulma
etmeni kiifler tarafindan iiretilen ikincil metabolizma triinleridir (EC Report, 1999).
Dogada 100’1in iizerinde kiif tarafindan iiretilen 400 kadar ikincil metabolitin toksik
aktiviteye sahip oldugu ve diinyada {iretilen tarim triinlerinin yaklasik dortte birinin
mikotoksinlerle kontamine oldugu one siiriilmektedir (McLean ve Dutton, 1995;
Galvano ve ark, 2001; Atroshi ve ark, 2002). Bunlar arasinda aflatoksin B; (AFB;),
aflatoksin M; (AFM,), okratoksin A (OTA), fumonisin B; (FB;), trikotesenler ve
patulin, saglik ve ekonomik agidan yarattigi sorunlar nedeniyle iizerinde en fazla
durulan mikotoksin tiirlerini olusturmaktadir (Van Egmond, 2004).

Aflatoksinler, Aspergillus flavus, A. parasiticus ve A. nomius tarafindan
tiretilmekte olup, dogada 18 farkli tiirevinin bulundugu belirtilmektedir (Jay, 1992;
Pittet, 1998). AFB;, mikotoksinler igerisinde insanlara karsi kanserojenik aktivite
gosterdigi Diinya Saglik Orgiitii-Uluslararas1 Kanser Arastirma Enstitiisii (WHO-
IARC) tarafindan kanitlanmis (1A grubu) tek mikotoksin olmasi bakimindan ayr1 bir
onem tasimaktadir. Bu konuda IARC tarafindan Asya ve Afrika’da yapilan
epidemiyolojik ¢aligmalar sonucunda AFB; ile kontamine olmus gida tliketimiyle
karaciger kanserine yakalanma riski arasinda pozitif bir iligki bulunmustur (Hussein
ve Brasel, 2001). AFB;, yer fistig1, Antep fistig1, findik gibi yagh kuru meyveler,
kirmizibiber basta olmak lizere ¢esitli baharatlarda, 6zellikle ikinci {iriin misir ve
incirde sorun yaratmaktadir.

AFB; ile kontamine olmus yemlerin siit veren hayvanlar tarafindan tiiketimiyle
metabolizma faaliyeti sonucunda AFM; olusmaktadir. AFB;’in hidroksillenmis
metaboliti olan AFM; “siit toksini” olarak da adlandirilmaktadir (Frobish ve ark,
1986; Galvano ve ark, 1996a). AFM;’in toksik ve kanserojenik potansiyelinin
AFB;’e yakin oldugu bildirilmektedir (Barbieri ve ark, 1994; Moss, 2002). Siit ve siit
iriinlerinin bebek ve gelisme cagindaki ¢ocuklarin temel besin kaynaklari1 arasinda

yer aldigi ve kanserojenik maddeleri biyotransformasyon mekanizmasinin
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yetigkinlere oranla yeterince gelismedigi diisiiniildiiglinde tehlikenin boyutlar
biiyiimektedir (Pierides ve ark., 2000).

Dogada sik¢a rastlanilan diger bir mikotoksin grubu olan OTA, ozellikle A.
ochraceus, A. carbonarius ve P. verrucosum tarafindan iiretilmektedir (FAO/WHO,
2001). Nefrotoksik bir ajan olan OTA’nin “Balkan Endemic Nephropathy” etmeni
oldugu, insanlarda 6ldiiriicti bobrek hastaliklarina ve iiriner bolgede ¢esitli tiimdrlere
neden oldugu ileri siiriilmektedir (Derberghes ve ark, 1995; Thuvander ve ark, 2001).
Bunun yani sira, deney hayvanlarina karsi genotoksik, teratojenik, hepatoksik ve
kanserojenik aktivite gosterdigi saptanmistir (Ng ve ark, 2004). OTA agisindan sorun
olan baglica iirlinler; kakao tohumu, kahve, kuru {iziim, incir, sarap ve misir, bugday
basta olmak tizere tahillardir. Kodeks Alimentarus Komisyonu OTA agisindan en
onemli iki kontaminant kaynaginin tahil ve sarap oldugunu bildirmistir (Serra ve
ark., 2003).

Mikotoksinlerle kontamine olmus gida ve yem maddelerinin insan ve hayvanlar
tarafindan tiiketimi s6z konusu saglik problemlerine ve dnemli ekonomik kayiplara
neden olmaktadir. Bu nedenle mikotoksinlerin saglik iizerine olumsuz etkilerini
Onlemeye yonelik calismalar son derece Onemli ve gerekli bir konuyu
olusturmaktadir.

Mikotoksinlerin saglik ve ekonomik yonden yarattigi sorunlar, arastiricilari
mikotoksin  olusumunun engellenmesi  ve/veya mikotoksinlerin  ortamdan
uzaklastirilmasina yonelik kontrol stratejilerine yoneltmistir. (Rustom, 1997; Yilmaz
ve Ozay, 2001). Mikotoksinlerin toksik etkisinin giderilmesinde en iyi yolun,
mikotoksin olusumunun engellenmesi oldugu diistiniilmektedir. Bu amagla; dayanikli
iriin ¢esidi kullanimi, iyi tarim tekniklerinin uygulanmasi, biyolojik ve kimyasal
ajanlarin kullanimi vb c¢esitli stratejiler onerilmesine karsin mikotoksin olusumu ¢ogu
zaman engellenememektedir. Diger yandan, mikotoksinlerin gida ve yem
maddelerinden uzaklastirilmas1 amaciyla cesitli detoksifikasyon yontemleri iizerinde
de calisilmaktadir. Mikotoksinlerle kontamine olmus gida ve yem maddelerinden
toksini uzaklastirmaya veya etkisiz hale getirmeye yonelik fiziksel (1s1l islem,
1sinlama vb) ve kimyasal (amonyum hidroksit, ozon, hidrojen peroksit, indirgeyici

ajan vb) yontemlerin insan saghigina ve gida kalitesine olumsuz etkide bulunmalari
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nedeniyle etkin bir yontem olarak kullanimlar1 kisitlanmaktadir (Samarajeewa ve
ark, 1990; Piva ve ark, 1995; Bata ve Lasztity, 1999). Mikotoksinlerin gida
maddelerinden uzaklastirilmas1 amaciyla kimyasal yoOntemlerin uygulanmasina
Avrupa Birligi tilkelerinde izin verilmemektedir (Galvano ve ark., 2001).
Flavobacterium aurantiacum basta olmak iizere ¢esitli mikroorganizmalarin
kullanildig1 biyolojik ydntemlerin ise gidanin renginde degisiklige neden olmasi, son
tiriinde toksik ve/veya mutajenik bir kalintiya neden olup olmadigi konusunda
siiphelerin olmas1 kullanimini sinirlandirmaktadir (Ozkaya, 2001).

Buradan yola ¢ikarak mikotoksinlerin toksik etkisinden kurtulmak amaciyla
etkin ve giivenilir alternatif yontemlerin arayisina gidilmistir. Bu amagla gelistirilen
stratejilerden  birisi  bagirsak  kosullarinda  mikotoksin  absorbsiyonunun
engellenmesidir. Bu amacla aktif karbon, bentonit, susuz sodyum kalsiyum
aluminosilikat, zeolit vb. ¢esitli adsorban maddelerin in vitro kosullarda ve in vivo
olarak bagirsak kosullarinda belirli oranlarda mikotoksin absorbsiyonunu engelledigi
bildirilmektedir. Buna karsin, bu maddelerin yalnizca hayvan yemlerine belirli
oranda kullanilabilmesi ve gida sanayinde kullaniminin s6z konusu olmamasi baska
alternatiflere yonelme ihtiyacin1 dogurmustur (Galvano ve ark., 2001). Bu proje
kapsaminda bagirsak kosullarinda dogal olarak bulunan bazi laktik asit bakterilerinin
bu amagla kullanilabilirligi arastirilmistir.

Baz1 probiyotik laktik asit bakterilerinin fosfat tamponu ortaminda AFB;’i
belirli oranlarda baglama yetenegi gosterdigi cesitli arastirmalar sonucunda ortaya
konmustur. Bu arastirmalar genellikle fosfat tamponu orataminda gerceklestirilmis
olup, gida matriksinde ve bagirsak kosullarinda nasil bir etki gosterecegi konusunda
yeterli bilgi bulunmamaktadir. Bununla birlikte, mikotoksinlerin laktik asit
bakterileri tarafindan baglanmasi konusunda yapilan c¢alismalar o6zellikle AFB;
tizerinde yogunlasmistir. Bu kapsamda AFM; ve OTA ile ilgili olarak ise sinirh
diizeyde veriye ulasilmistir.

Bu calismada, saglik iizerine olumsuz etkileri ve ekonomik ag¢idan yarattigi
sorunlar nedeniyle mikotoksinlerin, fonksiyonel gida iriinlerinin tretiminde
kullanilan bazi Lactobacillus ve Bifidobacterium suslariyla biyolojik olarak

ortamdan uzaklastirilmasinin miimkiin olup olmadiginin arastiritlmast amaglanmistir.
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Bu amagla, ¢alismada kullanilan test bakterilerinin in vitro ortamda (fosfat
tamponu ve gida modeli) dnemli mikotoksinlerden olan AFM; ve OTA’y1 baglama
yetenekleri arastirilmistir.

Aragtirma kapsaminda, canli ve 1sil isleme maruz birakilan bazi laktik asit
bakterilerinin AFM;’i fosfat tamponu ve rekonstitiie siit ortaminda, OTA’y1 fosfat
tamponu (PBS) ve beyaz sarapta baglama yeteneklerinin belirlenmesi amaglanmistir.
Proje kapsaminda ayrica, baglama yetenegi iizerine bakteri yogunlugunun, toksin
konsantrasyonunun, inkiibasyon siiresinin ve hiicre yiizeyinin hidrofobik yapisinin
etkisi arastirilmistir. Bunun yani sira, fosfat tamponu ve gida modeli i¢inde bakteri-
toksin kompleksinin stabilitesi belirlenerek, bakterinin tekrar fosfat tamponu/gida

modeline gegme egilimi incelenmistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Bu boliimde kiifler, iirettikleri mikotoksinler ve olusum kosullart hakkinda
genel bir bilgi verildikten sonra AFM; ve OTA iizerinde durulmus olup, bu
toksinlerin neden oldugu toksik ve kanserojenik etkiler, riskli gida maddeleri, olusum
kosullart ve gidalarda bulunmasina izin verilen miktarlar belirtilmistir. Bundan
sonraki asamada, mikotoksinlerin toksik ve kanserojenik etkilerinden korunmak
amaciyla gelistirilen stratejiler 6zetlenmis ve bu amagla laktik asit bakterilerinin
kullanilabilirligi iizerinde durulmustur. Son olarak gida endiistrisinde kullanilan
laktik asit bakterileri ve oOzellikleri hakkinda kisa bir bilgi verilerek laktik asit
bakterilerinin mikotoksinleri baglama yetenekleri konusunda yapilan caligmalar

Ozetlenmistir.

2.1. Kiifler Hakkinda Genel Bilgi

Kiifler, dogada hemen her yerde yayilmis olan, heteretrof, filamentli (uzantil)
ve ¢ok hiicreli funguslardir (Banwart, 1989). Kiiflerin siniflandirilmasinda temel
olarak eseyli sporlar ve bunlarla ilgili organeller dikkate alinmakta ve genel olarak,
Oomycota, Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota, Deuteromycota ve
Basidiomycota olmak iizere 6 Sinifa ayrilmaktadir (Deacon, 1997).

Kiifler gelisimleri icin temel olarak su, oksijen ve makro elementlere (karbon,
nitrojen, fosfor, potasyum) gereksinim duymaktadir (Onions ve ark, 1981). Kiifler
suda erimig halde bulunan besinleri diflizyon yoluyla saglarlar ve zengin enzim
sistemleri sayesinde ¢ok sayida besin maddesinden yararlanabilirler. Kiifler karbon
ve enerji kaynaklarini karsilamak amaciyla genellikle glikozdan yararlanirlar. Bunun
yani sira, sakaroz, nisasta ve maltoz gibi kompleks karbon bilesikleri de kiifler
tarafindan kullanilabilmektedir. Baz1 kiifler yag asitlerini, organik asitleri, gliseroli,
heksoz ve pentoz seker tirevlerini (lironik asit ve seker alkolleri) de
kullanilabilmektedir (Arda, 1997; Ozkaya ve ark, 1999).

Kiifler aerobik mikroorganizmalar olup, 0-60°C gibi oldukga genis sicaklik

araliginda gelisebilmelerine ragmen, genellikle mezofiliktirler ve optimum olarak 22-
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32°C’de gelisirler. Kiiflerin gelisebildikleri pH smirlar1 2-11 arasinda olmakla
birlikte optimum olarak 5-6 arasinda gelismektedirler (Doyle ve ark, 1997; Ozkaya
ve ark, 1999).

Kiifler gidalarda olusturduklar1 ¢esitli olumlu ve olumsuz degisikler nedeniyle
gerek saglik gerekse endiistriyel agidan 6nemli yer tutmaktadirlar. Kiiflerin birincil
metabolitleri olan enzimlerle protein, yag ve karbonhidratlar kiiclik molekiillere
pargalanirken, ortamda yeni bilesikler sentezlenmektedir. Ayrica endiistriyel
mikrobiyolojide sitrik asit, glukonik asit, itakonik asit vb. organik asitler, bazi
enzimler, pigment ve antibiyotik liretiminde de kiiflerden yararlanilmaktadir. Kiifler
tirettikleri ¢esitli biyoaktif metabolitlerinden dolay1 tip alaninda da 6nem tasiyan
mikroorganizmalardir. Kiiflerin gidalar iizerindeki olumsuz etkileri ise; renk
bozulmalari, acilik, istenmeyen kokularin olusumu gibi distan gozlenebilen
degismeler, besin elementleri kayb1 ve mikotoksin olusumu olarak gosterilebilir
(Topal ve ark, 1999).

Kiifler metabolik etkinlikleri sirasinda oldukc¢a fazla sayr ve cesitlilikte
metabolit iiretmektedirler. Bu metabolitler olusum miktarlarina gore birincil ve
ikincil metabolitler olmak {izere iki ayr1 grup altinda incelenebilmektedir. Kiifler
tarafindan tretilen birincil irlinler, organizmanin geligimi i¢in gereklidir. Bunlar
arasinda yag asitleri, steroller, proteinler ve aromatik aminoasitler yer almaktadir.
Diger yandan kiifler, diisiik molekiil agirligina sahip daha az miktarda gesitli ikincil
metabolizma trtinleri de olusturmaktadir (Heathcote ve Hibbert, 1978; Jay, 1992;
Moss, 1992; Deacon, 1997). Bu ikincil metabolizma {iriinlerinin, kiifiin normal
metabolik faaliyeti acisindan 6nemli bir etkisinin bulunmadigi bilinmektedir (Pitt,
2000).

Ikincil metabolitler kiifiin logaritmik gelisme fazininin sonunda iiretilmeye
baslamaktadir. Kiifler tarafindan iiretilen ikincil metabolitlerin biyosentezinde
polyketid, terponoid ve aminoasit sentezi olmak iizere baslica 3 biyosentez yolu
bulunmaktadir. Mikotoksijenik kiifler tarafindan sentezlenen mikotoksinlerin
polyketid yoluyla olustugu bildirilmistir (Jay, 1992). Kiifler tarafindan diretilen
ikincil metabolizma {irlinlerinin kimyasal yapilarini inceledigimizde, aromatik ve

heterosiklik yapi, alifatik yap1 ve nitrojen igeren yapr olmak iizere baglica 3 yapi
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goriilmektedir. Mikotoksinlerin ¢ogunun aromatik yapida oldugu, kii¢iik bir kisminin

da alifatik bilesiklerden olustugu bilinmektedir (Heathcote ve Hibbert, 1978).

2.2. Mikotoksinler

Mikotoksinler, bitki patojeni olarak bilinen Aspergillus, Penicillium, Fusarium,
Alternaria ve Claviceps spp.’nin toksijenik tiirleri basta olmak {izere baz1 patojenik
ve bozulma etmeni kiifler tarafindan iiretilen ikincil metabolizma iiriinleridir (EC
Report, 1999; Sweeney ve Dobson, 1999). Bu toksijenik kiifler, “tarla kiifleri” ve
“depo kiifleri” olmak tizere 2 gruba ayrilmaktadir. Fusarium, Claviceps ve
Alternaria cinsine ait kiifler bitki patojeni olarak bilinmekte olup, bitki yetisme
asamasinda veya hasat sirasinda {iriine kontamine oldugundan “tarla kiifleri” olarak
adlandirilmaktadir (EC Report, 1999). Bu kiifler 6zellikle dane neminin %20’nin
tizerinde bulundugu degerlerde dane ciiriikliigline ve toksin olusumuna neden
olmaktadir (Bankole ve Adebanjo, 2003). Aspergillus ve Penicillium cinsi kiifler ise
saprofitiktir ve Ozellikle hasat sonrasi depolama asamasinda %70-90 nispi nem
degerlerinde (tahil nemi %18) sorun yarattiklarindan “depo kiifleri” terimi ile
nitelendirilmektedir (EC Report, 1999). Bu ayirima karsin bazi istisnalar da
bulunmaktadir. Ornegin, Aspergillus flavus’un hem bitki yetisme asamasinda, hem
de depolama asamasinda uygun sicaklik ve nem kosullarinda iirtine kolonize
olabildigi ve toksin olusturdugu belirtilmektedir (Placinta ve ark, 1999).

Dogada 100’lin iizerinde kif tiirli tarafindan iiretilen 400 kadar ikincil
metabolitin toksik aktiviteye sahip oldugu belirtilmektedir (Mclean ve Dutton, 1995;
Wang ve Groopman, 1999). FAO (Food and Agricultural Organization) diinyada
iretilen tarim T{riinlerin yaklasik %25’inin mikotoksinlerle kontamine edildigini
rapor ederek konunun Onemini ortaya koymustur (Galvano ve ark, 2001). Halk
saglig1 ve ekonomik agidan yarattig1 sorunlar nedeniyle aflatoksinler, okratoksin A
(OTA), trikotesenler (deoksinivalenol, T-2 toksin), fumonisin B; (FB;), zearalenon
(ZEA) ve patulin iizerinde en fazla durulan mikotoksin tiirlerini olusturmaktadir
(Galvano ve ark, 2001; Van Egmond, 2004). Cizelge 2.1’de biyolojik ve ekonomik
yonden 6nemli olan bazi kiif tiirleri, iirettikleri mikotoksinler ve riskli gida maddeleri

gosterilmektedir.
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Cizelge 2.1. Baz1 Onemli Toksijenik Kiif Tiirleri, Urettikleri Mikotoksinler ve Riskli

Gida Maddeleri.

Kiif tiirleri Mikotoksin Riskli Gida Maddesi Kaynak
Aspergillus flavus, A. Aflatoksin Yagl kuru meyveler, hububat, EC Report, 1999
parasiticus, A. nomius kirmizi  biber ve  gesitli

baharatlar, incir, siit ve iiriinleri
A. carbonarius, A. OTA Misir, kakao tohumu, kahve, EC report, 1999
ochraceus, P. viridicatum kuru tizim, incir, izlim suyu ve

sarap
F. culmorum, F. DON Bugday, musir, arpa, ekmek FAO/WHO, 2001
graminearum, F.
sporotrichioides
F. sporotrichoides, F. poae, T-2 toksin Bugday, piring ve diger FAO/WHO, 2001
F. equisetti hububatlar, ekmek
F. moniliforme, F. Fumonisin Misir, piring, sorgum EC report, 2000
proliferatum
F. sporotrichoides, F. Zearalenon Misir, bugday, arpa, yulaf EFSA, 2004
graminearum, F. culmorum
P. citrinum, P. expansum,  Sitrinin Bugday, cavdar, piring, musir, Delage ve ark.,
P. verrucosum meyve sulari 2003
A. versicolor, A. rugolosis,  Sterigmatosistin Hububat, kahve EC Report, 1999
A. ruber
P. expansum, Byssochlamys Patulin Elma suyu, islem gormiis EC Report, 1999
fulva, B. nivea meyveler, meyve sulari

Mikotoksinlerin tiiketimi sonucu insan ve hayvan gibi yiiksek yapili canlilarda
goriilen toksik sendromlara “mikotoksikozis™ adi verilmektedir (EC Report, 1999).
Mikotoksinlerin insanlara gegis yolu iki sekilde olmaktadir. Dogrudan mikotoksin
iceren gidalarin tiikketimi sonucu insan ve hayvanlarda olusan mikotoksikozise
“birincil mikotoksikozis” adi verilmektedir. Hayvanlar tarafindan mikotoksinlerle
kontamine olmus yemlerin tiiketimi sonucu bu mikotoksinler ete, siite ve yumurta
gibi hayvansal {irlinlere gecebilmektedir. Hayvansal {irlinlerin tiiketimi sonucu
goriilen mikotoksikozis ise “ikincil mikotoksikozis” olarak ifade edilmektedir

(Ozkaya ve ark, 1999).



2. ONCEKI CALISMALAR Biilent KABAK

Mikotoksinlerle kontamine olmus gida ve yem maddelerinin insan ve hayvanlar
tarafindan tiiketilmesi sonucu akut, kronik, mutajenik ve teratojenik olmak {izere 4
cesit toksik etki goriilmektedir (Pitt, 2000). Mikotoksinlerin insan ve hayvanlara
kars1 toksik etkisi; alinan doza, toksine maruz kalma siiresine, toksin tiiriine, etki
mekanizmasina, cinsiyete, yasa, metabolizmaya ve savunma mekanizmasina baglh
olarak degisiklik gdstermektedir (Hussein ve Brasel, 2001; Galvano ve ark, 2001).
Diinya Saglik Orgiitii-Uluslararas1 Kanser Arastirma Enstitiisii (WHO-IARC) 1993
yilinda mikotoksinleri insanlara karst kanserojenik potansiyellerine gore
siniflandirmistir. Bu siniflandirmaya gore; AFB; “yeterli kanit elde edilmis insan
kanserojenleri” (1A grubu) grubunda yer alirken, AFM;, OTA ve FB; “muhtemel
kanserojenik mikotoksin” (2B grubu) olarak belirlenmistir. Diger yandan, trikotesen
ve ZEA’nun ise insanlara karsi kanserojenik aktivitesinin bulunmadigi (3. Grup)
belirtilmistir (Hussein ve Brasel, 2001). Baz1 6nemli mikotoksin tiirlerinin kimyasal

yapilar1 Sekil 2.1°de gosterilmistir.
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Sekil 2.1.Baz1 Onemli Mikotoksin Tiirlerinin Kimyasal Yapilar1 (Hussein ve Brasel,
2001; “Delage ve ark., 2003).
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2.2. 1. Aflatoksinler

Aflatoksinler A. flavus, A. parasiticus ve A. nomius’un toksijenik tiirleri
tarafindan iiretilen ikincil metobolizma firiinleridir. Bu ii¢ kif cinsi birbirine ¢ok
benzemekte olup, tanimlanmalarinda sinirli sayida karakteristik fark bulunmaktadir.
Dogada A. flavus ve A. parasiticus’a yaygin olarak rastlanmasina karsin A. nomius
seyrek olarak bulunmaktadir (Doyle ve ark, 1997; Pitt, 2000).

Aflatoksinler, toksik ve kanserojenik potansiyeli nedeniyle {izerinde en fazla
durulan mikotoksin grubunu olusturmaktadir. Aflatoksinlerin varligi ilk olarak
1960’11 yillarda Ingiltere’nin giiney dogu bélgesinde 100.000’den fazla hindi palaz1
ve on binlerce 6rdek ve siiliiniin 6liimii sonu yapilan arastirmalar sonucu ortaya
cikmistir. Hayvanlar tarafindan tiiketilen yer fistig1 kiispelerinde yogun miktarda A.
flavus ve bu kiif tarafindan iretilen toksin izole edilmistir. Bu nedenle bu toksine (A-
fla-toksin) ad1 verilmistir (Moss, 1992).

Ulkemizde aflatoksin sorunu ilk defa 1967 yilinda giindeme gelmis, Kanada’ya
ihrag edilen 10 ton i¢ findik aflatoksin igerdigi gerekcesi ile geri ¢evrilmistir. 1971
yilinda Amerika’ya ihra¢ edilen Antep fistiklarinda, 1972 yilinda Danimarka’ya
ihrag edilen kuru incirlerde oldukga yiiksek miktarda aflatoksin saptanmustir. Bu geri
donme olaylan iizerine Tiirkiye’de aflatoksin caligmalar1 baslamistir (Denizel ve
ark., 1976). Daha sonraki yillarda, 1987°de kuru incir ve 1994 yilinda kuru kirmizi
pul biber ihracatinda aflatoksin nedeniyle biiyiik sorunlar yasanmistir (Ozkaya ve
ark., 1999). Avrupa Birligine girme girisimlerinde bulundugumuz su giinlerde de,
cesitli ihrag¢ iiriinlerinde yiiksek oranda aflatoksin varligiyla ilgili uyarilar zaman
zaman giindemde yer almaktadir (RASFF, 2004; RASFF, 2005).

Aflatoksin olusumunu etkileyen faktorler arasinda; sicaklik, oksijen, karbon ve
nitrojen gibi cevre ve besin kaynagi etmenleri yer almakla birlikte en 6nemli iki
faktoriin iirlinlin nem igerigi ve sicaklik oldugu vurgulanmaktadir (Jay, 1992;
D’Mello ve Macdonald, 1997). Aflatoksin iiretiminin optimum olarak 25-30°C
arasinda olustugu saptanmistir (Doyle ve ark, 1997; D’Mello ve Macdonald, 1997).

Su aktivitesi acisindan ise aflatoksin iiretiminin optimum olarak 0.98-0.99

11
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degerlerinde gerceklestigi, su aktivitesi degerinin 0.85 civarina diistiigiinde ise toksin
tiretiminin durdugu belirtilmektedir (Doyle ve ark, 1997).

Aflatoksin agisindan risk olusturan baslica iriinler; yer fistigi, Antep fistigi,
findik, incir, kirmiz1 pul biber basta olmak lizere cesitli baharatlar, bugday ve
musirdir (Pittet, 1998; Doyle ve ark., 1997). Son yillarda arastirmalarin artmasiyla,
siit ve siit driinlerindeki aflatoksin varligi da Onem kazamistir (Pittet, 1998;
Nachtmann ve ark., 2007).

Aflatoksinler insan ve hayvanlara karsi akut ve kronik toksik aktivite
gostermektedir. Aflatoksinle kontamine olmus triinlerin tiiketimi sonucu insan ve
hayvanlarda akut karaciger hasari, karaciger sirozu, timdr olusumu ve teratojenik
(diisiik olusumu) etki goriilebilmektedir (Doyle ve ark, 1997; Pitt, 2000). insanlarda
aflatoksin kaynakli akut toksisite vakalarima nadiren rastlanmaktadir. Tarihte ilk
olarak 1967 yilinda Tayvan’da 200 pg kg™ konsantrasyonunda AFB; ile kontamine
olmus piring tiiketimi sonucu 26 kiside gida zehirlenmesi vakasi meydana gelmis ve
19 cocuktan 3’1 Olmistiir. 1974 yilinda ise Hindistan’da aflatoksinle kontamine
olmus iirlin tiiketimi sonucu 400 kisi hepatit hastaligindan etkilenmis ve bunlardan
100’1 dlmiistiir (Doyle ve ark, 1997).

Aflatoksinlerin insanlara karsi gosterdigi en Onemli kronik toksik aktivite
karaciger kanseri olarak gosterilmektedir. Insanlarda karaciger kanseri yogun olarak
orta Afrika ve Asya’nin giineydogu bolgelerinde goriilmektedir. Bu nedenle cesitli
Afrika iilkelerinde ve Tayland’da yapilan caligmalardan karaciger kanseri ile
aflatoksin tiiketimi arasinda korelasyon goriilmiistiir (Doyle ve ark, 1997; Pitt, 2000).
Diger yandan, Afrika’da yiliksek oranda karaciger kanseri vakasi goriilmesinde
hepatit B infeksiyonun da etkili oldugu, hepatit B ve aflatoksinin sinerjik etki
gosterebildigi one siirtilmektedir (Pitt, 2000; Moss, 2002). Amerika Birlesik
Devletlerinde (ABD) yapilan c¢alismalarda ise karaciger kanseri ile aflatoksin
tiikketimi arasinda herhangi bir iliski tespit edilememistir (Pitt, 2000).

Aflatoksinler difuranokumarin yapisinda bilesikler olup dogada 18 farkli
tirevinin bulundugu belirtilmektedir (Jay, 1992). Bunlar arasinda dogada en sik
rastlanilanlar1 AFB, AFB,, AFG; ve AFG,’dir. “B” ve “G” harfleri metabolitlerin

ince tabaka kromatografisi plakalarinda UV 15181 altinda verdikleri mavi (blue) ve

12



2. ONCEKI CALISMALAR Biilent KABAK

yesil (green) floresans renklerini géstermektedir. AFB; ve AFB; ile kontamine olmus
yemlerin tiiketimiyle siit veren hayvanlarda metabolizma faaliyeti sonucu
hidroksillenmis metabolitleri olan ve baglangic metabolitine gore daha diisiik
toksisitesi olan “AFM;” ve “AFM;” olusmaktadir (Pitt, 2000). Aflatoksinlerin toksik
derecesi bakimindan bir siralama yapildiginda; toksisite AFB;’den baslayarak AFM;,
AFG;, AFB,, AFM; ve AFG,’ye dogru azalma gostermektedir (Jay, 1992; McLean
ve Dutton, 1995).

2.2.1.1. Aflatoksin B,

Aflatoksinler igerisinde AFB; (Ci7H1206) grubun en toksik ve kanserojenik
potansiyele sahip olanidir. Gida maddesi yoluyla alinan AFB;’in orijinal formda
toksik aktivite gostermedigi, muhtemelen karacigere tasinim sonrasinda cesitli
enzimler vasitasiyla biyotransformasyona ugrayarak kanserojenik ve mutajenik bir
ozellik kazandigr belirtilmektedir (Moss, 2002). AFB;’in karacigerde mikrozomal-
oksidaz enzim sistemi ile metabolize edildigi, DNA ve proteinlere kovalent baglarla
baglanarak asir1 reaktif 8-9 epoksid AFB; molekiilii olustugu ileri siiriilmektedir
(Vidyasagar ve ark, 1997; Ozkaya ve ark, 1999; Moss, 2002). Bu epoksid formun
DNA ile birleserek AFB3-N7-Guanine kompleksini olusturdugu ve bu olusumun
karaciger kanserine yakalanma riskini 2-3 kat artirdig1 belirtilmektedir (Pitt, 2000).
Diger yandan, epoksid-AFB;’in ileri asamada asir1 reaktif dihidroksi AFB;i’e
dontistiigli ve bu metabolitin de akut toksik etki gosterdigi bildirilmistir (Sekil 2.2).

13
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Sekil 2.2.AFB;’in Metabolize Edilmesi Sonucu Akut Toksik ve Kanserojenik
Aktivite Gostermesi (Moss, 2002).

2.2.1.2. Aflatoksin My

AFMi, AFB;’in  hepatik  mikrozomal sitokrom P450 tarafindan
biyotransformasyonu sonucu olusan hidroksillenmis metaboliti olup, siit toksini
olarak da adlandirilmaktadir. Siit ve siit driinlerine AFM; kontaminasyonu,

hayvanlarin AFB; i¢eren yem tiikketmeleri sonucu meydana gelmektedir (Rastogi ve

14



2. ONCEKI CALISMALAR Biilent KABAK

ark, 2003). AFB;’in siit veren hayvanlarda metabolizma faaliyeti sonucu AFM;’e
doniisme orani ile ilgili olarak literatlirde farkli bilgiler bulunmaktadir. Bu oran,
hayvandan hayvana ve laktasyon peryoduna bagli olarak degismekle birlikte,
tiketilen AFB;’li yemin 12-24 saat igerisinde siitte %1-3 oraninda AFMj’e
dontistiigi belirtilmektedir. (Barbieri ve ark, 1994).

AFM7’in toksik ve kanserojenik potansiyelinin AFBi’e yakin oldugu
vurgulanmaktadir (Barbieri ve ark, 1994; Moss, 2002). Bu konuda ordeklerde
yapilan bir ¢calismada AFB; ve AFM; icin LDsg degerleri sirasiyla 0.24 ve 0.32 mg
kg™ olarak bulunmustur (Galvano ve ark, 1996a).

Insan beslenmesinde 6nemli bir yeri olan siit ve siit Uriinlerinin AFM; ile
kontamine olmasi 6nemli bir saglik riski olusturmaktadir. Siitiin yeni dogmus ve
gelisme c¢agindaki cocuklar gibi zayif immunolojik sisteme sahip olan kisiler
tarafindan yogun miktarda tiiketildigi goz Oniine alindiginda tehlikenin boyutlari
biiyiimektedir (Neal ve ark, 1998, Pierides ve ark., 2000). Ayrica, kabul edilebilir
siir degerler lizerinde AFM; ile kontamine olmus siitlin, peynir ve yogurt gibi bagka
tiriinlere islenmesi de yasal agidan yasak oldugundan 6nemli ekonomik kayiplara
neden olmaktadir (Pierides ve ark, 2000).

AFM; riskini minimuma indirmek amaciyla pek cok iilkede siit ve siit
tiriinlerinde bulunabilecek maksimum AFM; miktar1 yasalarla belirlenmistir. Bu
yasal limitler, {ilkelerin gelismislik diizeyine ve ekonomik durumlarina bagl olarak
farklilik gostermektedir (Galvano ve ark, 1996a, Rastogi ve ark, 2003). Diger
yandan, pek ¢ok az gelismis ililkede AFM; ile ilgili olarak yasal bir limitin
bulunmadigi bilinmektedir (Rastogi ve ark, 2003). Avrupa Birligi ¢ig siit ve
teknolojik islem uygulanmus siit Girlinlerinde bulunabilecek maksimum AFM; limitini
0.05 ng kg™ olarak belirlemistir. ABD Gida ve ilag Dairesi (FDA) ise maksimum
AFM; limitini 0.5 ug kg™ olarak bildirmistir (Pierides ve ark, 2000). Bu kurumlar
ayrica, kontamine olmus lriinle iyi kalitede iiriiniin karigtirllarak AFM; miktarinin
kabul edilebilir sinir degerlerin altina diistirilmesini de yasaklamistir (Pierides ve
ark, 2000). Ulkemizde siit ve siit {iriinlerinde bulunabilecek AFM; miktarini gosteren
limitler ise Tiirk Gida Kodeksi’nde belirlenmistir. Buna gore, siitlerde bulunabilecek

maksimum AFM; miktar1 Avrupa Birligi limitleriyle paralellik gosterirken (0.05 pg
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kg™), peynirlerde bulunabilecek maksimum AFM; miktar1 0.25 pg kg™, bebek
mamalarinda ise 0.02 ng kg'1 olarak bildirilmistir (Tiirk Gida Kodeksi Teblig, 2002).
Anne siitii ve bebek mamalari, yeni dogmus ve gelismekte olan bebeklerin temel ve
tek besin kaynagidir. Kanserojenik maddelerin biyotransformasyon mekanizmasi
bebeklerde yetiskinlere gore yeterince gelismediginden, AFM;’e kars1 daha hassas
olmalarina neden olmaktadir. Bu nedenle de bebek mamalart i¢in belirlenen sinir
degerler, siit icin belirlenen degerlere gore daha diisiik seviyede tutulmustur.

Siit ve siit Uriinlerinde AFM; varlig: ile ilgili olarak diinyada ve {ilkemizde
yapilmis ¢esitli calisma sonuglari, {iriin baz alinarak Cizelge 2.2°de Ozetlenmistir.
Siitlerde bulunan AFM; varliginin ve miktarinin sezona, cografi kosullara ve iilke
kosullarma bagli olarak farklilik gosterebildigi belirtilmektedir (Galvano ve ark,
1996a; Galvano ve ark, 1998). Genellikle yaz aylarinda, hayvanlarin merada
otlanmadig1r kis aylarina gore, siitlerde AFM; seviyesinin daha diisiik oldugu
bildirilmektedir (Galvano ve ark, 1996a). Buna karsin Ozkaya ve ark. (2003), yaz ve
kis aylarinda toplanan siit 6rneklerinde AFM; miktarinin istatistiksel a¢idan farklilik
gostermedigini belirtmistir. Bolgesel farkliligin 6nemini ortaya koymak amaciyla
Italya’da yapilan bir calismada, iilkenin giineyinden toplanan siit érneklerinde, orta
ve kuzey bolgelerden toplanan siit 6rneklerine gore daha diisiik oranda AFM; tespit
edilmistir (Galvano ve ark, 1996a).

AFM;’in stabilitesinin 1s1l islemlerden etkilenip etkilenmedigi ile ilgili olarak
literatiirde  ¢eliskili bilgiler bulunmaktadir. Bazi arastirmacilar AFM;j’in
stabilitesinin, pastorizasyon ve sterilizasyon gibi endiistriyel uygulamalardan
etkilendigini bildirmislerdir (Barbieri ve ark, 1994). Buna karsin, Bostan ve ark.
(2003) 21 pastorize siit ve 46 sterilize siit (UHT teknigi) olmak iizere 67 igme siitii
orneginde AFM; varligim1 arastirdiklar1 ¢alismada, enyzme-linked immunosorbent
assay (ELISA) yontemi kullanilarak analiz edilen 6rneklerin 16’sinda (oransal olarak
%23.9) AFM; miktar1 0.05 pg I degerinin iizerinde bulunmustur. Arastirmacilar
pastorize ve sterilize siit 6rneklerinde AFM; varlig1 ve miktar1 agisindan 6nemli bir
farklilik gézlememislerdir. Benzer sekilde, Lopez ve ark. (2001) AFM;’in 1s1l isleme
kars1 stabil bir yap1 gostermesi nedeniyle, pastdrizasyon isleminden etkilenmedigini

vurgulamiglardir.
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Cizelge 2.2.Siit ve Siit Uriinlerinde Saptanan AFM; Miktarlari.

Ornek Ulke Omek Pozitif Miktar (ng Yoéntem Kaynak
sayist  ornek  kg™)
. sayl1s1
Stit Italya 161 125 <1235 HPLC Galvano ve ark. (1998)
Cig siit Tiirkiye 90 79 1.2-1236 TLC Bakirc1 (2001)
Cig st Yunanistan 107 71 5->50 HPLC Roussi ve ark. (2002)
Cig siit Tiirkiye 48 35 12-817 HPLC Akdemir and Altintag (2003)
Cig siit Avrjantin 56 6 10-30 ELISA  Lopez ve ark. (2003)
Cig siit Tiirkiye 543 203  10->250 HPLC  Ozkaya ve ark. (2003)
Cig st Tirkiye 104 8 <10-<50 HPLC Coksoyler ve ark. (2003)
Cig siit Yunanistan 54 27 5-18.2 ELISA  Kaniou-Grigoriadou ve ark.
(2004)
Cig siit Portekiz 31 25 5->51 HPLC Martins ve Martins (2004)
Cig siit fran 111 85 15-280 TLC Kamkar (2005)
Siit Hindistan 12 4 28-164  ELISA  Rastogi ve ark. (2003)
Siit Tiirkiye 27 16 <1-50.5 HPLC Giirbay ve ark. (2006)
Siit Brezilya 36 25 11-161 HPLC Oliveira ve Ferraz (2007)
Pastorize siit ~ Yunanistan 136 113 5-50 HPLC Roussi ve ark. (2002)
Pastorize siit  Iran 624 624 <45-80 ELISA  Alborzi ve ark. (2006)
UHT siit Italya 159 136 <1-1085 HPLC  Galvano ve ark. (1998)
UHT siit Yunanistan 17 14 5-50 HPLC Roussi ve ark. (2002)
UHT siit Portekiz 70 60 5->51 HPLC Martins ve Martins (2004)
UHT siit Tirkiye 20 20 10-80 ELISA  Var ve Kabak (2005)
UHT siit Tiirkiye 129 75  <10-543 ELISA  Unusan (2006)
Siit tozu Italya 97 81 <1-101.3 HPLC Galvano ve ark. (1998)
Yogurt Italya 114 91 <1-496.5 HPLC Galvano ve ark. (1998)
Yogurt Italya 120 73 <1-321 HPLC Galvano ve ark. (1998)
Yogurt Kore 60 50 3-172 ELISA  Kim ve ark. (2000)
Yogurt Portekiz 48 2 43-45 HPLC Martins ve Martins (2004)
Peynir Italya 200 18 35-190 HPLC Barbieri ve ark. (1994)
Peynir Tiirkiye 400 327 <50->800 ELISA  Sarimehmetoglu ve ark(2003)
Kasar peyniri  Tiirkiye 53 47 1->250 ELISA  Aygicek ve ark. (2004)
Tereyagi Tiirkiye 27 25 1-100 ELISA  Aygicek ve ark. (2004)

ND: Tespit edilemedi

TLC: Ince Tabaka Kromatografisi

HPLC: Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi
ELISA: Enyzme-linked immunosorbent asssay
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Bebek mamalarinda da AFM; varligi konusunda bazi arastirmalar yapilmistir.
Kim ve ark. (2000) Kore’de piyasadan topladiklari 26 bebek mamasi 6rneginin
22’sinde 3-93 ng kg’ arasinda degisen oranlarda AFM; bulmuslardir. Benzer
sekilde, Rastogi ve ark. (2003) tarafindan Hindistan’da yapilan bir arastirmada 18
bebek mamasi érneginin 17°sinde 143-770 ng kg™ arasinda degisen oranlarda AFM;
bulunmustur. Diger yandan Srivastava ve ark. (2001) Kuveyt’de inceledikleri 17

bebek mamasi 6rneginin hi¢ birinde AFM;’e rastlamamuglardir.

2.2.2. Okratoksin A

Aspergillus ve Penicillium cinsi kiifler tarafindan {iretilen mikotoksinler
igerisinde OTA, nefrotoksik ve kanserojenik aktiviteye sahip olmasi nedeniyle biiyiik
onem tasimaktadir (Pittet, 1998, FAO/WHO, 2001). OTA metaboliti ilk olarak
Giliney Afrika bolgesinde, A. ochraceus kiifiinden izole edilmistir (Moss, 1992;
Harris ve Mantle, 2001). Bu konuda yapilan ¢esitli arastirmalar sonucunda A.
carbonarius ve P. verrucosum kiiflerinin de OTA’y1 sentezleme yeteneginde
oldugunu gostermistir (Taniwaki ve ark, 2003).

OTA’nin Bulgaristan, Yunanistan ve Romanya gibi baz1 Balkan iilkelerinde
“Balkan Endemic Nephropathy” olarak adlandirilan 6ldiiriicii bobrek hastaliklarina
ve Uriner bolgede cesitli tiimorlere neden oldugu bildirilmektedir (FAO/WHO,
2001). Bunun yami sira OTA’nin teratojenik, bagisiklik sistemini baskilayict ve
kanserojenik aktivite gosterdigi de belirlenmis (Jornet ve ark, 2000; Mantle, 2002;
Serra ve ark, 2003) ve Uluslararast Kanser Arastirma Enstitiisii (IARC) tarafindan
1993 yilinda “muhtemel kanserojenik madde (2B grubu)’ grubunda
siniflandirilmistir (IARC, 1993).

Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) Gida Katkilar1 Uzman Komitesi ve Diinya Saglik
Orgiitii (WHO), tolere edilebilir OTA miktarini 0.1 pg kg™ viicut agirligi/hafta ve 14
ng viicut agirhigi/giin olarak belirlemislerdir (FAO/WHO, 2001). Avrupa Birligi Gida
Bilimsel Komitesi (The Scientific Committee on Food of the European Union) ise,

maksimum giinliik kabul edilebilir OTA miktarim 5 ng kg™ viicut agirhg olarak
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bildirmislerdir (EC Report, 1998). Diger yandan OTA’nin kanserojenite
mekanizmasi tam olarak agikliga kavusmadigi i¢in OTA’nin kabul edilebilir limitleri
hala tartisilmaktadir (Zepnik ve ark, 2003). Avrupa’da saraplarda bulunabilecek
maksimum OTA miktar1 2 ng ml™? olarak belirlenmistir (Commission Regulation,
2006). Ulkemizde ise sarap ve bezeri igeceklerde OTA varligi ile ilgili olarak yasal
limit bulunmamaktadir (Var ve Kabak, 2007).

Tropikal ve sicak bolgelerde OTA ozellikle Aspergillus tiirleri tarafindan
tiretilirken (A. ochraceus, A. carbonarius) (Codex Alimentarus Commission, 2002),
iliman ve soguk bolgelerde ise daha ¢ok Penicillium tiirleri, 6zellikle de P.
viridicatum ve P. verrucosum sorun yaratmaktadir (Lund ve Frisvad, 2003). Diger
mikotoksijenik kiiflerde oldugu gibi okratoksijenik kiif gelisimi ve OTA olusumu,
irlinlin gelisimi, hasat, kurutma ve depolama asamalarindaki nem ve sicaklik
kosullarina bagli olarak ger¢eklesmektedir (Soufleros ve ark, 2003).

Arpa, bugday, misir ve yulaf gibi tahil {irtinleri, kahve, kakao ¢ekirdekleri ve
baharatlar OTA acisindan riskli gida maddeleri olarak goriilmektedir (Lund ve
Frisvad, 2003). Diger yandan, iiziim, kuru {iziim ve saraplarda OTA varlig1 iilkemizin
de i¢inde bulundugu {iziim yetistiriciliginin yaygin oldugu iilkelerde 6nemli bir sorun
haline gelmistir (Eltem ve ark., 2003). Uziimler, hasat 6ncesi, hasat sirasinda veya
tizimlerin islenmesi asamasinda ¢esitli kiif tirleri tarafindan kontamine
olabilmektedir. Uziimlerin &zellikle Botrytis, Penicillium, Aspergillus, Mucor,
Rhizopus, Cladosporium, Alternaria, Uncinula ve Plasmopara cinsi kiifler tarafindan
saldirtya ugradig belirtilmektedir (Magnoli ve ark, 2003). Uziimlerin fungal kokenli
bozulmalarinda daha ¢ok Botrytis cinerea rol oynamasina karsin, A. carbonarius,
liztimlerde ve dolayisiyla saraplarda OTA olusumuna neden olan en 6nemli kiif
tiriidiir (Cabanes ve ark, 2002; Delage ve ark, 2003; Magnoli ve ark, 2003). Sarap
tiretiminde kiiflenmis iiziimlerin kullanilmasi, kiif ile kontamine olmus ekipmanlarin
sarapla temas etmesi veya iyi liretim tekniklerine uyulmamasi sonucu saraplarda
OTA kontaminasyonu séz konusu olabilmektedir (Zimmerli ve Dick, 1996).
OTA’nin alkol fermantasyonundan énce meydana geldigi, sarap yapimi ve depolama
asamalarindan etkilenmedigi belirtilmektedir (Markaki ve ark, 2001; Delage ve ark,
2003).
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Saraplarda OTA varlig1 ilk olarak Zimmerli ve Dick (1996) tarafindan yapilan
arastirmalar sonucunda ortaya konmustur. OTA’nin {iziimlerde ve saraplarda
bulunmas: ile ilgili olarak elde edilen veriler genelde Almanya, Fransa, Iskandinav
ve Balkan Ulkeleri kaynaklhidir (Magnoli ve ark, 2003). Kodeks Alimentarus
Komisyonu, sarabin tahillardan sonra OTA acisindan en riskli gida kaynagi oldugunu
ve gida yoluyla alman OTA’nin %]15’inin sarap tiiketiminden kaynaklandigini

bildirmistir (Magnoli ve ark., 2003; Lo Curto ve ark, 2004). Cizelge 2.3’de cesitli

ilkelerde saraplarda HPLC yontemiyle saptanan OTA miktarlar1 6zetlenmistir.

Cizelge 2.3. Ulkemizde ve Cesitli Ulkelerde Saraplarda Saptanan OTA Miktarlari.

Ornek OTAbulunan  Miktar (ug 1Y) Ulke Kaynak
sayisl ornek sayisi
118 82 <0.003-0.388 Isvicre Zimmerli ve Dick (1996)
144 60 <0.01-7.00  Almanya Majerus ve Otteneder (1996)
55 48 0.01-7.63 Italya Visconti ve ark. (1999)
420 48 <0.01-3.31  Diinya Otteneder ve Majerus (2000)
30 30 0.028-3.24 Fas Filali ve ark. (2001)
111 20 <0.001-3.856 Italya Pietri ve ark. (2001)
31 31 <0.002-3.40  Akdeniz Ulkeleri Markaki ve ark. (2001).
40 20 0.056-0.316  Ispanya Lopez de Cerain ve ark (2002)
268 100 <0.05-1.75  Yunanistan Stefanaki ve ark. (2003)
35 22 <0.02-3.20  Yunanistan Soufleros ve ark. (2003)
116 45 <0.01-0.76  Ispanya Blesa ve ark. (2004)
240 43 0.05-3.19 Ispanya Belli ve ark. (2004)
340 69 <0.5-2.1 Portekiz Ratola ve ark. (2004)
25 6 0.028-0.042  Brezilya Rosa ve ark. (2004)
42 10 0.028-0.070  Giiney Amerika  Rosa ve ark. (2004)
79 15 <4-393 Kanada Ng ve ark. (2004)
87 0 ND Macaristan Berente ve ark. (2005)
59 0 ND Macaristan Brera ve ark. (2005)
208 175 0.01-4.0 Italya Brera ve ark. (2005)
47 47 0.03-1.92 Tiirkiye Anli ve ark. (2005)
95 82 0.004-0.815 Tiirkiye Var ve Kabak (2007)

ND : Tespit edilemedi
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Saraplarda OTA ile ilgili yapilan tarama caligmalarinda, OTA’nin kirmizi
saraplarda daha fazla siklikla ve daha yiiksek konsantrasyonda bulundugu, bunu
sirastyla pembe ve beyaz saraplarin izledigi belirtilmektedir (Battilani ve Pietri,
2002; Delage ve ark, 2003; Soufleros ve ark, 2003; Lo Curto ve ark, 2004). Zimmerli
ve Dick (1996) yaptiklar1 calisma sonucunda, beyaz saraplarda ortalama 0.011
ngml™, kirmizi saraplarda ise ortalama 0.079 ng ml™ miktarinda OTA tespit
etmislerdir. Benzer sekilde Lo Curto ve ark. (2004), italya’da 23 beyaz ve kirmizi
sarap Ornegini yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) cihaz1 ile analiz
etmeleri sonucunda, OTA’nin kirmizi1 saraplarda beyaz saraplara oranla daha yiiksek
konsantrasyonda ve daha fazla siklikla bulundugunu belirlemislerdir. Son olarak Var
ve Kabak (2007), 34 beyaz, 9 pembe ve 51 kirmizi sarap orneklerinde OTA varligi
ve miktarlarin1 HPLC yo6ntemiyle inceledikleri ¢alismada, beyaz, pembe ve kirmizi
saraplarda sirasiyla ortalama 0.108, 0.052 ve 0.110 ng ml™ OTA tespit etmislerdir.

Uziimlerde ve dolayisiyla saraplarda OTA varligi ve miktar1 sicaklik, yagmur
ve nispi nem gibi iklim faktorlerine (Battilani ve Pietri, 2002; Delage ve ark, 2003),
lizimiin olgunluguna ve kalitesine, lizim tirtillarinin varligina, sarabin iretildigi
bolgeye, sarabin rengine, sarap yapim teknigi ve depolama kosullarina gore
degisiklik gostermektedir (Battilani ve Pietri, 2002; Leitner ve ark, 2002; Lo Curto
ve ark, 2004). Avrupa’nin giineyinde ve kuzey Afrika’da iretilen {izim suyu ve
saraplarda siklikla ve nispeten yiiksek konsantrasyonlarda OTA’nin tespit edildigi
bildirilmistir (Leitner ve ark, 2002). Ulkemizde ise, Marmara ve Ege Bolgesi
lizimlerinden iiretilen saraplarin Orta Anadolu ve Dogu Anadolu Boélgesi menseili
lizimlerden yapilan saraplara oranla daha fazla siklikla ve daha yiiksek

konsantrasyonda OTA igerdikleri bildirilmistir (Var ve Kabak, 2007).

2.3. Mikotoksin Kontrol Stratejileri

Mikotoksinlerin toksik ve kanserojenik etki gostermeleri nedeniyle, mikotoksin
iceren gida ve yem maddelerinin tiiketimi sonucu insan ve hayvanlarda 6nemli saglik

sorunlari goriiliirken, ekonomik kayiplara da neden oldugu bildirilmektedir.
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Mikotoksinlerin gerek saglik, gerekse ekonomik yonden yarattigi sorunlar
aragtiricilart  mikotoksin  olusumunun engellenmesi ve/veya mikotoksinlerin
ortamdan uzaklastirilmasima yonelik kontrol stratejilerine yoOneltmistir (Rustom,
1997; Dorner ve ark., 1999; Yilmaz ve Ozay, 2001). Gida ve yem maddelerinde,
mikotoksin olusumunun ve saglik iizerine olumsuz etkisinin 6nlenmesi i¢in 3 yontem
tizerinde durulmaktadir (Bata ve Lasztity, 1999):

1. Mikotoksin olusumunun engellenmesi
2. Gida ve yem maddelerinde mikotoksinlerin detoksifikasyonu

3. Sindirim sisteminde mikotoksin absorbsiyonunun engellenmesi.

2.3.1. Mikotoksin Olusumunun Engellenmesi

Mikotoksin kontaminasyonu hasat Oncesi, hasat sirasinda veya depolama-
isleme agsamasinda meydana geldiginden dolay1 mikotoksin olusumunu engellemeye
yonelik stratejiler; “hasat oncesi uygulamalar”, “hasat sirasindaki uygulamalar” ve
“hasat sonrasi uygulamalar” olmak iizere 3 baslik altinda toplanmaktadir (Moss,
1992).

Hasat éncesi uygulamalar: Mikotoksin olusumunu engellemeye yonelik olarak
uygulanacak hasat 6ncesi uygulamalar iirliniin cinsine gore spesifiklik tagimaktadir.
Bu kontrol stratejileri arasinda; ekimin zamaninda yapilmasi, dayanikli varyetelerin
sec¢imi, iirlin rotasyonu, topragin siiriilmesi, sulama ve giibrelemeyi igeren iyi tarim
tekniklerinin kullanilmas1 ve biyolojik ve kimyasal ajanlarin kullanimi yer
almaktadir (Mishra ve Das, 2003).

Hasat sirasindaki uygulamalar: Hasadin optimum olgunlukta ve zamaninda
yapilmasi ve hasat sirasinda iirline zarar verilmemesi mikotoksin olusumunu
engellemede 6nemli faktorlerden birini olusturmaktadir (Moss, 1992).

Hasat sonrast uygulamalar: Uriiniin hizlica kurutulmasi, depolama kosullarinin
tyilestirilmesi (farkli nem igeriklerine sahip olan {irlinlerin bir arada depolanmamasi,
depo icerisinde modifiye atmosfer kullanimi vb.), dogal ve kimyasal ajanlarin

kullanim1 ve bazi iriinlerde 1smlama, mikotoksin kontaminasyonunu engellemek
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amaciyla hasat sonrasi uygulanabilecek yontemler arasinda yer almaktadir (Moss,

1992).

2.3.2. Mikotoksinlerin Detoksifikasyonu

Mikotoksin olusumunun engellenmesine yonelik olarak c¢esitli stratejiler
bulunmasina karsin, ¢ogu zaman gida maddesinin mikotoksinlerle kontaminasyonu
hasat Oncesinde, hasat sirasinda veya hasat sonrasi depolama asamasinda
engellenememektedir (Bata ve Lasztity, 1999). Bu nedenle mikotoksinlerin toksik ve
kanserojenik etkisinden kurtulmak amaciyla cesitli detoksifikasyon yontemleri
gelistirilmistir (Samarajeewa ve ark, 1990). Diinya Gida ve Tarim Orgiitii (FAO)
mikotoksinlerin gida ve yem maddelerinden uzaklastirilmasi amaciyla kullanilacak
yontemin bazi kriterlere sahip olmasi1 gerektigini bildirmistir. Bunlar;

I. Toksin olusumunu engelleyebilmeli, toksine zarar verebilmeli ya da inaktive
edebilmeli veya ortamdan uzaklastirabilmeli,

II. Son iiriinde toksik ve/veya kanserojenik/mutajenik bir kalint1 birakmamali,

III. Gida ve yem maddesinin teknolojik ve/veya besinsel ozelliklerinde dnemli
bir degisiklige neden olmamali,

I'V. Kiif sporlarin1 ve miselyum gelisimini engelleyebilmeli,

V. Teknolojik ve ekonomik yonden uygulanabilir olmalidir (Piva ve ark.,
1995).

Mikotoksinlerin ortamdan uzaklastirilmast amaciyla uygulanacak yontemler
arasinda; sinuflandirma, yikama, boyut kiiciiltme vb. fiziksel ayirim metotlar1 ve
solventlerle ekstraksiyon yer almaktadir. Hasat sirasinda veya depolama asamasinda
hasar goren tanelerin ayirimi, yabanct maddelerin uzaklastirilmasi, sekil ve renk
farklilig1 olan ve belirgin kiif iiremesi goriilen tanelerin ortamdan uzaklastirilmasinin
mikotoksin kontaminasyonu riskini diisiirecegi bildirilmektedir (Yilmaz ve Ozay,
2001). Bu yontemlerin basarist iriiniin 6zelligine gore degisim gosterebilmektedir
(Rustom, 1997).
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Yer fistigi, misir, pamuk tohumu, incir gibi bazi iriinlerde A. flavus grubu
kiiflerin gelismesi sonucu lirettii metabolit nedeniyle, UV 15181 altinda iiriinde parlak
yesil-sar1 bir floresans meydana gelmektedir (Scott, 1998; Doyle ve ark, 1997). Bu
floresansla, tiriiniin aflatoksin igerigi arasinda siki bir iliski bulunmus ve floresansh
tanelerin ayirimu ile aflatoksinlerin ortamdan uzaklastirilmasi saglanmustir.
Ulkemizde bu ydntem kuru incir ihracatindaki dar bogazin asilmasinda etkili
olmustur (Coksdyler, 1994; Ozkaya ve ark, 1999). Diger yandan, UV 15181 altinda
aflatoksinlerin yani sira A. flavus grubu kiiflerin olusturdugu kojik asidin de parlak
yesilimsi bir floresansa neden oldugu bildirilmistir (Scott, 1998).

Mikotoksinlerin detoksifikasyonu amaciyla uygulanan yontemler fiziksel,
kimyasal ve biyolojik yontemler olmak iizere 3 grup altinda toplanabilmektedir.

Fiziksel yontemler: Mikotoksinlerin detoksifikasyonu amaciyla Onerilen
fiziksel yontemler 1s1l islem uygulamasi, 1isinlama ve adsorpsiyondur (Samarajeewa
ve ark., 1990).

Kimyasal yontemler: Asit ve baz kullanimi, hidrojen peroksit ve ozon gibi
okside edici ajan kullanimi, indirgeyici ve klorlastirict ajan kullanimi, tuz kullanimi
ve formaldehit uygulamasi mikotoksin detoksifikasyonu amaciyla iizerinde ¢alisilan
alternatif yontemlerdendir. Diger yandan, gida maddelerinin kimyasal maddelerle
detoksifikasyonuna Avrupa Birligi’nde yasal olarak izin verilmemektedir (Piva ve
ark., 1995).

Biyolojik ydntemler: Bu amagla cesitli bakteri (Flavobacterium, Bacillus,
Pseudomonas, laktik asit bakterileri), maya (Candida spp., Saccharomyces
cerevisiae) ve kiif suslarmin (Trichoderma spp., Phoma spp., Rhizopus spp.,
Aspergillus fumigatus ve nontoksijenik A. flavus) direkt olarak kullanilabilirligi ve
fermantasyon uygulamalari 6nerilmektedir (Dorner ve ark., 1999; Karlovsky, 1999).
Son yillarda literatiirde 6zellikle F. aurantiacum’un AFB;’i s1ivi ortamdan ve siit, yer
fist1g1 ve misir gibi ¢esitli gida maddelerinden uzaklagtirma yetenegine sahip oldugu
belirtilmektedir (Line ve ark, 1994; Line ve Brackett, 1995; D’Souza ve Brackett,
1998; D’Souza ve Brackett, 2001). Benzer sekilde Ozkaya (2001) F. aurantiacum
NRRL-B 184 susunun AFB;’i 48 saat icinde fosfat tamponundan 9%79.9-98.9,
yerfistigindan %92.6-99.8 ve kirmizi biberden %88.7-100 arasinda degisen oranlarda
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uzaklastirdigini bildirmistir. Diger yandan, s6z konusu mikroorganizmanin {iriiniin
rengini kirmizilagtirmasi nedeniyle kullanimini sinirlandirmustir.

Mikotoksinlerle kontamine olmus gida ve yem maddelerinden toksini
uzaklastirmaya veya etkisiz hale getirmeye yonelik gelistirilen fiziksel ve kimyasal
yontemlerin gida kalitesine ve insan sagligina olumsuz etkide bulunabilmeleri etkin
bir yontem olarak kullanimlarint smirlandirmistir (Piva ve ark, 1995; Bata ve
Lasztity, 1999). Onerilen cesitli biyolojik yontemlerin de heniiz arastirma
asamasinda olmasi ve giivenlik sorunu tasimasi alternatif yontemlere yodnelme

ihtiyacini dogurmustur.

2.3.3. Sindirim Sisteminde Mikotoksin Absorbsiyonunun Engellenmesi

Mikotoksinlerin toksik etkisinden korunmak amaciyla gelistirilen stratejilerden
biri de diyetlere mikotoksin baglayici ajanlarin ilavesidir. Bu nedenle
mikotoksinlerin gastrointestinal bolgede absorbsiyonlarinin azaltilarak viicut disina
atilmast ile ilgili ¢alismalar yogunlasmistir (Galvano ve ark, 1996b; Ramos ve
Hernandez, 1997; Diaz ve ark, 2002; Tomasevic-Canovic ve ark., 2003). Bu amagla
kullanilan ajanlar arasinda; aktif karbon, bentonit, zeolit ve susuz sodyum kalsiyum
aliminyum silikat (HSCAS) gibi adsorban maddelerin yer aldigi bilinmektedir
(Ramos ve Hernandez, 1996). Mikotoksinlerin adsorban maddelere tutunmasinda
kullanilan adsorban maddenin toplam yiikii, yik dagilimi, yilizeyde bulunan
gozeneklerin biiylkligi, ylizey alanm gibi fiziksel o6zellikleri 6nemli bir rol
oynamaktadir. Diger yandan adsorbe edilecek mikotoksinin  polaritesi,
coziinebilirligi, sekli, blylikligli ve ortamda iyonize bilesiklerin varhigi da
baglanmada etkili olan faktorler arasinda yer almaktadir (Huwig ve ark, 2001).

Adsorban maddelerin mikotoksinlere karsi etkisi ¢esitli in vitro sindirim
modelleri kullanilarak belirlenmistir. Avantaggiato ve ark. (2003) %2 oraninda aktif
karbon kullanimimin bagirsak kosullarinda ZEA absobsiyonunu %32’den %35’e
indirdigini belirtmislerdir. Benzer bir calismada Avantaggiato ve ark (2004) farklh

oranlarda aktif karbon kullaniminin deoksinivalenoliin bagirsak kosullarinda
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absorbsiyonunu %29-45 oraninda, nivalenol’iin ise %23-41 arasinda degisen
oranlarda azalttigin1 rapor etmislerdir.

Aktif karbonun in vivo ortamda mikotoksinleri etkili bir sekilde bagladigini
gosteren caligmalar da bulunmaktadir. Bu konuda yapilan bir arastirmada AFB; ile
kontamine olmus (11.28 pg kg™) yem tiiketen hayvanlarin diyetlerine, haftada 3 defa
aktif karbon ilave edilmesi durumunda hayvanlarin siitiine gecen AFM; miktarinin
kontrole gore %50 oraninda azaldigi belirlenmistir. Benzer sekilde Nageswaro Rao
ve Chapro (2001), 100 pg kg’ AFB; ile kontamine olmus yemle beslenen
hayvanlarin diyetlerine 14 giin siiresince %1 oraninda aktif karbon ilave edilmesi
durumunda hayvanlarin siitiine gecen AFM; miktarinda %75-99 arasinda azalma
meydana geldigini bildirmislerdir.

Benzer sekilde, Ellis ve ark. (2000) 20 pg kg™ AFB; ile kontamine edilmis
yemle beslenen baliklarin diyetlerine %2 oraninda bentonit ilavesinin kontrole gére
karaciger ve bobrekte AFB; birikmesini onemli Olgiide azaltiim ve diskiya
salgilanan AFB; miktarinda artisa neden oldugunu gozlemislerdir. Nageswaro Rao
ve Chopra (2001) 100 pg kg AFB; iceren yemle beslenen hayvanlarin diyetlerine
14 giin siiresince %1 oraninda bentonit ilave edilmesi durumunda hayvanlarin siitiine
gecen AFM; miktarinda kontrole gore %66.5 oraninda azalma meydana geldigini
bildirmiglerdir. Abdel-Wahhab ve ark. (2002) bentonitin gastrointestinal bolgede
aflatoksine (2.5 mg kg™) kars: etkili bir sekilde baglandigini ve gastrointestinal
bolgede aflatoksinin kanserojenik aktivitesini Onemli Olgiide diistirdigiini
gostermislerdir.

Dakovic ve ark. (2003), hayvan yemlerine zeolit ilavesinin gastrointestinal
sistemde OTA’nin toksik aktivitesini engelledigini bildirmislerdir. Galvano ve ark.
(1996Db), siit veren hayvanlarda yaptiklari caligmada AFB; ile kontamine olmus (11.2
ug kg™) yemle beslenen hayvanlarin diyetlerine %2 oraninda HSCAS ilave edilmesi
durumunda kontrole gdére hayvanlarin siitiine gecen AFM; diizeyinde %36 oraninda
azalmanin meydana geldigini bildirmislerdir. Bu konuda yapilan baska bir calismada
200 pg kg™ aflatoksin ile kontamine olmus yemle beslenen siit veren hayvanlarin
diyetlerine 8 giin siiresince %4 HSCAS ilave edilmesi sonucu, hayvanlarin siitiine

gecen AFM; miktarinda kontrole gore %86.9 oraninda azalmanin oldugu
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goriilmiistiir (Ramos ve Hernandez, 1997). HSCAS’1n tavuk yemlerine ilave edilmesi
aflatoksinlerin toksik aktivitesini engellerken, OTA’nin toksisitesini engelleyemedigi
ileri siirtilmektedir (Ellis ve ark, 2000).

Adsorban maddelerin vitamin ve mineral maddeleri yiliksek oranda baglama
yetenegi gostermesi kullanimini sinirlandiran faktorlerden birini olusturmaktadir.
Diger yandan, bu adsorban maddelerin ¢esitli mikotoksin tiirlerini baglama yetenegi
gostermesine ragmen bu maddelerin yalnizca hayvan yemlerine belli oranlarda ilave
edilmesi s6z konusu olabilmektedir. Adsorban maddelerin gida maddelerine ilavesi
ve bu sekilde gastrointestinal bolgede mikotoksin absorbsiyonunun engellenmesi s6z
konusu olmadigindan alternatif mikotoksin baglayici ajanlarin arastirilmas: ve bu
ajanlarin gida yoluyla tliketim olanaklarinin bulunmasi son derece ©nem arz
etmektedir. Son yillarda insanlarin bagirsak mikroflorasinda dogal olarak bulunan

baz1 probiyotik laktik asit bakterilerinin bu amagcla kullanim1 giindeme gelmistir.

2.4. Probiyotik Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterileri (LAB) siit tiriinleri ve bazi igeceklerin tliretiminde uzun
yillardir kullanilmakla birlikte, 6zellikle son yillarda ¢ok ¢esitli fermente {irtinlerin
tiretiminde rol oynayan en Onemli endiistriyel mikroorganizmalar olarak
bilinmektedir (Batish ve ark., 1997). Laktik asit bakterileri i¢inde biyokimyasal ve
ekolojik  ozellikleriyle birlikte filogenetik olarak birbirine yakin olan
“Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, Weissella”
cinsleri yer almaktadir. Bifidobacterium cinsi bakteriler filogenetik olarak diger
laktik asit bakterilerine benzememesine ragmen, biyokimyasal, fizyolojik ve ekolojik
ozellikleri bakimindan benzer oldugundan genellikle laktik asit bakterileri terimi
icinde yer almaktadir (Adams, 1999).

Probiyotik kelimesi Yunanca’dan gelmekte olup “yasam i¢in” anlaminda
kullanilmaktadir. Probiyotik kelimesini ilk defa 1960’1 yillarda Lilley ve Stilwell,
bir protozoa tarafindan salgilanip diger bir protozoanin gelisimini tesvik eden

metaboliti tanimlamak amaciyla kullanmistir (Naidu ve ark, 1999; Shortt, 1999;
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Holzapfel ve Schillinger, 2002). Giiniimiizde probiyotik genel anlami ile “diizenli
olarak yeterli miktarda tiiketildiklerinde bagirsak mikroflorasina yerleserek, kullanan
kisiye normal beslenmenin Otesinde c¢esitli faydalar saglayan mikroorganizmalar”
olarak tanimlanmaktadir. Probiyotik iirlin ise, probiyotik bakteriler ile {iretilmis
viicuda belli bir fayda saglamasi igin tiiketilen fonksiyonel bir gidadir (Hekmat ve
Mcmahon, 1992; Naidu ve ark, 1999; Mattila-Sandholm ve ark, 2002).

Diinyada probiyotik iiriinlerin tiretiminde kullanilan ve probiyotik bakteriler
olarak tanimlanan laktik asit bakterilerinden bazilari, Lactobacillus acidophilus, Lb.
fermentum, Lb. plantarum, Lb. reuteri, Lb. johnsonii, Lb. rhamnosus, Lb. salvarius,
Lb. crispatus ve Bifidobacterium spp.’dir (Holzapfel ve ark., 1998; Shortt, 1999; Oh
ve ark, 2000; Charalampopoulos ve ark, 2002; Holzapfel ve Schillinger, 2002).

Gida tiretiminde kullanilan probiyotik bakterilerde bazi 6zellikler aranmaktadir.
Bu 6zellikler; insan orijinli olmasi, patojenik olmamasi, antibiyotiklere kars1 direngli
olmasi, asit ve tuzu tolere edebilmesi, oksijensiz ortamda yasayabilmesi, saglik i¢in
yararli etkilerde bulunabilmesi, sindirim siiresince canliligin1 siirdiirebilmesi,
bagirsak ¢eperine tutunabilmesi, bagirsaklarda canli kalabilme ve c¢ogalabilme
0zelligine sahip olmasidir (Shah, 2000; Thamaraj ve Shah, 2003).

Lb. acidophilus, Lb. rhamnosus ve Bifidobacterium spp. gibi probiyotik
bakterilerin diyette bulunmasi, serum kolesterol seviyesini disiiriicii, kanseri
Onleyici, bagirsak mikrobiyel florasini diizenleyici, kalsiyum absorbsiyonunu ve
laktoz intolerans kisilerde laktoz kullanimin1  gelistirici  gibi  etkilerde
bulunabilmektedir (Tamime ve Marshal, 1997; Shah ve Lankaputhra, 1997; Naidu ve
ark, 1999; Marx ve ark, 2000). Bagirsak epiteline tutunarak patojen
mikroorganizmalarin  koloni olusturmasint engelleyen probiyotiklerin ayrica,
antagonistik etki yaptigi, besin elementleri i¢in rekabet¢i bir ortam olusturdugu ve

bagisiklik sistemini tesvik ettigi de belirtilmektedir (German ve ark, 1999).

2.4.1. Lactobacillus spp.

Lactobacillus tiirleri gram (+), ¢ubuk seklinde, anaerob veya fakiiltatif anaerob,

hareketsiz, spor olusturmayan, katalaz (-) 6zellik gostermektedir. Optimum gelisme
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sicakliklar1 35-38 °C’dir. (Kirdar, 2000; Curry ve Crow, 2003). Laktik asit
bakterilerilerinin en bilyiik grubu olan Lactobacillus cinsi, 80’nin {izerinde tiir ve alt
tirlerden olugmaktadir (Limsowtin ve ark., 2003). Laktobasiller karbonhidratlar
fermente etme yollarina gore “homofermantatif”, “fakiiltatif heterofermantatif” ve
“zounlu heterofermantatif”’ olmak {izere 3 gruba ayrilmaktadirlar (Curry ve Crow,
2003). Homofermantatif laktobasiller de kendi aralarinda “Lb. acidophilus™, “Lb.
salivarius” ve “Lb. casei” olmak {izere 3 gruba ayrilmaktadir (Holzapfel ve
Schillinger, 2002). Lb. acidophilus, laktozu homofermantatif yonden fermente
etmekte ve DL laktik asit olusturmasmin yanisira az miktarda da asetik asit,
asetaldehit ve etanol olusturmaktadir (Jay, 1992; Tamime ve Marshall, 1997). Lb.
casei grubunda yer alan Lb. rhamnosus her ne kadar homofermantatif grupta yer alsa
da, fakiiltatif heterofermantatif olarak heksozlar1 fermente ederek L (+) laktik asit,
asetik asit, etanol ve formik asit olusturmaktadir (Curry ve Crow, 2003).

Tiiketilen trinde Lb. acidophilus ve Lb. rhamnosus gibi canli probiyotik
bakterilerin varligi, kanser olusumunu engelleme, serum kolesterol seviyesini
diisirme, bagirsak mikrobiyal florasina hakim olma ve laktoz tolerans kisilerde
laktoz kullanimini gelistirme gibi gesitli terapotik yararlar saglamanin yani sira,
tirtiniin duyusal 6zelliklerini de etkilemektedir (Vinderola ve ark, 2000). Bu nedenle
son yillarda yogurt ve diger fermente siit iiriinlerinde ve eczacilik (pharmaceutical)
tirtinlerinde kullanimi yayginlagmistir (Oh ve ark., 2000).

Lb. acidophilus, asidik kosullara ve safra tuzlarma karsi dayanikli olmasi,
cesitli antagonistik maddeler iiretmesi bagirsaktaki epitel hiicrelere basarili bir
sekilde kolonize olmasini saglamaktadir. Boylelikle gastrointestinal bolgede patojen
mikroorganizmalarla rekabet etmektedir. Lb. acidophilus pH 3 ve daha asagi
degerlerde gelisebilmekte ve bazi suslar1 gastrointestinal bolgenin mide kismindan

gecerken canliligini siirdiirmektedir (Oh ve ark., 2000).

2.4.2. Bifidobacterium spp.

Bifidobakterler, bifid seklinde, gram (+), anaerop, morfolojik ve fizyolojik

ozellikleri bakimindan bazi farkliliklar gosterse de, hareketsiz, spor olusturmayan,
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katalaz (-) bakterilerdir (Chung ve ark., 1999; Kaptan, 2000). Glikozu kendilerine
has bir yolla asetat ve laktata fermente etmeleri agisindan heterofermantattiftirler. Bu
O0zel mekanizmanin enzimi olan fruktoz-6-fosfat fosfoketolaz, rutin olarak
bifidobakterlerin diger mikroorganizmalardan ayirt edilmesinde kullanilmaktadir.
Bifidobakterler i¢in optimum gelisme sicaklign 37-43°C ve pH degerleri 6.5-7.0
arasindadir (Kaptan, 2000).

Bifidobakterler saglikli insanlarin bagirsak florasinin 6nemli bir kismini
olusturmaktadir. Bifidobacterium tiirlerinin bagirsak bolgesinde laktobasillere gore
3-4 log daha yliksek miktarda bulundugu bildirilmektedir (Oatley ve ark., 2000).
Bifidobakterlerin terapotik 6zelliginden yararlanilmasi ilk olarak 1906 yilinda Tissier
tarafindan sindirim bozukluklarina karsi Kullanilmasiyla olmustur (Chung ve ark.,
1999).

Insanlarin bagirsak florasinin diizenlenmesinde Bifidobacterium tiirlerinin
onemli ve yararli bir rol oynadigi bildirilmektedir (Chung ve ark., 1999).
Bifidobacterium’lar bagirsaklardaki epitel dokulara kolonize olmakta ve ¢esitli asitler
uretmektedir.  Bu  sekilde  kolon  pH’sim1  diisiirmekte,  istenmeyen
mikroorganizmalarin gelisimini inhibe etmekte ve patojen mikroorganizmalarin
kolonizasyonunu engellemektedirler (Ibrahim ve Bezkorovainy, 1993; Samona ve
ark., 1996). Bifidobacterium tiirlerinin ayrica ince bagirsakta laktaz (3-galaktozidaz)
aktivitesi dilislik olan insanlarda, [-galaktozidaz enzimi {reterek laktozun
par¢alanmasin1  sagladigi  ve dolayisiyla mide agrilarmi  engelledigi de
bildirilmektedir (Samona ve ark., 1996).

Bifidobakterlerin Lb. acidophilus’a gore asidik kosullara karsi daha hassas
oldugu belirtilmektedir (Shah ve Lankaputhra, 1997). Bunun yami sira
Bifidobacterium spp. igeren iiriinlerin, daha az asitli, hafif tad, fizyolojik L(+) laktik
asit igermesi Ve terapotik fayda saglamasi besinsel ve teknolojik avantajlarini

olusturmaktadir (Samona ve ark., 1996).
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2.5. Probiyotik Bakterilerin Mikotoksinleri Baglama Yetenegi

Diyetle alman mikotoksinlerin mide yoluyla ince bagirsaklara tagindigi ve
ozellikle duodenum (oniki parmak bagirsagl) bolgesinde absorbe edildigi ileri
siiriilmektedir. Hidrofobik karekterdeki mutajenik ve kanserojenik maddelerin
probiyotik 6zellik gosteren spesifik bazi laktik asit bakterilerinin hiicre duvarindaki
hidrofobik kisimlara kovalent olmayan baglarla baglanarak, bu maddelerin
incebagirsakta birikmesinin engellendigi ve viicut disma salgilandigl ileri
siiriilmektedir (Bolognani ve ark, 1997; Yabe ve ark, 1999; Haskard ve ark, 2000;
Oatley ve ark, 2000).

Bazi probiyotik laktik asit bakterilerinin mikotoksinleri baglama yetenegi
¢esitli arastirmacilar tarafindan belirlenmistir. Bu arastirmalar 6zellikle AFB; izerine
yogunlasmis olup, AFM; ve OTA ile ilgili olarak ise smirli sayida calismaya
rastlanmistir. Bazi laktik asit bakterilerinin aflatoksinleri baglama yetenegi Cizelge

2.4°de Ozetlenmistir.
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Cizelge 2.4. Probiyotik Laktik Asit Bakterilerilerinin Aflatoksinleri Baglama Yetenegi.

Bakteri Bakteri AF Kkonst. % AF  Kaynak

yogunlugu  (ugml®) baglama

(kob ml™)
Lb. acidophilus E-94507 10" 5 AFB, 18.2  Peltonen ve ark. (2001)
Lb. acidophilus CSCC 5361 10% 5 AFB, 20.7  Peltonen ve ark. (2001)
Lb. acidophilus ATCC 4356 10% 5 AFB, 48.4  El-Nezami ve ark. (1998a)
Lb. acidophilus LA1 10° 0.15 AFM, 18.3  Pierides ve ark. (2000)
Lb. acidophilus NCC 12 108 0.1 AFM; 30.5  Kabak ve Var (2004)
Lb. acidophilus NCC 36 10® 0.1 AFM; 28.0  Kabak ve Var (2004)
Lb. acidophilus NCC 68 10® 0.1 AFM; 25.7  Kabak ve Var (2004)
Lb. rhamnosus E-97800 10" 5 AFB, 22.7  Peltonen ve ark. (2001)
Lb. rhamnosus CSCC 2420 10" 5 AFB, 33.1  Peltonen ve ark. (2001)
Lb. rhamnosus LBGG 10% 5 AFB, 75.3  EI-Nezami ve ark. (1998a)
Lb. rhamnosus LC705 10% 5 AFB, 76.1  EI-Nezami ve ark. (1998a)
Lb. rhamnosus LBGG 10% 5 AFB, 78.5  Kankaanpaa ve ark. (2000)
Lb. rhamnosus GG 108 0.15AFM;  50.7  Pierides ve ark. (2000)
Lb. rhamnosus LC705 10® 0.15 AFM; 46.3  Pierides ve ark. (2000)
Lb. rhamnosus 1/3 108 0.15 AFM; 18.1  Pierides ve ark. (2000)
Lb. rhamnosus GG 10%° 5 AFB; 76 Haskard ve ark. (2000)
Lb. rhamnosus LC705 10%° 5 AFB; 77 Haskard ve ark. (2000)
Lb. plantarum E-79098 10% 5 AFB, 28.4  Peltonen ve ark. (2001)
Lb. paracasei F19 10% 5 AFB, 28 Peltonen ve ark. (2000)
Lb. crispatus M247 10% 5 AFB, 6 Peltonen ve ark. (2000)
Lb.crispatus MU5 10% 5 AFB, 20 Peltonen ve ark. (2000)
Lb. fermentum CSCC 5362 10% 5 AFB, 22.6  Peltonen ve ark. (2001)
Lb. johnsonii CSCC 5142 10%° 5 AFB; 30.1  Peltonen ve ark. (2001)
Lb. johnsonii LJ-1 10%° 5 AFB; 31 Peltonen ve ark. (2000)
B. lactis CSCC 5094 10% 5 AFB, 34.7  Peltonen ve ark. (2001)
B. lactis Bb-12 10% 5 AFB, 17 Peltonen ve ark. (2000)
B. longum CSCC 5304 10% 5 AFB, 37.5  Peltonen ve ark. (2001)
B. longum Bl 24 108 0.1 AFM, 26.7  Kabak ve Var (2004)
B. bifidum Bb13 108 0.1 AFM, 325 Kabak ve Var (2004)
P. freu. ssp. shermani JS 10% 5 AFB, 34.1  EI-Nezami ve ark. (1998a)
P. freu. ssp. shermani JS 10%° 5 AFB; 22 Haskard ve ark. (2000)
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El-Nezami ve ark. (1996) Lb. rhamnosus ATCC 53103’iin fosfat tamponu
ortaminda AFBj;, AFB;, AFG; ve AFG;’yi baglama yetenegini aragtirmislardir.
Arastirmacilar s6z konusu probiyotik laktik asit bakterilerinin AFB;’i etkili bir
sekilde (%95) baglarken, AFB, ve AFG,’yi diisiik oranda bagladigini saptamislardir.

El-Nezami ve ark. (1998a) Lb. rhamnosus LBGG ve LC705 suslarinin AFB;’i
yaklagik %80 oraninda ortamdan uzaklastirdigin1 saptamiglardir. Arastirmacilar,
toksinin ortamdan uzaklastirilmasinda, inkiibasyon sicakliginin ve bakteri
konsantrasyonunun da etkili oldugunu belirlemislerdir. Optimum baglanmanin
37°C’de gergeklestigini ve bakterinin ortamda minimum 2x10° kob ml™ yogunlukta
bulunmasi gerektigini belirtmislerdir.

El-Nezami ve ark. (1998b) in vitro ortamda yaptiklar1 c¢alismada, Lb.
rhamnosus LBGG ve Lb. rhamnosus LC705 suslarinin AFB;’i baglamalarinda
bakterinin canli olup olmamasinin énemli olmadigin1 saptamislardir. Arastirmacilar
ayrica, sicaklik uygulamasinin bakterilerin AFB;’i baglama yetenegini arttirdigini
belirtmiglerdir. Lb. rhamnosus LBGG ve Lb. rhamnosus LC705 37°C’de 4 saat
inkiibasyon sonucunda AFB;’1 %51.5 ve %53.9 oraninda baglama yetenegi
gosterirken, 1s1l islem uygulamasi sonucu (100°C, pH 7) AFB;’i sirasiyla %79.4 ve
%82.5 oraninda bagladigi belirlenmistir. Var ve Kabak (2004) tarafindan bazi
Lactobacillus ve Bifidobacterium suslar1 ile yapilan diger bir ¢alismada, canli
bakterilerin fosfat tamponu ve rekonstitiie siit ortaminda AFM;’i baglama yetenekleri
sirastyla %22.9-45.3 ve 9%19.3-38.3 arasinda bulunurken, isil islem muamelesi
sonrasi test bakterilerinin AFM;’i baglama yeteneklerinin fosfat tamponunda %31.3-
61.9’a, rekonstitlie siitte ise %24.6-51.5 degerlerine yiikseldigi saptanmustir.

6 probiyotik laktik asit bakterisinin AFB;’e baglanma ve toksini ortamdan
uzaklastirma yeteneginin arastirildig1 bir ¢alismada, kullanilan bakteri kiiltiirlerinin
AFB;’i baglayarak ortamdan uzaklastirma oram1 %20-50 arasinda bulunmustur.
Calisilan probiyotik kiiltiirler arasinda, B. infantis 1912°nin AFB;’e baglanma
yeteneginin en yiiksek, B. pseudolongum 2099’un ise en diisiik oldugu agiklanmistir
(Shah ve Wu, 1999).

Peltonen ve ark. (2000), probiyotik iiriinlerin iiretiminde kullanilan 6 farkli

bakteri kiiltiiriiniin AFB;’i baglama yetenegini %5.8-31.3 arasinda bulmuslar ve
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baglanma yeteneginin kullanilan bakteri kiiltiiriiniin tiiriine bagl oldugu sonucuna
varmiglardir. Caligilan kiiltlirler arasinda en yiiksek baglanma aktivitesini, Lb.
johnsonii LJ-1 ve Lb. paracasei F19’un gosterdigini belirtmislerdir.

Kankaanpaa ve ark (2000), bagirsaktaki epitel dokulara tutunma o6zelliginde
olan Lb. rhamnosus GG susunun 4 saat inkiibasyon sonucunda AFB;’i baglayarak
%78.5 oraninda ortamdan uzaklastirdigini bildirmislerdir. Ayni zamanda bakteri
ylizeyine tutunan aflatoksinin bu bakterinin bagirsaktaki epitel dokulara tutunma
yetenegini engelledigi de saptanmustir.

Oatley ve ark (2000), son yillarda fermente siit {riinlerinin {iretiminde
kullanimi yayginlasan Bifidobacterium tiirlerinin AFB;’i baglama yetenegini
aragtirmiglardir. Arastirmada, ¢alisilan bakteriler arasinda B. bifidum BGN4 susunun
%46 oraninda AFB;’i baglayarak en yiiksek aktiviteyi gosterdigini, Bifidobacterium
spp. JO3’in %41, B. longum JR20 ve Bifidobacterium spp. CH4’tiin %37, B.
adolescentis 14’iin %31, Bifidobacterium spp. Bf6’nin ise %25 oraninda bagladigini
belirlemislerdir. Arastirmacilar yaptiklar1 ¢alisma sonucunda, AFB;’i en yiiksek
baglama yetenegi gosteren B. bifidum BGN4 susunun hiicre duvarinin diger suslara
gore, daha hidrofobik bir karaktere sahip oldugunu bildirmislerdir. Arastirmacilar
buradan yola ¢ikarak hiicre duvarmin hidrofobik karekterde olmasi ile baglanma
mekanizmasi arasinda pozitif bir iligkinin olabilecegini ileri siirmiislerdir.

Pierides ve ark (2000), Lb. rhamnosus LBGG ve LC-705 suslarinin 15-16 saat
icerisinde AFM;’1 fosfat tamponunda sirasiyla %50 ve %45 oraninda baglayarak
ortamdan uzaklastirdigini, Lb. acidophilus LA1 ve Lb. rhamnosus 1/3 suslarinin ise
AFM;’1 %18 oraninda bagladigini saptamiglardir. Aragtirmacilar ayrica, bakterilerin
canli olup olmamasinin, baglama mekanizmasi i¢in bir 6n sart olmadigin
vurgulamigladir. Lb. acidophilus LA1’in sicaklik uygulamasi sonucu 6ldiiriilmesiyle,
fosfat tamponu ortaminda AFM;’i ortamdan uzaklastirma yetenegini %18.8’den
%?25.5’e yiikseldigini bildirmislerdir. Lb. gasseri ATCC 33323 ve Lb. rhamnosus
1/3’in AFM;’i ortamdan uzaklastirma yeteneginin ise hiicrelerin sicaklik uygulamast
sonucu iki katina ¢iktigini saptamislardir.

El Nezami ve ark. (2000) in vitro olarak yaptiklari ¢aligmalarinin yani sira, Lb.

rhamnosus GG, Lb. rhamnosus LC 705 ve Propionibacterium freudenreichii ssp.
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shermanii JS bakterileriyle in vivo olarak da c¢alismislar ve bu c¢alismada tavuk
bagirsaklarina enjekte ettikleri test bakterilerinin AFB;’in bagirsak dokusundaki
absorbsiyonlarinin siireye bagli olarak (1 ve 60 dakika) degisimlerini incelemislerdir.
Aragtirmacilar, Lb. rhamnosus GG, Lb. rhamnosus LC 705 ve P. freudenreichii ssp.
shermani JS varliginda 1 dakika i¢inde AFB;’in bagirsak dokularinda kontrole gore
sirastyla %70, %37 ve %63 oraninda azaldigmi (0.27 pg g™ doku) bildirmislerdir.
Lb. rhamnosus GG bakterisi ile 1 haftalik civcivlerde yaptiklari ¢alismada 10*° kob
g™ konsantrasyonunda bakteri hiicresi 1.5 ng g* AFB;’i | dakikalik siire ierisinde
%51 oraninda baglarken, siirenin 60 dakikaya ¢ikarilmasi durumunda ise bu oranin
%92’ye ¢iktigin1 belirtmislerdir. Arastirmacilar, test edilen bakterilerin in vivo
ortamda AFB;’i baglama yeteneklerinde inkiibasyon siiresinin 6nemli oldugunu
bildirmislerdir.

Haskard ve ark. (2000) Lb. rhamnosus GG ile yaptiklar ¢aligma sonucunda,
bakterinin aflatoksine baglanmasinda canli olmasi ile cansiz olmasi (is1l islem ve
asitle inaktivasyon) arasinda onemli farkliliklar bulunmamustir. Isil islem ve asit
uygulamasinin, proteinlerin denatiirasyonu sonucunda daha hidrofobik yiizeylerin
aciga ¢cikmasina neden oldugu bildirilmektedir.

Peltonen ve ark. (2001) gida sanayinde kullanilan laktik asit bakterilerinin ve
bifidobakterlerin fosfat tamponunda AFB;’i baglama yetenegini arastirmislardir.
Aragtirmacilar test edilen bakterilerin AFB;’1 %5.6-59.7 arasinda degisen oranlarda
baglanma yetenegi gdsterdigini saptamislardir.

Kabak ve Var (2004), Lb. acidophilus ve B. bifidum suslarinin PBS ve yagsiz
siit orneklerinde AFM;’i baglama yeteneklerini arastirmislardir. Arastirmacilar test
ettikleri bakteri suslarinin AFM;’1 baglama yeteneklerini fosfat tamponunda %25.7-

32.5 arasinda, yagsiz siit ortaminda ise %21.2-29.3 arasinda bulmuglardir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Aflatoksin M; Standard

AFM; standart ¢ozeltisi Hollanda Halk Sagligi ve Cevre Arastirma Enstitlisti
(National Institute for Public Health and the Environment, RIVM, Hollanda)’nden 10
ng ml™* konsantrasyonunda, 2.5 ml kloroformda ¢6ziinmiis olarak cam ampul iginde

temin edilmistir.

3.1.2. Okratoksin A Standard

Arastirmada Aspergillus ochraceus tarafindan ticari olarak iretilen (Sigma-
Aldrich, USA) OTA standard: kullanilmistir. OTA, 1 mg olarak kristal formda temin

edilmis olup, analize alinincaya kadar buzdolabi kosullarinda muhafaza edilmistir.

3.1.3. AFM; Immunoaffinity Kolonu

Test bakterilerinin rekonstitiie siit ortamimnda AFM;’i baglama yeteneginin

belirlenmesinde AFM;’e kars1 spesifik antikorlari iceren AFM;™

kolonu (G1007, Vicam MA, USA) kullanilmustir.

immunoaffinity

3.1.4. OTA immunoaffinity kolonu

Test bakterilerinin OTA’y1 baglama yeteneklerinde, gida materyali olarak
kullanilan beyaz sarabin OTA igerip icermediginin belirlenmesinde OCHRAPREP
(P14B, Iskogya) immunoaffinity kolonu kullanilmistir.
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3.1.5. Test Bakterileri

OTA ve AFM;’i baglama yeteneginin belirlenmesinde Nestle-Isvigre’den temin
edilen, Lactobacillus acidophilus NCC 12, Lb. acidophilus NCC 36, Lb. acidophilus
NCC 68, Bifidobacterium bifidum Bb13, B. bifidum NCC 381 ve Ezal-Fransa

firmasindan satin alinan Lb. rhamnosus bakterileri kullanilmistir.

3.1.6. Besiyeri ve Kimyasal Maddeler

Test bakterilerinin gelisiminin saglanmasinda kullanilan MRS siv1 besiyeri (De
Man, Rogosa and Sharpe) ve fosfat tamponu (PBS) hazirlanmasinda kullanilan
kimyasal maddeler Merck (Darmstadt, Almanya) firmasindan temin edilmistir.

Test bakterilerinin  OTA ve AFM;’i baglama yetencklerinin yiiksek
performansli sivi kromatografisi (HPLC) yontemiyle belirlenmesinde kullanilan tiim
kimyasallar HPLC safliginda olup, Merck (Darmstadt, Almanya) marka
kullanilmistir. Arastirmanin tiim analitik asamalarinda Millipore Synergy 18S
(Millipore, Fransa) cihazi tarafindan iiretilen ultra saf su kullanilmistir. Orneklerin
HPLC cihazina enjeksiyonundan 6nce, 0.45 pm gozenek ¢apina sahip steril membran
filtreler (Schleicher & Schuell (Dassel, Almanya) firmasina ait) kullanilmustir.

Arastirmada anaerobik ortami saglamak amaciyla Merck firmasina ait
Anaerocoult A (Darmstadt, Almanya) ticari kiti kullanilmis olup, kavanozda anaerop
ortamin yaratilip yaratilmadiginin kontrolii Anaerotest kiti (Merck, Darmstadt,

Almanya) ile saglanmustir.

3.1.7. Siit Tozu

Test bakterilerinin rekonstitiie siit ortaminda AFM;’1 baglama yeteneginin
belirlenmesinde Pmar Siit Mamulleri San. A. $.’den saglanan TS 1329 siit tozu

standardina uygun olarak yagsiz inek siitiiniin kurutulmasiyla iiretilmis A sinifi siit
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tozu kullanilmigtir. Siit tozu Ornegine ait HPLC kromatogrami Sekil 3.1°de

verilmistir.

FLD1 A, Ex=365, Em=435 (01070671.D)

Sekil 3.1. Siit Tozu Ornegine Ait HPLC Kromatogrami

3.1.8. Beyaz Sarap

Test bakterilerinin OTA’y1 gida modeli i¢inde baglama yeteneklerinin
belirlenmesinde piyasadan temin edilen ve analizi yapilarak OTA icermedigi

belirlenen beyaz sarap kullanilmistir.

3.2. Metot

3.2.1. Liyofilize Bakteri Kiiltiirlerinin Aktivasyonu

Lb. acidophilus, Lb. rhamnosus ve B. bifidum liyofilize kiiltiirlerini iceren cam
ampuller etil alkol ile dezenfeksiyon sonrasinda aseptik kosullarda kirilma
noktalarindan kirilmiglardir. Liyofilize kiiltiirleri iceren cam ampuller igerisine,
kiltiirleri ¢oziindiirmek amaciyla 1 ml De Man Rogosa and Sharpe (MRS)+Sistein
(%0.05) ilave edilmis ve bir iki dakika ¢6ziinmesi beklenmistir. Bakteri kiiltiirleri
coziindiikten sonra, 10 ml MRS+Sistein igeren tiipe aktarilmistir. Bu tlipten 1’er ml
almarak 10 ml’lik MRS+Sistein igeren tiiplere inokiilasyon yapilarak anaerobik
kosullarda 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir. Bakteri kiiltiirlerini aktive etmek

amaciyla bu islem bir defa daha tekrarlanmistir.
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3.2.2. Bakteri Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Arastirmada c¢alisilacak bakteri konsantrasyonunu hazirlamak amaciyla, 8 ml
MRS s1v1 besiyeri igerisine aktive edilmis bakteri kiiltiirlerinden 1 ml inokiile edilmis
ve anaerobik kosullarda 37°C’de 2 gece inkiibasyona birakilmistir. Calisilacak canli
bakteri konsantrasyonu 10° kob mI™ ve 10" kob mI™ olacak sekilde on denemelerle

ayarlanmigtir.

3.2.3. Test Bakterilerinin Hiicre Yiizeyinin Hidrofobik Karakterinin

Belirlenmesi

Test bakterilerinin hiicre yiizeyinin hidrofobik yapisinin belirlenmesinde ¢esitli
metotlarla 6n denemeler yapilmis ve sonugta Vinderola ve Reinheimer (2003)
tarafindan Onerilen analiz yontemi kullanilmistir. Bakterilerin hiicre yiizeyinin
hidrofobik yapisinin  belirlenmesinde uygulanan islem asamalar1t asagida
Ozetlenmistir.

a) Test bakterileri 8 ml MRS broth igerisinde 37°C’de 48 saat siireyle inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonucunda bakteri kiiltiirleri santrifiij edilmistir (3000xg,
15 dk).

b) Santrifiij isleminden sonra supernatant ortamdan uzaklastirilmistir.

c) Bakteri hiicreleri 2 defa 8 ml 50 mM K;HPO, (pH 6.5) tampon ¢06zeltisi ile
yikanarak ortamda bulunabilecek ¢esitli girisim faktorlerinin ortamdan ayrilmasi
saglanmistir.

d) Tampon ¢o6zeltisiyle yikama isleminden sonra hiicreler tekrar 8 ml, 50 mM
K2HPO, tampon ¢ozeltisi ile ¢oziindiirtilmiistiir.

e) Hiicre siispansiyonu, tiip karistirici ile homojenize edildikten sonra Schimadzu
marka UV Visible spektrofotometrede tampon ¢ozeltisi kullanilarak 560 nm
dalga boyunda yaklasik 1.0 absorbans degerine ayarlanmustir.

f) Spektrofotometrede 560 nm’deki absorbans degerlerinin okunmasindan sonra (n-

hexadecan muamelesi 6ncesi) 3 ml bakteri siispansiyonu i¢in 0.6 ml n-hexadecan
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9)

h)

(apolar n-alkan) ¢ozeltisi kullanilarak tiip karistirici yardimiyla 120 saniye
karistirilmastir.

Bundan sonraki asamada iki fazin ayrilmasini saglamak amaciyla test bakterileri
37°C’de 1 saat inkiibatorde bekletilmistir.

Siire sonunda {ist fazda bulunan hidrofobik 6zellikteki n-hexadecan ortamdan
uzaklastirilirken, 560 nm dalga boyunda hidrofilik 6zellikteki alt fazin absorbans
degeri okunmustur. Hiicre siispansiyonunun n-hexadecan ile ekstraksiyonu
sonucu absorbans degerindeki diislis test bakterilerinin hiicre yiizeyinin
hidrofobik yapisim1  gostermektedir. Test bakterilerinin hiicre yiizeyinin
hidrofobik yapisinin belirlenmesi, hidrofobik 6zellikteki n-hexadecan’in
hidrofilik ozellikteki fosafat tamponundan ayrilirken hidrofobik karakterdeki
bakterilerin n-hexadecan’a tutunarak birlikte tasinmasi prensibine dayanmaktadir.
Boylece hiicrelerin n-hexadecan’a baglanma yiizdeleri bakterilerin hiicre
duvarmin  hidrofobik  yapisint  gostermektedir. Arasgtirmada  kullanilan
bakterilerinin hiicre ylizeyinin hidrofobik karakteri asagidaki formiil kullanilarak

belirlenmistir.

%hidrofobik = [(A,— A) / A, ] x 100

A,: n-hexadecan ile ekstraksiyon oncesinde 560 nm dalga boyunda okunan
absorbans degeri

A: n-hexadecan ile ekstraksiyon sonunda 560 nm dalga boyunda okunan

absorbans degeri

3.2.4. Test Bakterilerinin AFM;’i Baglama Yetenegi

3.2.4.1. AFM; Standart Cozeltisinin Hazirlanmasi

10 pg ml™ konsantrasyonunda 2.5 ml kloroform ile ¢ziindiiriilmiis stok AFM;

standart ¢ozeltisinden 1 ug mI™ AFM; calisma ¢ozeltisi hazirlamak amaciyla 500 pl

alinarak 5 ml’lik amber renkli balon jojeye konulmus ve tizerine 4500 pl Kloroform
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ilave edilmistir. AFM; c¢alisma standardi -18°C’de muhafaza edilmis ve

kullanilmadan 6nce oda sicakligina gelmesi beklenmistir.

3.2.4.2. Fosfat Tamponu Cozeltisinin AFM; ile Kontamine Edilmesi

3 farkli konsantrasyonda (5, 10 ve 20 ng ml™) hazirlanan AFM; standart

cozeltisinden kloroform 40°C’de, N gaz1 altinda uzaklastirildiktan sonra, AFM; 5 ml
PBS ¢ozeltisi (%0.8 NaCl, %0.12 K;HPO4, %0.03 KH,PO,) ile ¢ozlindiirilmiistiir.

3.2.4.3. Rekonstitiie Stutiin AFM; ile Kontamine Edilmesi

Test bakterilerinin AFM;’i baglama yeteneklerinin belirlenmesinde gida modeli
olarak rekonstitiie siit kullanilmistir. Bu amagla yagsiz inek siitiiniin kurutulmasriyla
iiretilmis olan siit tozu saf su ile sulandilmustir (0.2 g ml™). Bundan sonraki
asamada 3 farkli konsantrasyonda (5, 10 ve 20 ng ml™) hazirlanan AFM; standart
cozeltisinden kloroform 40 °C’de N, gaz1 kullanilarak uzaklastirildiktan sonra kalintt

5 ml rekonstitiie siit ile ¢oziindiirilmiistiir.

3.2.4.4. Test Bakterilerinin AFM7’i Baglama Yeteneklerinin Belirlenmesi

MRS s1v1 besiyeri igerisinde 37°C’de anaerobik kosullarda 48 saat gelisen test
bakterilerinin konsantrasyon ayarlamalar yapildiktan sonra (10° ve 10" kob mI™) 15
dakika santrifiij edilmistir (3000xg). Santrifiij isleminden sonra supernatant ortamdan
uzaklastirilmistir. Bakteri hiicreleri 5 ml saf su ile yikanarak santrifiij edilmis ve
ortamda bulunabilecek cesitli metabolitlerin uzaklastirilmasi saglanmistir. Yikama
isleminden sonra bakteri hiicreleri 3 farkli konsantrasyonda AFM; iceren (5, 10 ve 20
ng ml™) 5 ml PBS veya 5 ml rekonstitiie siit ile ¢oziindiiriilmiis ve 37°C’de degisik
siirelerde (baslangig, 4 ve 24 saat) inkiibasyona birakilmistir. “Baslangi¢” terimi
orneklerin analize hazirlanmasi siirecini kapsamaktadir ve bu en fazla 10 dakika

olarak belirlenmistir. Inkiibasyon isleminden sonra bakteri siispansiyonu tekrar
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3000xg’de 15 dakika santrifiij islemine tabi tutulmustur. Bundan sonraki asamada
PBS ortamindaki supernatant (baglanmamis AFM;) enjektor yardimiyla toplanarak,
bakteriye baglanmamis AFM; miktar1 floresans detektorlii HPLC cihazi ile
belirlenmistir. Ornekler HPLC cihazina enjeksiyondan 6nce 0.45 um gozenek capina
sahip membran filtreden gecirilerek 2 ml kapasiteli HPLC viallerine alinmistir. Diger
yandan bakterilerin rekonstitiie siit ortaminda AFM;’1 baglama yetenegini belirlemek
amaciyla toplanan supernatant HPLC cihazina verilmeden 6nce immunoaffinity
kolon kullanilarak ekstrakt temizleme islemine tabi tutulmistur.

Aragtirmada kullanilan test bakterilerinin  AFM;’i baglama yeteneginin
hesaplanmasi1 ve yontem performansmin belirlenmesi amaciyla geri alma ¢alismasi
yapilmistir. Bu amagla test bakterilerinin yoklugunda 5 ml fosfat ¢ozeltisine veya 5
ml rekonstitiie siite 5, 10 ve 20 ng ml? konsantrasyonunda AFM; kontamine edilmis
ve belirtilen inkiibasyon siireleri sonunda AFM;’i fosfat tamponundan ve rekonstitiie

slitten geri alma oranlar1 ayr1 ayr1 belirlenmistir.

3.2.4.5. Bakteri-AFM; Stabilitesinin Belirlenmesi

Bakteri (10° kob mI™)-AFM; (5 ng ml™) inkiibasyonundan (4 saat) sonra
santrifiijleme islemi sonucunda toplanan supernatant ortamdan alinarak, bakteri
pelleti lizerine AFM; igermeyen 5 ml PBS veya 5 ml rekonstitiie siit ilave edilmistir.
Santrifiij islemi sonunda (3000xg, 15 dak.) toplanan supernatant HPLC ile analiz
edilmistir. Bu sekilde bakteri-AFM; kompleksinin stabilitesi belirlenerek, bakteri
peletine tutunan AFM;’in tekrar PBS veya rekonstitiie siite gegme egilimi ayri ayri

tespit edilmistir.

3.2.4.6. Test Bakterilerinin Canhligmin AFM;’i Baglama Yetenegi Uzerine
Etkisi

Test bakterilerinin canli olup olmamasinin AFM;’1 baglama yetenegi {izerine

etkisini tespit etmek amaciyla 10® kob mI™ canli bakteri kiiltiirleri 90°C’de 15 dakika
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kaynayan su banyosunda 1sil isleme maruz birakilmistir. Isil islem uygulanarak
inaktive edilmis bakteri hiicrelerine 3.2.4.4°de belirtilen islemler uygulanmis ve

baglanmamis AFM; miktar1 HPLC cihazi kullanilarak belirlenmistir.

3.2.4.7. AFM; Ekstraksiyonu

Test bakterilerinin rekonstitiie siit ortamimnda AFM;’i baglama deneyi
gerceklestirildikten sonra toplanan supernatant (4 ml) ultra saf su kullanilarak 20
ml’ye seyreltilmistir. Bundan sonraki asamada AFM; immunoaffinity kolonlari
vakum manifolda yerlestirilmis ve seyreltilen 20 ml supernatant immunoaffinity
kolondan dakikada 3 ml olacak sekilde gegirilmistir. Immunoaffinity kolon 20 (2x10)
ml ultra saf su ile yikanmis ve kolonlar kurutulmustur. Son olarak spesifik
antikorlara bagli halde bulunan AFM; kolondan 4 ml asetonitril gegirilerek
toplanmistir. Siddetli olmayan azot gazi akimi altinda toplanan eluat kuruyana kadar
buharlagtirilmistir. Son olarak, eluat 1 ml hareketli faz (su/asetonitril, 75/25, vol/vol)
icinde yeniden ¢oziindiiriilmiistiir. Ornekler HPLC cihazi ile analiz edilinceye kadar

4-8°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.4.8. AFM; Analizi

Probiyotik bakterilerin AFM;’i baglama yetenegi izokratik kosullarda floresans
detektorliic HPLC cihazi (Agilent 1100) ile belirlenmistir. Bu sistemde CSI-6150
online vakum degaser (Cambridge, Ingiltere), izokratik pompa (G 1310 A9, Agilent)
ve manuel enjeksiyon sistemi (Rheodyne 77251, Agilent, USA) yer almaktadir.
AFM; analizinde uygulanan metot literatiir arastirmalar1 sonucunda asagidaki sekilde
olusturulmustur.

Kolon: C18 (250x4.6 mm, 5 um, Advanced Chromatography Technologies, iskogya)
Hareketli faz: Su /asetonitril (75/25, vol/vol)
Hareketli faz akis hizi: 1 ml dak™

Basin¢: Minimum 0 bar, maksimum 200 bar
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Analiz siiresi: 13 dakika

Alikonma zamani: 10.2-10.9 dakika
Enjeksiyon miktari: 20 pl

Excitation (tahrik dalga boyu): 365 nm
Emission (yayim dalga boyu): 435 nm

Diger yandan metot olusumu tamamlandiktan sonra kalibrasyon ayarlarini
olusturmak amaciyla degisik konsantrasyonlarda hazirlanan AFM; standart
¢ozeltileri HPLC cihazina enjekte edilmistir. Kalibrasyonda 2.5, 5, 10 ve 15 ng ml™
olmak tizere 4 farkli konsantrasyonda AFM; standart ¢ozeltisi kullanilmstir.
AFM7’in alikonma zamani 10.2-10.9 dakika arasinda belirlenmistir. Cizelge 3.1°de
farkli konsantrasyonlarda hazirlanan AFM; standart c¢ozeltilerine ait pik alanlar

verilmistir.

Cizelge 3.1.Kalibrasyon  Egrisinin  Olusturulmasinda  Kullanilan ~ AFM;
Konsantrasyonu ve Pik Alanlari.

AFM, standardi (ng ml™) Alan
2.5 1.968
5 3.723
10 7.357
15 11.017

HPLC cihazina enjekte edilen standartlarina karsilik gelen pik alanlarina gore
paket programi kullanilarak 4 farkli noktadan kalibrasyon egrisi olusturulmustur
(r’=0.99995). Test bakterilerinin AFM;’i baglama yeteneklerinin belirlenmesinde
kalibrasyon egrisi kullanilarak Chemstation software (Agilent) paket program ile
belirlenmistir. Test bakterilerinin AFM;’i baglama yetenekleri asagidaki formiile
gore tespit edilmistir.

% baglama= (1-6rnekteki AFM; pikinin alani/AFM; kontrol pikinin alan1)x100

Birimimiz mikrobiyoloji laboratuvarinda bulunan ve AFM; ve OTA

analizlerinde kullanilan Agilent 1100 model HPLC, Resim 3.1°de gdsterilmistir.
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Resim 3.1. AFM; ve OTA Analizlerinde Kullanilan HPLC Cihazi (Agilent 1100).

3.2.5. Test Bakterilerinin OTA’y1 Baglama Yeteneklerinin Belirlenmesi

3.2.5.1. OTA Standart Cozeltinin Hazirlanmasi

Kristal formda 1 mg olarak satin alinan OTA ¢0zeltisi (amber renkli sise
igerisinde) 2 ml benzen/asetik asit (99:1, vol:vol) ile ¢oziindiirilmiistiir. Cozelti bir
gece oda kosullarinda bekletilerek kristal formun tamamen ¢6ziinmesi saglanmistir.
Bu sekilde 500 pg ml™* konsantrasyonunda OTA stok standart ¢ozeltisi hazirlanmis
ve -18°C’de muhafaza edilmistir. OTA calisma ¢dzeltisinin hazirlanmasi amaciyla
stok ¢ozeltiden 50 pl alinarak 25 ml’lik amber renkli balon jojeye aktarilmis ve 1 pg
ml' elde etmek amaciyla benzen/asetik asit (99:1, volivol) ile 25 ml’ye
tamamlanmustir. OTA ¢alisma standardi -18°C’de muhafaza edilmis ve maksimum 3
ay icinde kullanilmigtir. OTA c¢alisma standart c¢ozeltisi kullanilmadan Once,

sicakliginin oda kosullarina gelmesi beklenmistir.

3.2.5.2. Fosfat Tamponu Cozeltisinin OTA ile Kontamine Edilmesi

5, 10 ve 20 ng ml™* konsantrasyonunda olacak sekilde 3 farkli konsantrasyonda

hazirlanan OTA ¢ozeltisinden benzen/asetik asit karisimi 40°C’de azot (N2) gazi
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altinda kuruluga kadar uzaklastirildiktan sonra, kalintt 5 ml PBS ¢ozeltisi (%0.8
NaCl, %0.12 K;HPO4, %0.03 KH,POy,) ile ¢oziindiirilmistiir.

3.2.5.3. Beyaz Sarapta OTA Varhginin Arastiriimasi

Test bakterilerinin OTA’y1 gida materyali olarak kullanilan beyaz sarap i¢inde
baglama yetenekleri belirlenmeden once, kullanilan sarabin OTA igerip/icermedigi
arastirilmistir. Bu amagla; 25 ml beyaz sarap Ornegi 25 ml fosfat tamponu
kullanilarak seyreltilmis ve 10 M NaOH kullanilarak pH 7 degerine ayarlanmustir.
Ikinci asamada karisimdan 25 ml almarak OTA’ya kars1 spesifik antikorlar igeren
immunoaffinity kolondan dakikada 2-3 ml olacak sekilde gegirilmistir. Daha sonra
immunoaffinity kolon 15-20 ml ultra saf su kullanilarak yikanmis ve kolon
kurutulmustur. Spesifik antikorlara bagli halde bulunan OTA kolondan 1600 pl
(2x800) metanol/asetik asit (99/1) kullanilarak HPLC viallerine alinmistir. Bundan
sonraki asamada vialler 40°C’de N, gazi altinda metanol/asetik asit ortamdan
uzaklastirilmis ve kalint1 400 ul hareketli faz (asetonitril/su/asetik asit, 47/51/2) ile
¢Oziindiiriilmiistiir. Son olarak 20 pl 6rnek floresans detektérlii HPLC cihazina
enjekte edilerek, gida materyali olarak kullanilan sarapta OTA varlig1 ve/veya
miktar1 tespit edilmistir. Materyal olarak kullanilan beyaz sarap 6rnegine ait HPLC

kromatogrami Sekil 3.2°de gosterilmistir.

FLD1 A, Ex=333, Em=470 (09050625.D)

084

0.6

| R

0.2+

Sekil 3.2. Test Bakterilerinin OTA’y1 Gida Modeli Iginde Bagmiama Yeteneklerini
Belirlemede Kullanilan Beyaz Saraba Ait HPLC Kromatogramu.

46



3. MATERYAL VE METOT Biilent KABAK

3.2.5.4. Beyaz Sarabin OTA ile Kontamine Edilmesi

Test bakterilerinin gida modeli icinde OTA’y1 baglama yeteneklerinin
belirlenmesi amaciyla 3 farkli konsantrasyondaki (5, 10 ve 20 ng ml™) OTA’dan
benzen/asetik asit karisimi 40°C’de N gaz1 kullanilarak uzaklastirildiktan sonra

kalint1 PBS yerine 5 ml beyaz sarap ile ¢oziindiirilmiistiir.

3.2.5.5. Test Bakterilerinin OTA’y1 Baglama Yeteneginin Belirlenmesi

Test bakterilerinin OTA’y1 baglama yeteneklerinin belirlenmesinde 2 farkli
konsantrasyonda bakteri kiiltiiri kullanilmistir. 10® kob ml™ ve 10" kob ml™
konsantrasyonda canli test bakterilerini iceren tiipler 3000xg, 15 dakika santrifiij
(Heraeus, Labofuge 200, Almanya) edilmistir. Santrifiij isleminden sonra supernatant
ortamdan uzaklastirilmis ve besiyerinden kaynaklanan yabanci maddeleri ortamdan
uzaklastirmak amaciyla hiicreleri i¢eren pelet, 5 ml steril saf su ile yikanmis ve tekrar
santrifiij (3000xg, 15 dak.) edilmistir. Siire sonunda supernatant ortamdan
uzaklastirilmis ve pelet 5, 10 ve 20 ng ml™ olmak iizere 3 farkli konsantrasyonda
OTA igeren 5 ml PBS veya 5 ml beyaz sarap ile ¢oziindiiriilmiistiir. Karisim tiip
karistiric1 kullanmilarak 10-15 saniye siire ile homojenize edildikten sonra 37°C’de
baslangig, 4 ve 24 saat inkiibatorde inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda
tipler tekrar santrifiij edilerek test bakterilerine baglanmamis OTA igeren
supernatant temiz bir tiipe alinmistir. Baglanmamis OTA miktar1 floresans detektorli
HPLC cihaz ile belirlenmistir. Test bakterilerinin OTA’y1 baglama yeteneklerinin
belirlenmesinde ayni islemler pozitif kontrol olarak test bakterilerinin bulunmadigi
ortamda ve negatif kontrol olarak PBS (OTA icermeyen) ile de tekrarlanmistir. Bu
sekilde analiz yonteminden kaynaklanabilecek yalanci pozitif sonuglar engellenmeye
calisilmistir. Tiipler OTA analizine alinincaya kadar 5+1°C’de karanlik bir ortamda
muhafaza edilmistir. Ornekler HPLC cihazina enjeksiyondan énce 0.45 um gézenek
capma sahip membran filtreden gecirilerek 2 ml kapasiteli HPLC viallerine

alimmustir.
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3.2.5.6. Bakteri-OTA Kompleksi Stabilitesinin Belirlenmesi

Bakteri (10° kob mI™")-OTA (5 ng ml™) inkiibasyonundan sonra (4 saat)
santrifiijleme islemi sonucunda toplanan supernatant ortamdan alindiktan sonra,
bakteri peleti iizerine OTA igcermeyen 5 ml PBS veya 5 ml beyaz sarap ilave edilmis
ve tekrar santriflij islemi sonunda toplanan supernatant HPLC ile analiz edilmistir.
Bu sekilde bakteri-OTA kompleksinin stabilitesi belirlenerek, bakteri hiicrelerine
tutunan OTA’nin tekrar PBS veya beyaz saraba gegme egilimi ayri1 ayri tespit

edilmistir.

3.2.5.7. Test Bakterilerinin Canlihmin OTA’yr Baglama Yetenegi Uzerine
Etkisi

Test bakterilerinin canli olup olmamasimnin PBS ve beyaz sarap igindeki
OTA’y1 baglama yetenegi iizerine etkisini tespit etmek amactyla 10® kob ml™ canli
bakteri kiiltiirleri kaynayan su banyosunda 90°C’de 15 dakika 1s1l isleme maruz
birakilmistir. Isil islem uygulanarak 6lmiis bakteri hiicrelerine 3.2.5.5°de belirtilen
islemler uygulanmis ve baglanmamig OTA miktart HPLC cihaz1 kullanilarak

belirlenmistir.

3.2.5.8. OTA Analizi

Test bakterilerinin  OTA’y1 baglama yeteneklerinin  belirlenmesinde
boliimiimiiz Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda bulunan florensans detektorlii Agilent
1100 model (USA) HPLC cihazi kullanilmistir. OTA analizi i¢in uygulanacak metot
gerekli literatiir arastirmalarindan sonra asagidaki sekilde olusturulmustur.

Kolon: C18 (250x4.6 mm, 5 um, Advanced Chromatography Technologies, iskogya)
Hareketli faz: Asetonitril/su/ asetik asit (47/51/2, vol/vol/vol)
Hareketli faz akis hizi: 1 ml dak™

Basing: Minimum 0 bar, maksimum 200 bar
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Analiz siiresi: 15 dakika

Alikonma zamani: 12.4-13.2 dakika
Enjeksiyon miktari: 20 pl

Excitation (tahrik dalga boyu): 333 nm
Emission (yayim dalga boyu): 470 nm

Diger yandan metot olusumu tamamlandiktan sonra kalibrasyon ayarlarini
olusturmak amaciyla degisik konsantrasyonlarda hazirlanan OTA standart ¢ozeltileri
HPLC cihazina enjekte edilmistir. Kalibrasyonda 2.5, 10, 20 ve 25 ng ml™* olmak
tizere 4 farkli konsantrasyonda OTA standart ¢ozeltisi kullanilmistir. Kalibrasyon
egrisinin olusturulmasinda kullanilan standart ¢ozelti konsantrasyonlarinin secimi,
aragtirmada kullamlan konsantrasyon degerleri (5, 10 ve 20 ng ml™) baz alinarak
yapilmustir. Cizelge 3.2°de farkli konsantrasyonlarda hazirlanan OTA standart

cozeltilerine ait pik alanlar1 verilmistir.

Cizelge  3.2.Kalibrasyon  Egrisinin  Olusturulmasinda  Kullamlan  OTA
Konsantrasyonu ve Pik Alanlari.

OTA standard: (ng ml™) Alan
2.5 2.292
10 6.699
20 12.232
25 14.538

HPLC cihazina enjekte edilen standartlarina karsilik gelen pik alanlarina gore
paket programi kullanilarak 4 farkli noktadan kalibrasyon egrisi olusturulmustur
(r2=0.99850). Test bakterilerinin OTA’y1 baglama yeteneklerinin belirlenmesinde
kalibrasyon egrisi kullanilarak Chemstation software (Agilent) paket program ile
belirlenmistir.

Test bakterilerinin OTA’y1 baglama yetenekleri asagidaki formiile gore tespit
edilmistir.

% baglama = (1- 6rnekteki OTA pikinin alani/OTA kontrol pikinin alan1)x100
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3.2.6. Istatistiksel Degerlendirme

3 tekerriirlii olarak yiiriitiilen arastirma bulgular1 SPSS 10.0 istatistik yazilim
programi kullanilarak degerlendirilmistir. Faktorlerin (bakteri susu, inkiibasyon
siiresi ve bakteriye uygulanan islemler) etkisini belirlemek amaciyla varyans analizi
uygulanmis ve Onemli ¢ikan gruplar arasindaki farkliliklar Duncan c¢oklu
karsilagtirma testi ile %5 Onem diizeyinde belirlenmistir. Ayrica, ikili

karsilastirmalarda Student-t-testi kullanilmastir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Test Bakterilerinin AFM;’i Baglama Yetenegi

Canli ve 1s1l isleme maruz birakilan test bakterilerinin 5, 10 ve 20 ng ml™?
AFM;’1 baslangig, 4 ve 24 saat i¢cinde baglama yetenekleri fosfat tamponu ve

rekonstitlie ortaminda belirlenmistir.

4.1.1. Test Bakterilerinin Fosfat Tamponunda AFM;’i Baglama Yetenegi

4.1.1.1. Canh Test Bakterilerinin Fosfat Tampounda AFM;’i Baglama Yetenegi

Arastirmada kullanilan 10% ve 10" kob ml™ yogunlugundaki Lb. acidophilus
NCC 12, Lb. acidophilus NCC 36, Lb. acidophilus NCC 68, B. bifidum Bb 13, B.
bifidum NCC 381 ve Lb. rhamnosus’un fosfat ¢ozeltisi ortaminda 5, 10 ve 20 ng ml™

AFM;’1 baglama yetenekleri Cizelge 4.1°de verilmistir.
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10® kob mlI™ yogunlugundaki test bakterilerinin toksin konsantrasyonuna ve
inkiibasyon siiresine bagli olarak AFM;’i fosfat tamponu ortaminda %10.22-26.65
arasinda degisen oranlarda bagladigi belirlenmistir. Genel olarak B. bifidum Bb 13
susunun (10® kob ml™) diger test bakterilerine oranla daha yiiksek oranda AFM;’i
baglama yetenegi gosterdigi belirlenirken, Lb. acidophilus NCC 68’in nispeten diisiik
baglama yeteneginde oldugu saptanmustir. Test bakterilerinin (10% kob ml™) fosfat
tamponunda bulunan 5 ng ml™ konsantrasyonundaki AFM;’i baglama yetenekleri
baslangicta %14.22-23.48 arasinda degisiklik gdstermekte olup, test bakterilerinin
AFM:’1 baglama yetenekleri arasindaki farkliligin istatistiksel agidan Onemsiz
(p>0.05) oldugu belirlenmistir. Test bakterilerinin fosfat tamponunda bulunan 5 ng
mlt AFM,’i baglama yetenekleri 4. saatte %16.29-25.02, 24. saatte ise %10.22-
26.65 arasinda degisiklik gdstermistir. Test bakterilerinin (10° kob ml™) 5 ng ml*
AFM:’1 4 saat inkiibasyon igerisinde baglama yetenekleri arasindaki farklilik
istatistiksel olarak Onemsizken (p>0.05), 24 saat inkiibasyon sonucu baglama
yetenekleri arasindaki farklilik istatistiksel olarak énemli (p<0.05) bulunmustur. Lb.
acidophilus NCC 68’in 5 ng ml™* AFM;’i fosfat tamponunda 24 saat i¢inde baglama
yetenegi tiim test bakterileri icinde istatistiksel olarak en diisiik bulunmustur
(p<0.05).

Aragtirmada kullamlan bakterilerin (10® kob ml™) fosfat tamponunda bulunan
10 ng mI™ AFM;’i baglama yetenekleri baslangigta %14.12-26.62, 4. saatte %12.55-
24.16 ve 24. saatte %13.50-25.32 arasinda degismistir. Test bakterilerinin 10 ng ml™
AFM7’1 baglama yetenekleri arasindaki farklilik baslangic ve 4 saat inkiibasyon
stiresi i¢inde istatistiksel olarak 6nemsiz (p>0.05) iken, 24. saatte 6nemli (p<0.05)
bulunmustur. Diger yandan, test bakterilerinin (10° kob g?) 20 ng mI™ AFM;’i
baglama yetenekleri baslangigta 9%15.99-24.78 arasinda olup, farklilik istatistiksel
olarak onemsiz (p>0.05) bulunurken, 4. saatte %14.02-24.02 arasinda (p<0.05) ve
24. saatte %15.28-26.33 (p<0.05) arasinda degisiklik gostermistir.

Canli B. bifidum Bb 13’iin (10® kob mI™) PBS ortaminda 4 saat i¢inde 5, 10 ve
20 ng mI™ AFM’1 %25.02, %24.16 ve %24.02 oraninda baglama yeteneklerine ait
HPLC kromatogramlar1 Sekil 4.1’de gosterilmistir.
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FLDLA, Ex=365, Em=435 (19060613.0) FLD1A, Ex=365, Em=435 (23060615.0)
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Sekil 4.1.Canh B. bifidum Bb 13’iin (10® kob mI™) PBS’de 4 Saatte 5 ng mI™ AFMy’i
%25.02 (a), 10 ng mI™* AFM’i %24.16 (b) ve 20 ng ml™ AFM;’i %24.02
(c) Oranlarinda Baglama Yeteneklerine Ait HPLC Kromatogramlari.

Aragtirma kapsaminda kullanilan canli bakterilerin (10® kob ml™?) fosfat
tamponu ortaminda AFM;’i baslangi¢, 4 ve 24 saat i¢cinde baglama yeteneklerinde
kullanilan toksin miktarinin etkisi istatistiksel olarak 6nemsiz (p>0.05) bulunmustur.
Ornegin; B. bifidum Bb 13 fosfat tamponu ortaminda 5, 10 ve 20 ng ml™ AFM;’i
baslangigta sirastyla %23.48, %26.62 ve %24.77 oranlarinda baglama yetenegi
gostermistir. Benzer sekilde, bakteri-AFM; inkiibasyon siiresinin de canli test
bakterilerinin fosfat tamponunda 5, 10 ve 20 ng ml™ AFM;’i baglama yetenekleri
lizerine &nemli bir etkisinin bulunmadigi saptanmustir (p>0.05). Ornegin, Lb.

acidophilus NCC 36 fosfat tamponunda bulunan 5 ng ml™ AFM;’i baslangig, 4 ve 24
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saat icinde sirasiyla 9%22.23, %23.47 ve %22.24 oranlarinda baglama yetenegi
gostermistir.

Test bakterilerinin 10’ kob ml™ yogunlugunda kullanilmasi durumunda fosfat
tamponunda AFM;’i ¢ok diisiik oranlarda baglama yetenegi gosterdigi (Cizelge 4.1)
belirlenmistir (p<0.05). Laktik asit bakterilerinin (10’ kob ml™) fosfat tamponu
ortaminda AFM;’1 baglama yetenekleri toksin konsantrasyonuna ve inkiibasyon
stiresine bagli olarak %0-5.02 arasinda bulunmustur.

Test bakterilerinin (10" kob ml™*) PBS ortaminda 5 ng mI™ AFM;’i baglama
yetenekleri baglangicta %0-4.25, 4. saatte %0-3.74 ve 24. saatte %0.41-4.95 arasinda
degisiklik gostermekte olup, test bakterileri arasindaki fark her {i¢ inkiibasyon
peryodunda da 6nemsiz (p<0.05) ¢ikmuistir.

Test bakterilerinin fosfat tamponunda 10 ng ml™ AFM;’i baglama yetenekleri
baslangigta % 1.13-4.66 (p>0.05), 24 saatte % 0-4.69 (p>0.05) arasinda iken, 4.
saatte % 0-2.85 (p<0.05) arasinda oldugu saptanmustir.

Benzer sekilde, bakterilerin (10" kob ml™) fosfat tamponu ortaminda 20 ng ml™
AFM7’i baglama yetenekleri baslangigta %1.56-4.21, 24. saatte ise %1.75-4.39
arasinda olup, her iki inkiibasyon peryodunda da test bakterileri arasindaki fark
istatistiksel olarak dnemsiz (p>0.05) bulunmustur. Diger yandan test bakterileri (10
kob ml™) fosfat tamponu ortaminda 4 saat i¢inde 20 ng mlI™ AFM;’i % 0.48-5.02
arasinda degisen oranlarda baglama yetenegi gostermistir (p<0.05).

Canli B. bifidum Bb 13%iin (10" kob ml™) fosfat tamponu ortaminda 4 saat
icinde 5, 10 ve 20 ng ml? AFM.’i %1.15, %0 ve %]1.93 oraninda baglama
yeteneklerine ait HPLC kromatogramlart Sekil 4.2°de gosterilmistir.

10" kob ml? yogunlugundaki test bakterilerinin fosfat tamponu ortaminda
baslangic ve 4 saat iginde AFM;’1 baglama yeteneklerinde toksin konsantrasyonunun
etkisi istatistiksel olarak Onemsiz (p>0.05) bulunmustur. Diger yandan, test
bakterileri arasinda yalnizca B. bifidum Bb 13’{in 24 saat iginde AFM;’i baglama
yeteneklerinde toksin konsantrasyonunun etkisinin istatistiksel agidan 6nemli oldugu

(p<0.05) goriilmiistiir.
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Bakteri-AFM; inkiibasyon siiresinin test bakterilerinin (10" kob ml™) fosfat
tamponu ortamimda 5 ve 20 ng mlI™* AFM;’i baglama yetenekleri tizerine etkisinin
istatistiksel agidan 6nemli olmadigi bulunurken, B. bifidum Bb 13 fosfat tamponunda
10 ng mi™* AFM;’i baslangicta %1.54 oraninda baglarken, inkiibasyonun 4. ve 24.

saatlerinde baglayamamistir (p<0.05).

FLD1 A, Ex=365, Em=435 (2006064L.D) FLD1 A, Ex=365, Em=135 (23060653.0)

10.846 - AFML

10.712 - AFM1

— T T
2 4 ] 8 20 2 mif 2 4 6 8 20 2 mi

FLDI A, Ex=365, Em=435 (24060619.0)

=
mM

L T T T we
(c)
Sekil 4.2.Canli B. bifidum Bb 13iin (10" kob mI™) PBS’de 4 Saatte 5 ng ml™ AFM;’i
%1.15 (a), 10 ng mI™™ AFM;’i %0 (b) ve 20 ng mI™ AFM;’i %1.93 (c)
Oraninda Baglama Yeteneklerine Ait HPLC Kromatogramlari.

Test bakterilerinin AFM;’i baglamasinda bakteri yogunlugunun 6nemli bir
etkisinin bulundugu belirlenmistir. 10’ kob ml™ yogunlugunda kullanilan bakterilerin
fosfat tamponunda AFM;’i baglama oranlar1 6nemli oranda diislis gOstermistir.
Ornegin AFM;’i nispeten yiiksek oranda baglama yetenegi gosteren 10% kob ml™
yogunlugundaki B. bifidum Bb 13 susu 5, 10 ve 20 ng ml™ AFM;’i baslangicta
%23.48, %26.62 ve %24.77 oraninda baglarken, bakteri yogunlugunun 10’ kob g™
olmast durumunda AFM;’1 baglama yetenekleri sirasiyla %2.55, %1.54 ve %1.89
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degerlerine diismiistiir. Arastirmada kullanilan tiim test bakterilerinin 5, 10 ve 20 ng
ml™* AFM;’i fosfat tamponu ortaminda baslangig, 4 saat ve 24 saat inkiibasyon siiresi
icinde baglama yeteneklerinde bakteri yogunlugunun etkisi istatistiksel olarak 6nemli
(p<0.05) bulunmustur.

Laktik asit bakterilerinin AFM;’i baglama yetenegi ile ilgili olarak literatiirde
sinirhi sayida kaynak bulunmaktadir. Pierides ve ark. (2000) siit endiistrisinde
kullanilan laktik asit bakterilerinin fosfat tamponu ve rekonstitiie siitte AFM;j’1
baglama yeteneklerini HPLC yontemiyle arastirmislardir. Arastiricilar test ettikleri
canli bakterilerin fosfat tamponunda AFM;’i baglama yeteneklerini %18.1-50.7
arasinda bulmuslardir.

Var ve Kabak (2004), bu arastirmada da kullanilan test bakterileri Lb.
acidophilus NCC 12, Lb. acidophilus NCC 36, Lb. acidophilus NCC 68, Lb.
rhamnosus, B. bifidum Bb 13, B. bifidum NCC 381, B. longum Bl 24 ve B. longum
NCC 135 suslarinin 100 ng ml™ konsantrasyonundaki AFM;’i baglama yeteneklerini
PBS ve rekonstitiie siit ortaminda farkli bir yontemle (enyzme-linked immunosorbent
assay) belirlemislerdir. Arastirmada kullanilan 10® kob ml™ konsantrasyondaki test
bakterilerinin fosfat tamponu ortaminda AFM;’i 24 saat i¢inde baglama yetenekleri
%22.9-45.3 arasinda bulunmustur. Test bakterileri arasinda en yiiksek baglama
yetenegini B. bifidum Bb 13, en diisiik baglama yetenegini ise B. longum NCC 135
susunun gosterdigi ve test bakterilerinin AFM;’i baglama yetenekleri arasindaki
farkliligin istatistiksel olarak 6nemli oldugu bildirilmistir.

Elde edilen verilerin Var ve Kabak (2004)’1n bildirdigi arastirma sonuglar ile
kiyaslandiginda her iki ¢aligmada da B. bifidum Bb 13 susunun AFM;’e karsi en
yiiksek baglama yetenegi gosteren sus oldugu goriilmektedir. Diger yandan test
bakterilerinin AFM;’i baglama degerleri arasinda bazi farkliliklarin oldugu goze
carpmaktadir. Ornegin; B. bifidum Bb 13 susunun 24 saat icinde fosfat tamponunda
bagladigi AFM; oraninin (%24.35-26.33), Var ve Kabak (2004)’in bildirdigi
degerden (%45.3) daha diisiik oldugu goriilmektedir. Ayn1 bakteri ile ¢alisiimasina
karsin farkli baglama degerlerinin bulunmasinin her iki ¢alismada da farkli AFM;
konsantrasyonlarinin kullanilmas1 ve uygulanan analiz yonteminin farkliligindan

kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir. Var ve Kabak (2004), test bakterilerinin

57



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Biilent KABAK

AFM;’i baglamalarinda 100 ng ml™ gibi oldukga yiiksek miktarda AFM; kullanmis
olup, siitlerde bu seviyede dogal kontaminasyonun goriilmesi ¢ogu zaman miimkiin
goriinmemektedir. Arastiricilar analiz yontemi olarak da ELISA yontemini kullanmis
olup, analiz oncesi Orneklerin 1/2000 oraninda seyreltilmis olmasinin, baglama
sonuglarinda seyreltme isleminden kaynaklanan hatalara neden olabilecegi
diistiniilmektedir.

Arastirmacilar ayrica, canli test bakterilerinin AFM;’i baglama yeteneklerini
ince tabaka kromatografisi (ITK) yontemiyle de tespit etmislerdir. Test bakterilerinin
fosfat tamponunda 100 ng ml™* AFM;’i baglama yeteneklerini iTK ile %17.8-32.5
arasinda bulmuslardir. Genel olarak bakildiginda test bakterilerinin AFM;’i baglama
yeteneklerinin belirlenmesinde kullanilan analiz yonteminin 6nemli bir degisken
oldugu goriilmiistiir. Test bakterilerinin AFM;’i baglama yeteneklerinde ITK ile elde
edilen sonuglarin ELISA yontemine gore daha diisiik oranda oldugu goriilmiistiir.
Ornegin; Lb. rhamnosus’un fosfat tamponu ortamimda 100 ng ml™ AFM;’i baglama
yetenegi ITK ve ELISA yontemiyle sirastyla %30.8 ve % 37.8 oraninda
bulunmustur. Arastirmacilar Lb. acidophilus NCC 36, Lb. acidophilus NCC 68 ve B.
longum NCC 135 suslart igin iki yOntem arasinda analiz sonuglari bakimindan
istatistiksel olarak farklilik goriilmedigi (P > 0.05), Lb. acidophilus NCC 12, Lb.
rhamnosus, B. bifidum Bb 13 ve B. bifidum NCC 381 suslar1 i¢in ise iITK ve ELISA
yontemi kullanilarak elde edilen sonuglar arasinda istatistiksel agidan farklilik (P <
0.05) bulundugu saptanmistir (Var ve Kabak, 2004).

Bu konuda yapilan benzer bir ¢alismada Sarimehmetoglu ve Kiipliilii (2004)
yogurt bakterilerinin (Streptococcus thermophilus ve Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus) fosfat tamponu, rekonstitiie siit ve yogurtta 4 saat iginde AFM;’i baglama
yeteneklerini ELISA yontemiyle belirlemislerdir. Arastirmacilar fosfat tamponunda
Str. thermophilus ST-36 ve Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus CH-2 suslarinin
AFM;’i (10 ng ml™) baglama yeteneklerini sirasiyla %29.42 ve %18.70 oraninda
bulurken, siit ortaminda baglama yeteneklerini sirasiyla %39.16 ve %27.56 olarak
belirlemiglerdir. Bu iki bakterinin bir arada kullanilak {iretilen yogurtta ise

bakterilerin AFM;’i baglama yetenegi %14.82 olarak gergeklesmistir.
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4.1.1.2. Is1l isleme Maruz Birakilan Bakterilerin Fosfat Tamponunda AFM7’i

Baglama Yetenekleri

Bakterilerin fosfat tamponunda AFM;’i baglama yetenekleri iizerine canli olup
olmamalarinin etkisini belirlemek amaciyla 10° kob mI™ bakteri igeren kiiltiirler
90°C’de 15 dakika kaynayan su banyosunda 1s1l isleme maruz birakilmustir. Isil islem
kullanarak oOldiiriilen bakterilerin fosfat tamponu ortaminda farkli inkiibasyon
stirelerinde (baslangic, 4 ve 24 saat) 5, 10 ve 20 ng ml™ AFM’i baglama yetenekleri
Cizelge 4.2°’de verilmistir. Isil isleme maruz birakilan bakteri hiicrelerinin fosfat
tamponunda AFM;’i baglama yeteneklerinin toksin konsantrasyonuna ve inkiibasyon
stiresine bagli olarak %14.04-28.97 arasinda oldugu saptanmaistir.

Isil islem kullamlarak oldiiriilen bakterilerin fosfat tamponunda 5 ng ml™
AFM;’i baglama yetenekleri baslangicta %19.46-27.74 arasinda olup, test
bakterilerinin baglama yetenekleri arasindaki farkliligin istatistiksel agidan 6nemli
(p<0.05) oldugu bulunmustur. Isil isleme maruz birakilan bakterilerin 5 ng ml™
AFM;’i baglama yetenekleri 4. saatte %16.98-26.81, 24. saatte ise %17.57-25.29
arasinda olup, test bakterileri arasindaki farklilik her iki inkiibasyon peryodunda da
istatistiksel a¢idan 6nemsizdir (p>0.05).

Isil isleme maruz birakilan B. bifidum Bb 13’iin PBS ortaminda 4 saat iginde 5,
10 ve 20 ng ml™ AFMy’i sirastyla %26.42, %27.36 ve %27.68 oraninda baglama
yeteneklerine ait HPLC kromatogramlar1 Sekil 4.3°de verilmistir.

Isil isleme maruz birakilan bakterilerin 10 ng mil* AFM7’i fosfat tamponu
ortaminda baglama yetenekleri baslangigta %15.31-26.33 (p<0.05), 4. saatte %19.29-
27.36 (p>0.05) ve 24. saatte %14.04-25.70 (p<0.05) arasinda bulunurken en yiiksek
baglama yetenegini B. bifidum Bb 13 susu gostermistir.

Benzer sekilde 1s1l isleme maruz birakilan bakterilerin 20 ng ml* AFM 1’1 fosfat
tamponu ortaminda baglama yeteneklerinin baslangigta %20.95-28.97, 4. saatte
%21.59-27.68 ve 24. saatte %17.03-26.69 arasinda oldugu saptanmustir. Uygulanan
tim inkiibasyon siirelerinde (baslangi¢, 4 ve 24 saat) bakterilerin AFM;’i baglama

yetenekleri arasindaki farklilik istatistiksel olarak 6nemsiz (p>0.05) bulunmustur.
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FLDI A, Ex=365, Em=435 (19060665.0) FLDLA, Ex=365, Em=435 (20060633.0)

10.689 - AFML

10.263 - AFM1

2 4 ] 8 10 2 m 2 4 ] 8 0 2 mij

FLDI A, Ex=365, Em=435 (23060697.0)

s8 - AFMI

—
/ 4

§ ] 10 2
(c)
Sekil 4.3. Isil Isleme Maruz Birakilan B. bifidum Bb 13’iin PBS’de 4 Saatte 5 ng ml™
AFM;’i %26.42 (a), 10 ng ml™ AFM;’i %27.36 (b) ve 20 ng ml™ AFM;’i
%27.68 (c) Oranlarinda Baglama Yeteneklerine Ait HPLC
Kromatogramlari.

Arastirmada kullamlan AFM; konsantrasyonunun (5, 10 ve 20 ng ml™?) 1sil
isleme maruz birakilan test bakterilerinin fosfat tamponu ortaminda AFM;’i
baslangi¢, 4 ve 24 saat i¢inde baglama yetenekleri tizerine 6nemli bir etkisinin
olmadig: istatistiksel olarak belirlenmistir (p>0.05). Ornegin 1s1l isleme maruz
birakilan Lb. acidophilus NCC 36 fosfat tamponunda 5, 10 ve 20 ng ml™* AFM;’i
baslangicta sirasiyla %26.38, %22.07 ve %24.92 oranlarinda baglamistir.

Benzer sekilde; AFM;-bakteri inkiibasyon siiresinin de (baslangig, 4 ve 24 saat)
test bakterilerinin AFM;’i baglama yetenekleri iizerine etkisinin bulunmadigi

(p>0.05) tespit edilmistir. Isil isleme maruz birakilan B. bifidum Bb 13 fosfat
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tamponunda 20 ng ml™ AFM;’i baslangig, 4 ve 24 saat icinde sirasiyla %28.97,
%27.68 ve %24.32 oranlarinda baglamistir (p>0.05).

Is1l isleme maruz birakilan test bakterilerinin fosfat tamponu ortaminda AFM;’i
baglama yetenekleri, canli bakterilere gore daha yiliksek oranda bulunmustur. Canli
Lb. acidophilus NCC 12 fosfat tamponunda 5 ng mlI™* AFM;’i baslangigta %16.05
oraninda baglarken, 1s1l isleme maruz birakildiktan sonra baglama yetenegi %24.08’e
¢ikmistir. Lb. acidophilus NCC 12’nin 1s1l islem muamelesi sonucu baslangigta 5 ng
mli* AFM;’i baglama yetenegindeki artis istatistiksel olarak 6nemli (p<0.05)
bulunmustur. Diger bakterilerin canli veya 6lii olmasinin fosfat tamponu ortaminda
5, 10 ve 20 ng mlI™* AFM;’i baglama yetenekleri iizerine etkisinin istatistiksel agidan
onemsiz (p>0.05) oldugu bulunmustur. Ornegin, AFM;’i nispeten yiiksek oranda
baglama yetenegi gosteren B. bifidum Bb 13 fosfat tamponunda 20 ng ml™* AFM;’i 4
saat icinde %24.02, 1s1l isleme maruz birakildiktan sonra ise %27.68 oraninda
baglayabilmistir.

Bu konuda Pierides ve ark. (2000) tarafindan yapilan benzer bir ¢caligmada, test
bakterilerinin (Lb. lactis ssp. cremoris ARH74 harig) 1s1l isleme maruz birakilmalar
durumunda AFM;’i baglama yeteneklerinde artis goriilmiistiir. Canli Lb. rhamnosus
GG fosfat tamponunda AFM;’in %50.7’sini baglarken, 1si1l islem kullanilarak
Oldiirtilmesi sonucu baglama yetene§inin %57.8’e ¢iktigini belirtmislerdir. Benzer
sekilde; canli ve 1s1l isleme maruz birakilan Lb. acidophilus LA1 susunun fosfat
tamponunda AFM;’i baglama yetenekleri sirasiyla %18.3 ve %25.5 oraninda
bulunmustur. Buna karsin test edilen bakterilerden yalnizca Lb. lactis ssp. cremoris
ARH74 susunun (%40.4) 1s1l islem ile oOldiiriilmesi sonucu AFM;’i baglama
yeteneginde az miktarda diisme goriildiigiinii saptamislardir. Arastirmacilar bu
nedenle AFM;’in laktik asit bakterileri tarafindan baglanmasinda bakterilerin canli
olup olmamasimin 6n sart olmadigmni ve AFM;’in ortamdan uzaklastirilmasinin
metabolik bir yikimdan ¢ok, hiicre duvari ile ilgili fiziksel bir olusum oldugunu 6ne
stirmiislerdir.

Var ve Kabak (2004), analiz ettikleri 8 laktik asit bakterisinin 1s1l isleme maruz
birakilmas: durumunda fosfat tamponu ve rekonstitiie siitte AFM;’i baglama

yeteneklerinin énemli dlglide arttigini belirlemiglerdir. Isil isleme maruz birakilan
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test bakterilerinin 100 ng ml™ AFM;’i 24 saat icinde fosfat tamponunda baglama
yeteneklerini %31.3-61.9 oraninda bulmuslardir. Test bakterilerine 1s1l islem
muamelesi yapilmasi durumunda fosfat tamponunda AFM;’i baglama yeteneklerinde
canli bakterilere oranla %2.3-16.6 oraninda artis gériilmiistiir.

El-Nezami ve ark. (1998b) Lb. rhamnosus GG ve Lb. rhamnosus LC 705’in 1s1l
isleme maruz birakilmalar1 durumunda fosfat tamponunda AFB;’i baglama
yeteneklerinde artis goriildiigiinii vurgulamiglardir. Arastirmacilar, canli ve 1sil
isleme maruz birakilan Lb. rhamnosus GG’nin fosfat tamponu ortaminda AFB;’i
baglama yeteneklerini sirasiyla %51.5 ve %69.5 oraninda bulmuglardir. Benzer
sekilde, Thyagaraja ve Hosono (1994) Lb. casei’nin otoklav edilmesi sonucunda
fosfat tamponunda AFB;’i ortamdan uzaklagtirma yeteneginin onemli oOlgiide
arttigin1 bildirmislerdir. Haskard ve ark. (2001) laktik asit bakterilerinin mutajenik
maddeleri baglamasinda hiicre duvar1 polisakkariti ve peptidoglikanin en 6nemli 2
faktor oldugu ve 1sil islemin bu komponentleri 6nemli Slglide etkiledigini One
stirmiislerdir. Arastirmacilar 1s1l islem uygulamasinin analiz ettikleri bakterilerin
fosfat tamponunda AFB;’i baglama yetenegini biliyilk oranda artirdigini
saptamislardir. Ornegin; yakult bakterisi olarak da bilinen Lb. casei Shirota fosfat
tamponunda AFB;’in %21.8’ini baglarken, bakterinin 1sil isleme maruz birakilmasi
sonucu AFB;’i baglama yetenegi hemen hemen 2 katina (%41.5) ¢ikmistir. Benzer
sekilde canli ve 1s1l isleme maruz birakilan Propionibacteria freudenreichii subsp.
shermanii JS fosfat tamponunda AFB;’i sirasiyla %22.3 ve %67.3 oranlarinda
baglamistir. Diger yandan, arastirmacilarin analiz ettikleri 12 laktik asit bakterisinden
yalnizca Lb. lactis subsp. lactis’in 1si1l iglem ile inaktive edilmesi sonucu AFB;’i
baglama yeteneginde (%58.1) canli kullanilmasina (%59) oranla az miktarda da olsa
diisme goriilmiistiir.

Arastirmada analiz yonteminin hassasiyeti de belirlenmis olup bu amagla her
denemede AFMy’1 fosfat ¢ozeltisinden geri alma ¢aligmasi yapilmistir. 5, 10 ve 20 ng
ml*  konsantrasyonundaki AFM;’in  farkli inkiibasyon siirelerinde  fosfat
tamponundan geri alma oranlar1 Cizelge 4.1’de verilmistir. Bu sekilde test
bakterilerinin baglama yetenekleri ve analiz yonteminden kaynaklanan AFM;

kayiplar1 belirlenmistir. Fosfat tamponu ¢ozeltisinde yapilan geri alma calismalari
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sonucunda, inkiibasyon siiresine ve toksin konsantrasyonuna bagli olarak AFM;’in
%82.24-89.23 oraninda geri alindig1 saptanmustir. Sekil 4.4’de arastirmada kullanilan
5,10 ve 20 ng ml™ konsantrasyonlarindaki AFM;’in fosfat tamponunda 4 saat i¢inde
sirastyla 4.36  (%87.18), 8.55 (%85.53) ve 17.14 (%85.68) ng ml ™’ sinin geri
alinmasiyla ilgili pozitif kontrol kromatogramlart ve AFM; negatif kontrol
kromatogrami verilmistir. Arastirmada kullanilan inkiibasyon siiresinin AFM;’i
fosfat tamponundan geri alma oranlar {izerine etkisinin istatistiksel olarak dnemsiz
(p>0.05) oldugu bulunmustur. Ornegin; 5 ng ml™* konsantrasyonundaki AFM;’in
baslangig, 4 ve 24 saat inkiibasyon sonucunda sirasiyla %=89.23, %87.18 ve
%86.42°sinin  geri alindig1 belirlenmistir. Benzer sekilde, AFMj’in fosfat
tamponundan geri alinma degeri {izerine uygulanan toksin konsantrasyonunun da bir
etkisinin olmadig1 (p>0.05) saptanmistir. Bakterilerinin bulunmadig1 ortamda 24 saat
inkiibasyon sonunda 5, 10 ve 20 ng ml™* konsantrasyonundaki AFM;’in fosfat
tamponu ¢ozeltisinden geri alma oranlari sirastyla %86.42, %84.27 ve %83.71 olarak
bulunmustur. Fosfat tamponu ve rekonstitiie siit ortaminda AFMj’in geri alinma
degerlerinin ITK ve ELISA yontemleri ile belirlendigi arastirmalar da
bulunmaktadir. Kabak ve Var (2004), ITK kullanarak yaptiklari galismada fosfat
tamponunda 100 ng ml* AFM;’in geri alma degerlerini (pozitif kontrol) %90
oraninda bulmuslardir. Benzer sekilde Var ve Kabak (2004) test bakterilerinin 100
ng ml™ AFM;’i baglama yeteneklerini ELISA yéntemi ile arastirdiklari calismada,

fosfat tamponunda geri alma oranini %98.8 oraninda bulmuslardir.
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Sekil 4.4.PBS Tamponunda 5 (a), 10 (b), 20 (c) ng mI™* AFM;’in Geri Alinmasina
Ait Pozitif Kontrol ve AFM; Negatif Kontrol (d) Kromatogramlari.

4.1.1.3. Fosfat Tamponu Ortaminda Bakteri-AFM; Kompleksi Stabilitesinin

Belirlenmesi

Test bakterilerinin (10° kob ml™) fosfat tamponu ortaminda AFM;’i geri
doniisiimlii olarak baglayip baglamadigim tespit etmek amaciyla, AFM;’in (5 ngml™)
test bakterileri tarafindan 4 saat inkiibasyon siiresince baglandiktan sonra, serbest
kalarak tekrar fosfat tamponuna gecme egilimleri belirlenmistir. Bakterilerin fosfat
tamponu ortaminda 5 ng ml™ konsantrasyonundaki AFM;’i baglama yetenekleri ve
bakterilerin fosfat tamponu ile yikanmasi sonucu serbest kalarak sivi ¢ozeltiye gecme

oranlar1 Cizelge 4.3’de verilmistir.
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Cizelge 4.3. Fosfat Tamponu Ortaminda Canli Test Bakterilerinin (10® kob mlI™) 4
Saat Icinde Bagladigt AFM:’in (5 ng ml™) Tekrar Fosfat Tamponuna
Geg¢me Oranlari.

Bakteri % baglanan AFM; (ort+sD, n=3)*  PBS’ye gegen %S;AbFMl (ort£sD,
n=
Lb. acidophilus NCC 12 17.47+5.61 8.18+3.53
Lb. acidophilus NCC 36 23.47+2.59 6.71+2.73
Lb. acidophilus NCC 68 16.29+6.59 5.73+1.14
B. bifidum Bb13 25.02+5.55 5.62+2.93
B. bifidum NCC 381 16.62+3.63 7.81+2.05
Lb. rhamnosus 22.19+2.97 8.54+1.68

210° kob mI™ yogunlugundaki test bakterilerinin 5 ng mI™ AFM; ile 24 saat inkiibasyon sonucunda bagladiklar1 % AFM; orani.

®10° kob ml™ yogunlugundaki test bakterilerinin 5 ng ml* AFM; ile 24 saat inkiibasyon sonucunda bagladiklar1 AFM;’in 5 ml
PBS (AFM; igermeyen) ile yikanmasi sonucu serbest kalarak fosfat tamponuna gegen % AFM; oran.

Canl Lb. acidophilus NCC 12’nin (10% kob ml™) fosfat tamponunda 4 saat

icinde 5 ng ml™ AFM;’i %17.47 oraninda baglama yetenegine ait ve bakterilerin 5

ml fosfat tamponu ¢ozeltisi ile (AFM; igermeyen) yikanmasi sonucu serbest kalarak

tekrar s1v1 ¢ozeltiye gecen (%8.18) AFM;’e ait HPLC kromatogramlar1 Sekil 4.5°de

gosterilmistir.

FLDI A, Ex=365, Em=435 (13050612.0)

A

10.253 - AFML

—
2 4

——
8 0 2 nit

FLDLA, Ex=365, Em=435 (23060666.0)

o.s88 - AFM1
N

{;

—
2 4

— 77—
8 10 2 mr

@

(b)

Sekil 4.5.Canl1 Lb. acidophilus NCC 12’nin (10° kob mI™) PBS’de 4 Saatte 5 ngml™
AFM;’1 %17.47 Oraninda Baglama Yetenegine (a) ve Hiicrelerin 5 ml PBS
fle Yikanmasi Sonucu Serbest Kalan AFM; Oranina (%8.18) Ait (b) HPLC
Kromatogramlari.

Cizelge 4.3’1in incelenmesiyle de goriilebilecegi gibi fosfat tamponu ortaminda

baglanan AFM;’in, sustan susa farklilik gostermekle birlikte belirli oranlarda tekrar
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fosfat tamponuna gectigi belirlenmistir. 5 ng ml™ AFM); igeren fosfat tamponunda 4
saat icerisinde test bakterileri tarafindan farkli oranlarda (%16.29-25.02) baglanan
AFMy’in stabilitesini koruyamayarak %5.62-8.54 arasinda degisen oranlarda fosfat
tamponuna gegtigi saptanmustir. 5 ng ml™ konsantrasyonunda AFM; igeren fosfat
tamponu ortaminda 24 saat igerisinde B. bifidum Bb 13 tarafindan %25.02 oraninda
baglanan AFM;’in %5.62’sinin tekrar fosfat tamponuna gectigi belirlenmistir. Test
bakterileri tarafindan baglanan AFM;’in fosfat tamponuna ge¢me oranlari arasindaki
farklilik istatistiksel olarak 6nemsiz (p>0.05) bulunmustur.

Literatiirde fosfat tamponunda laktik asit bakterilerinin AFM;’i baglamalarinin
geri  donlisimli  olup olmadigint  belirlemeye yonelik herhangi bir veri
bulunmamaktadir. Diger yandan, bu konuda AFB; ile ilgili yapilmis baz1 ¢alismalar
bulunmaktadir. Peltonen ve ark. (2001), test bakterilerinin 5 pg ml™ AFBy’i fosfat
tamponunda baglama yetenegini belirledikten sonra, bakterileri 5 defa AFB;
icermeyen fosfat tamponu ile yikayarak, baglanamanin geri doniisiimlii olup
olmadigin1 arastirmiglardir. Lactobacillus-AFB; kompleksinin (Lb. amylovorus
CSCC 5160, Lb. amylovorus CSCC 5197 ve Lb. rhamnosus Lc 1/3) degisik
oranlarda (sirastyla %94.4, %74.2 ve %27.8) serbest kalarak fosfat tamponuna
gectigi goriilmiistiir. Arastiricilar, kompleksden ayrilarak fosfat tamponuna gegen
AFB;’in, en yiiksek oranda 1. yikamada goriildiigiini, Lb. amylovorus CSCC 5160,
Lb. amylovorus CSCC 5197 ve Lb. rhamnosus LC 1/3 suslarinin bagladigi AFB;’in
sirastyla %48.6, %30.7 ve %26.5’inin s1v1 ¢ozeltiye gectigini tespit etmiglerdir. Diger
yandan, AFB;-bakteri, kompleksinin 5 defa fosfat tamponu ile yikanmasi sonucunda
Lb. amylovorus CSCC 5160, Lb. amylovorus CSCC 5197 ve Lb. rhamnosus Lc 1/3
suslarinin bagladigi AFB;’in sirasiyla %94.4, %74.2 ve %27.8’inin serbest kaldigin
saptamislardir. Benzer sekilde Haskard ve ark. (2001) test ettikleri 12 canli laktik asit
bakterisinin AFB; (5 ug ml™) ile olusturduklari kompleksin 5 defa 1.5 ml fosfat
tamponu ile yikanmasi sonucunda bagladiklart AFB1’in %11.5-38.6 oraninda serbest
kaldigin1 gostermislerdir. Arastirmacilar ayrica, 1sil isleme maruz birakilan test
bakterilerinin bagladigi AFB;’in de (%35.5-84.1) 5 defa fosfat tamponu ile yikama

sonucunda hiicreden ayrilarak serbest forma ge¢me oranlarmni %17.3-39.9 arasinda
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bulmuslardir. Bu verilerden de goriilebilecegi gibi toksinin kompleksden ayrilarak

serbest forma ge¢mesinde kullanilan bakteri susu da 6nemli bir rol oynamaktadir.

4.1.2. Test Bakterilerinin Rekonstitiie Siitte AFM;’i Baglama Yetenegi

Test bakterilerinin fosfat tamponunda AFM;’i baglama yeteneklerinde
inkiibasyon siiresinin 6nemli bir etkisinin bulunmamasi nedeniyle canli ve 1s1l isleme
maruz birakilan bakterilerin rekonstitiie siit (opH 6.5) ortaminda 5, 10 ve 20 ng ml™
AFM7’i baglama yeteneklerinde inkiibasyon siiresi olarak, Sindirim siiresi goz oniine

aliarak yalnizca 4 saat kullanilmigtir.

4.1.2.1. Canh Test Bakterilerinin Rekonstitiie Siitte AFM;’i Baglama Yetenegi

Arastirma kapsaminda kullanilan laktik asit bakterilerinin AFM;’i fosfat
tamponu yani sira gida maddesi i¢inde de baglama yetenegini tespit etmek amaciyla
gida materyali olarak rekonstitiie siit kullanilmistir. Arastirma kapsaminda kullanilan
bakterilerin (10® kob ml™®) 4 saat inkiibasyon siiresi icinde gida modeli olarak
kullanilan rekonstitiie siitte 5, 10 ve 20 ng ml™t AFMy’i baglama yetenekleri Cizelge

4.4°de verilmistir.

Cizelge 4.4. Test Bakterilerinin Rekonstitiie Siit Ortaminda 4 Saat Inkiibasyon Siiresi
Icinde AFM;’i Baglama Yetenekleri.

Bakteri % baglanan AFM; (ortalama + sD, n=3)

5ng ml* 10 ng ml™* 20 ng ml*
Lb. acidophilus NCC 12 15.44+4.66 14.84+5.12 14.37+£1.34
Lb. acidophilus NCC 36 22.70+3.36 21.76+7.19 22.47+1.82
Lb. acidophilus NCC 68 9.55+3.60 7.85+1.59 10.51+2.63
B. bifidum Bb 13 25.94+6.48 23.97+5.13 24.59+6.00
B. bifidum NCC 381 15.95+3.17 15.49+3.45 18.63+5.46
Lb. rhamnosus 21.74+3.56 22.14+4.95 20.41+1.38
Geri alma (%) 82.08+3.27 81.24+1.93 80.97+3.17
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Test bakterilerinin rekonstitiie siitte AFM;’1 baglama yetenegi kullanilan susa
ve toksin konsantrasyonuna bagl olarak farklilik gdstermistir. Test bakterilerinin 4
saat iginde rekonstitiie siitte 5 ng ml® AFM;’i baglama yetenegi %9.55-25.94
arasinda degisiklik gostermistir. Test bakterilerinin 5 ng ml? AFMy’i baglama
yetenekleri arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli (p<0.05) bulunmustur. Test
bakterileri iginde rekonstitiie siitte AFM;’i en yiiksek baglama yetenegini B. bifidum
Bb13 gosterirken, Lb. acidophilus NCC 68 AFM;’in yalnizca %9.55’ini baglayarak
en diisiik aktivite goOsteren sus olarak saptanmistir. Bakterilerin 4 saat iginde
rekonstitiie siitte 10 ve 20 ng ml™ AFM;’i baglama yetenekleri ise sirasiyla %7.85-

23.97 (p<0.05) ve %10.51-24.59 (p<0.05) arasinda degisiklik gostermistir.

FLDLA, Ex=365, Em=435 (01070665.0) FLD1A, Ex=365, Em=435 (01070687.0)
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/ 4 § 8 ] 2 it 2 4 f 8 0 0 mp

FLDI A, Ex=365, Em=435 010706%3.0)

10.837 - AFEML

— T
1 4

6 8 10 0 min
(c)
Sekil 4.6. Canl1 B. bifidum Bb 13’iin (108 kob ml'l) Rekonstitiie Siitte 4 Saatte 5 ng
mli* AFM1’i %25.94 (a), 10 ng mlI™* AFM;’i %23.97 (b) ve 20 ng ml™
AFM7’i %24.59 (c) Oranlarinda Baglamasina Ait HPLC
Kromatogramlari.
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B. bifidum Bb 13’iin rekonstitiie siit ortaminda 4 saat icinde 5, 10 ve 20 ng ml™
AFM’1 sirastyla %25.94, %23.97 ve %?25.49 oraninda baglama yeteneklerine ait
HPLC kromatogramlar1 Sekil 4.6’da verilmistir.

Diger yandan, rekonstitiie siitte bakterilerin AFM;’1 baglama yeteneklerinde
toksin konsantrasyonunun etkisi istatistiksel olarak 6nemsiz (p>0.05) bulunmustur.
Ornegin, AFM;’i nispeten yiiksek oranda baglama yetenegi gdsteren B. bifidum Bb
13’iin rekonstitiie siitte 5, 10 ve 20 ng ml™ AFM;’i baglama yetenekleri sirasiyla
%25.94, %23.97 ve %24.59 olarak bulunmustur. Benzer sekilde, Lb. rhamnosus’un
rekonstitiie siitte 5, 10 ve 20 ng ml™> AFM;’i baglama yetenekleri sirastyla %21.74,
%22.14 ve %20.41 olarak gerceklesmistir.

Canli test bakterilerinin 4 saat inkiibasyon siiresi i¢inde fosfat tamponu ve
rekonstitiie siit icinde 5 ng ml" AFM;’i baglama yeteneklerinin karsilastiriimasi
durumunda, sustan susa bazi farkliliklar goriilmesine karsin, test bakterilerinin (B.
bifidum Bb 13 harig) rekonstitiie siit ortaminda AFM;’i daha diisiik oranda baglama
yetenegi gosterdigi belirlenmistir. Ornegin; Lb. acidophilus NCC 36, 4 saat i¢inde
PBS ortaminda 5 ng ml' AFM;’in %23.47’sini baglarken, rekonstitiie siitte
%15.44’{inii baglayabilmistir. Diger yandan, B. bifidum Bb 13, 4 saat i¢inde 5 ng ml’
! AFM;’i PBS ve rekonstitiie siit ortaminda baglama yetenekleri sirasiyla %25.02 ve

%25.94 oraninda bulunmustur (Sekil 4.7).

EX PBS B rekonstitiie siit |

% AFM1 baglama

R
Lb. acidophilus Lb. acidophilus Lb. acidophilus B. bifidum Bb B. bifidum  Lb. rhamnosus
NCC 12 NCC 36 NCC 68 13 NCC 381

Bakteri

Sekil 4.7. Test Bakterilerinin 4 Saat icinde PBS ve Rekonstitiie Siitte 5 ng ml™
AFM;’1 Baglama Yeteneklerinin Karsilastirilmasi.
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Test edilen bakteriler arasinda yalmizca Lb. acidophilus NCC 36 ve Lb.
rhamnosus’un 10 ng mI™* AFM;’i baglama yetenekleri rekonstitiie siit ortamida PBS
ortamina gore daha yiiksek bulunmustur. B. bifidum Bb 13, 4 saat inkiibasyon siiresi
icinde PBS ve rekonstitiie siitte 10 ng ml™? AFM;’in strastyla %24.16 ve %23.97’sini
baglayabilmistir. Benzer sekilde; 4 saat inkiibasyon siiresi i¢inde AFM;’e her iki
ortamda da en diisiik baglanma yetenegi gosteren Lb. acidophilus NCC 68, PBS
ortaminda 10 ng ml™ AFM;’in %12.55ini baglarken, reskonstitiie siit ortaminda
%7.85’ini baglayabilmistir. Buna karsin, Lb. rhamnosus PBS ortamda 10 ng ml™
AFM7’in %20.53’1linii, rekonstitiie siit ortaminda ise %22.14’linli bagladig1 tespit
edilmistir.

Canli test bakterilerinin 4 saat i¢inde 20 ng ml™? AFMy’i fosfat tamponu Ve
rekonstitlie siit ortaminda baglama yeteneklerinin karsilagtirilmasi durumunda ise;
analiz edilen bakteriler arasinda yalnizca B. bifidum Bb 13’iin 20 ng ml™* AFM;’i
baglama yetenegi gida modeli olarak kullanilan rekonstitiie siitte (24.59) PBS
ortamina oranla (%24.02) daha yiiksek bulunmustur.

Canli test bakterilerinin AFM;’1 baglama yeteneklerinde kullanilan iti¢ farklh
toksin konsantrasyonunda da ortam farkliliginin etkisi istatistiksel olarak Snemsiz
(p>0.05) bulunmustur. Test bakterilerinin PBS ve rekonstitiie siit ortaminda sirasiyla
10 ve 20 ng mI™* AFM;’i baglama yeteneklerinin karsilastirmali gésterimi Sekil 4.8

ve 4.9°da verilmistir.

35 - | &5 PBS # rekonstitiie siit |
30 A
©
E 25 1
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'® 20
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L
< 10 4
X
5 4
0
Lb. acidophilus Lb. acidophilus Lb. acidophilus B. bifidum Bb B. bifidum  Lb. rhamnosus
NCC 12 NCC 36 NCC 68 13 NCC 381
Bakteri

Sekil 4.8. Test Bakterilerinin 4 Saat Icinde PBS ve Rekonstitiie Siitte 10 ng ml™?
AFM;’1 Baglama Yeteneklerinin Karsilastirilmasi.
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Lb. acidophilus Lb. acidophilus Lb. acidophilus B. bifidumBb  B. bifidum  Lb. rhamnosus
NCC 12 NCC 36 NCC 68 13 NCC 381
Bakteri

Sekil 4.9. Test Bakterilerinin 4 Saat iginde PBS ve Rekonstitiie Siitte 20 ng ml™
AFM;’1 Baglama Yeteneklerinin Karsilastirilmas.

Bu konuda yapilan bir ¢alismada, Pierides ve ark. (2000) canli Lb. rhamnosus
GG susunun AFM;’i baglama yeteneginin siitte Onemli Olclide distiiglini
saptamiglardir. Arastirmacilar Lb. rhamnosus GG’nin fosfat tamponunda 15-16 saat
icinde AFM7’in %50.7’sini bagladigini, buna karsin yag1 azaltilmis siitte baglama
yeteneginin %18.8’e diistiiglini saptamislardir. Diger yandan, Lb. rhamnosus LC-
705 susunun fosfat tamponunda 150 ng ml™ AFM;’i %46.3 oraninda baglarken, yag1
azaltilmig siitte (37 g protein/100 g) baglama yeteneginin %69.6 degerlerine
yiikseldigini bulmuslardir. Bununla birlikte canli Lb. rhamnosus GG ve Lb.
rhamnosus LC-705 suslarmin siitte (25 g protein/100 g) 15-16 saat icinde AFM;’i
baglama yeteneklerini sirasiyla %26 ve %63.6 oranlarinda bulundugunu tespit
etmislerdir. Laktik asit bakterilerinin AFM;’1 baglama yeteneklerinde fosfat tamponu
ve siit ortaminda farkli baglama degerlerinin goriilmesinin siitte girisim faktdrlerinin
fazlaligindan oldugu ileri siiriilmektedir. Arastirmacilar, AFM;’in test bakterileri
tarafindan baglanmasinda yagi azaltilmig siitte baglanmada meydana gelen %10
oraninda azalmanin arastirmada kullanilan siit 6rneklerinin farkli protein igeriklerine
sahip olmasindan kaynaklandigin1 diistinmiislerdir. AFM;7’in siitte o6zellikle siit
proteinlerine baglandigini bildirmislerdir. Bu konuda yapilan bir ¢alismada, siite

proteolitik enzim ilave edilmesi sonuicu AFM; miktarinda, proteolitik enzim ilave
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edilmemis siitlere oranla %30.7 oraninda azalma goriilmiistiir (Brackett ve Marth,
1982).

Bu konuda yapilan diger bir ¢alismada ise yogurt bakterilerinin rekonstitiie
sitte 10 ng mlt AFM;’i baglama yetenekleri fosfat tamponuna oranla artis
goriilmiistiir. Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus’un AFM;’i baglama yetenegi fosfat
tamponunda %18.7 iken rekonstitiie siitte %27.56’ya ylikselmistir. Benzer sekilde
Streptococcus thermophilus ST-36 susunun AFM;’i baglama yetenegi rekonstitiie
siitte %9.74 oraninda artmistir. Arastirmadan elde edilen veriler Streptococcus
thermophilus ST-36 susunun AFM;’e kars1 daha yiiksek ilgi duydugunu géstermistir
(Sarimehmetoglu ve Kiipliilii, 2004).

8 laktik asit bakterisinin rekonstitiie siitte AFM;’i baglama yeteneklerinin
ELISA yontemiyle arastirildigi bir ¢alismada, test bakterilerinin AFM;’1 baglama
yeteneklerinin %19.3-38.3 arasinda degisiklik gosterdigi saptanmustir. Arastirmacilar
analiz edilen bakterilerin AFM;’i baglama yeteneklerinin, rekonstitiie siitte fosfat
tamponuna gore diisme egilimi goriilmesine karsin, test edilen 8 laktik asit
bakterisinden yalmizca B. longum Bl 24 susunun AFM;’i baglama yetenegi
rekonstitiie siitte istatistiksel olarak diigiitk bulunmustur (p<0.05). B. bifidum Bl 24
fosfat tamponunda 100 ng ml™ AFM;’in %34.3’iinii baglarken, rekonstitiie siitte
%26.8’ini baglayabilmistir (Var ve Kabak, 2004).

4.1.2.2. Isi isleme Maruz Birakilan Bakterilerin Rekonstitiie Siitte AFM’i

Baglama Yetenegi
Isil isleme maruz birakilan bakterilerin rekonstitiie siit ortaminda 4 saat

inkiibasyon siiresi i¢inde 5, 10 ve 20 ng ml™ AFM’i baglama yetenekleri Cizelge

4.5°de verilmistir.
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Cizelge 4.5.Is11 Isleme Maruz Birakilan Test Bakterilerinin Rekonstitiie Siit
Ortammnda 4 Saat Inkiibasyon Siiresi Iginde AFM;’i Baglama

Yetenekleri.

Bakteri % baglanan AFM; (ortalama =+ sD, n=3)

5ng ml™ 10 ng ml* 20 ng ml*
Lb. acidophilus NCC 12 19.02+0.77 16.60+3.42 18.96+1.35
Lb. acidophilus NCC 36 23.73+2.52 24.13+4.67 25.07+7.96
Lb. acidophilus NCC 68 15.36+4.28 12.85+3.09 15.92+5.51
B. bifidum Bb 13 25.41+4.60 25.64+3.18 27.31+£1.82
B. bifidum NCC 381 21.36+£1.91 17.12+2.64 22.24£7.77
Lb. rhamnosus 25.13+6.19 22.86+9.33 26.27+1.92

Cizelge 4.5’den de goriilebilecegi gibi 1s1l isleme maruz birakilarak oldiiriilen
test bakterilerinin 4 saat inkiibasyon siiresi iginde rekonstitiie siitte 5, 10 ve 20 ngml™
AFM;’1 baglama yetenekleri sirasiyla %15.36-25.41, %12.85-25.64 ve %15.92-27.31
arasinda degisiklik gostermistir.

Oldiiriilen bakterilerin 5 ng mI™™ AFM;’i baglama yetenekleri arasindaki fark
istatistiksel olarak onemli (p<0.05) bulunmustur. Kullanilan bakteriler arasinda B.
bifidum Bb13, 5 ng ml™ AFM;’in %25.41’ini baglarken, Lb. acidophilus NCC 68
yalnizca %15.36’sim baglayabilmistir. Benzer sekilde 10 ng ml™ AFM;’in test
bakterileri tarafindan baglanma degerleri arasindaki farkin istatistiksel olarak énemli
(p<0.05) oldugu belirlenmistir. Buna karsin, 20 ng ml™? AFM;’in 1s1] isleme maruz
birakilan test bakterileri tarafindan benzer oranlarda baglandigi, baglama degerleri
arasindaki farkliligin istatistiksel olarak 6nemli olmadigi (p>0.05) saptanmustir.

Oldiiriilen test bakterilerinin AFM;’i baglama yetenekleri iizerine toksin
konsantrasyonunun etkisi ise istatistiksel olarak Onemsiz (p>0.05) bulunmustur.
Ornegin 1s1] isleme maruz birakilan Lb. rhamnosus rekonstitiie siit ortaminda 4 saat
icinde 5, 10 ve 20 ng ml™? AFM’i sirastyla 9%25.13, %22.86 ve %26.27 oranlarinda
baglama yetenegi gostermistir.

Isil isleme maruz birakilan B. bifidum Bb 13’iin rekonstitiie siitte 4 saat i¢inde
5, 10 ve 20 ng ml™? AFM;’1 sirastyla %25.41, %25.64 ve %?27.31 oranlarinda

baglama yeteneklerini gosteren HPLC kromatogramlar1 Sekil 4.10°da verilmistir.
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FLDI A, Ex=365, Em=435 (01070638.0) FLDI A, Ex=365, Em=435 (01070685.0)

FLDIA, Ex=365, Em=435 010706%6.0)

10.8a8 - AFML

BN DR DR AT DR A
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Sekil 4.10. Isil Isleme Maruz Birakilan B. bifidum Bb 13’iin Rekonstitiie Siitte 4 Saat
Icinde 5 ng mI™t AFM1’i %25.41 (a), 10 ng mI™ AFM;’i %25.64 (b) ve
20 ng mI™ AFM;’i %27.31 (c) Oranlarinda Baglama Yeteneklerine Ait
HPLC Kromatogramlari.

Rekonstitiie siit ortaminda 5 ve 10 ng mlt AFM 1’in test bakterileri tarafindan
baglanmasinda kullanilan bakterilerin canli olup olmamasinin istatistiksel agidan
onemsiz oldugu (p>0.05) saptanmistir. Benzer sekilde Lb. acidophilus NCC 36, Lb.
acidophilus NCC 68, B. bifidum Bb13 ve B. bifidum NCC 381’in canli veya o6lii
olmasmin rekonstitiie siit ortaminda 20 ng ml™* AFM;’i baglama yetenegi arasindaki
fark da istatistiksel acidan onemsiz (p>0.05) bulunmustur. Ornegin, canli Lb.
acidophilus NCC 36 rekonstitiie siitte 4 saat i¢inde 20 ng ml™ AFM;’in %22.47’sini
baglarken, 1s1l islem kullanilarak 6ldiirtilmesi sonucu %25.07’sini baglamistir. Buna
karsin, Lb. acidophilus NCC 12 ve Lb. rhamnosus’un rekonstitiie siit ortaminda 20

ng mI™ AFM;’i baglama yetenegi, 1s1l islem ile Sldiiriilmesi sonucu istatistiksel
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olarak artis (p<0.05) géstermistir. Canli Lb. acidophilus NCC 12, ortamda bulunan
AFM7’in %14.37°sini1 baglarken 1s1l islem ile Oldiriilmesi sonucu %18.96’sm1
baglamistir. Benzer sekilde, canli ve 1sil isleme maruz birakilan Lb. rhamnosus
rekonstitiie siit ortammda 20 ng ml* AFM;’in sirasiyla %20.41 ve %26.27’sini
baglama yetenegi gostermistir.

Var ve Kabak (2004), 1sil isleme maruz birakilan 8 laktik asit bakterisinin
rekonstitliie siitte AFM;’i baglama yeteneklerini ELISA yontemiyle arastirdiklari
calismada, test bakterilerinin AFM;’i baglama yeteneklerinin %24.6-51.5 arasinda
degistigini saptamiglardir. Isil isleme maruz birakilan test bakterilerinin rekonstitiie
siitte baglama yeteneklerinde, fosfat tamponuna (%31.3-61.9) gore %3.5-10.4
arasinda degisen oranlarda azalma gozlemislerdir. Arastirmacilar ayrica 1sil islem
uygulamasimin test bakterilerinin rekonstitiie siitte AFM;’i baglama yeteneklerini
canli bakterilere oranla 9%0.5-10 arasinda degisen oranlarda artirdiginm
belirlemislerdir.

Isil isleme maruz birakilarak oldiiriilen test bakterilerinin 5 ng mil* AFM/’1
PBS ve rekonstitiie siitte baglama yetenekleri arasindaki farklilik istatistiksel olarak
onemsiz bulunmustur. Test bakterileri arasinda nispeten yiiksek oranda baglama
yetenegi gosteren B. bifidum Bb 13’tin 5 ng ml* AFM;’i 4 saat icinde, PBS
ortaminda %26.42, rekonstitiie siit ortaminda ise %25.41 oraninda bagladigi
goriilmistiir. Isil isleme maruz birakilan bakteriler arasinda yalnizca Lb.
rhamnosus’un 5 ng mlI™* AFM;’i baglama yetenegi rekonstitiie siitte (%25.13) PBS
ortamina oranla (%24.59) daha yiliksek bulunurken, farklilik istatistiksel agidan
onemsizdir (p>0.05).

Isil isleme maruz birakilan test bakterilerinin 5 ng ml? AFM;i PBS ve
rekonstitiie siitte baglama yeteneklerinin karsilagtirmali gosterimi Sekil 4.11°de
verilmistir.

Oldiiriilen bakteriler arasinda Lb. acidophilus NCC 68 hari¢ diger tiim
bakterilerin 10 ng ml* AFM;’i PBS ve rekonstitiie siitte baglama yetenekleri
istatistiksel olarak farkli (p>0.05) bulunmamustir. Lb. acidophilus NCC 68, 10 ngml™
AFM;’1 PBS ortaminda %19.29 oraninda baglarken, rekonstitiie siitte %12.85’ini

baglayabilmistir (p<0.05). 20 ng ml™* AFMy’in 6ldiiriilen test bakterileri tarafindan
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baglanmasinda ortam farkliliginin etkisi ise istatistiksel olarak &nemsiz (p>0.05)

bulunmustur.

| % PBS ® rekonstitiie siit |

40 -
35 4
30 4
25 4
20 A
15 A
10 A
5 4

% AFM1 baglama

Lb. acidophilus Lb. acidophilus Lb. acidophilus B. bifidum Bb B. bifidum  Lb. rhamnosus
NCC 12 NCC 36 NCC 68 13 NCC 381

Bakteri

Sekil 4.11.Is1l isleme Maruz Birakilan Test Bakterilerinin 4 Saat iginde PBS ve
Rekonstitiie  Siitte 5 ng ml* AFM;’i Baglama Yeteneklerinin

Karsilastirilmasi.

Isil isleme maruz birakilan test bakterilerinin 4 saat icinde PBS ve rekonstitiie
siitte sirasiyla 10 ve 20 ng ml™? AFM;’i baglama yeteneklerinin karsilagtirmali

gosterimi Sekil 4.12 ve 4.13’de yer almaktadir.

| % PBS # rekonstitiie siit |

oo

% AFM1 baglama

Lb. acidophilus Lb. acidophilus Lb. acidophilus B. bifidum Bb B. bifidum  Lb. rhamnosus
NCC 12 NCC 36 NCC 68 13 NCC 381

Bakteri

Sekil 4.12.Is1l isleme Maruz Birakilan Test Bakterilerinin 4 Saat I¢inde PBS ve
Rekonstitiie  Siitte 10 ng ml™ AFM;’i Baglama Yeteneklerinin

Karsilagtirilmasi.
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Sekil 4.13.Is1l isleme Maruz Birakilan Test Bakterilerinin 4 Saat Icinde PBS ve
Rekonstitie Siitte 20 ng ml* AFM;’i Baglama Yeteneklerinin
Karsilagtirilmasi.

Test bakterilerinin rekonstitiie siit ortaminda farkli konsantrasyonlardaki
AFM;’i baglama yetenegini bulmak ve yontem performansini tespit etmek amaciyla
AFM;’1 rekonstitiie siit ortamindan geri alma oranlar1 (pozitif kontrol) belirlenmistir.
Cizelge 4.6’dan da goriilebilecegi gibi 5, 10 ve 20 ng ml™ konsantrasyondaki
AFM7’in 4 saat inkiibasyon siiresi i¢inde rekonstitiie siitten sirasiyla 4.10 (%82.08),
8.12 (%81.24) ve 16.19 (%80.97)’unun geri alindig1 goriilmiistiir. 5 ng ml™? AFM;’in
geri alma orani kullanilan diger toksin konsantrasyonlaria gore (10 ve 20 ng ml™?)
daha ytiksek bulunmasina karsin, AFM;’in rekonstitiie siitten geri alinmasinda toksin
konsantrasyonunun etkisi istatistiksel olarak dnemsiz (p>0.05) bulunmustur.

Arastirmada kullamlan 5, 10 ve 20 ng ml™ AFM;’in rekonstitiie siitten sirasiyla
%82.08, %81.24 ve %80.97 oranlarinda geri alinmasiyla ilgili pozitif kontrol ve
AFM;1 negatif kontrol kromatogrami Sekil 4.14°de verilmistir.

AFM;’in 4 saat i¢inde fosfat tamponu ve rekonstitiie siitten geri alma oranlari
karsilagtirildiginda AFM;’in fosfat tamponundan daha yiiksek oranda geri alindigi
belirlenmistir. Buna karsin, AFMj’in geri alinmasinda ¢aligilan tiim toksin
konsantrasyonlarinda ortam farkliliginin etkisi istatistiksel agidan 6nemsiz (p>0.05)
bulunmustur. Ornegin; fosfat tamponu ortaminda 4 saat inkiibasyon siiresi icinde 5
ng ml? AFMy’in geri alinma oran1 %87.18, rekonstitiie siitte ise %82.08 olarak

gergeklesmistir.
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Sekil 4.14. Rekonstitiie Siitte 5 (a), 10 (b), 20 (c) ng mlI* AFM;’in Geri Alinmasina
Ait Pozitif Kontrol ve AFM; Negatif Kontrol (d) Kromatogramlari.

Kabak ve Var (2004) Lactobacillus ve Bifidobacterium suslarinm 100 ng ml™
AFM;’1 baglama yeteneklerini TLC yontemi ile arastirdiklar1 ¢calismada AFM;’in
geri alinma oranin1 %75 civarinda bulmuglardir. Arastirmacilar ayrica, AFM;’in geri
alimmasinda ortam farkliliginin 6nemli bir etkisi oldugunu, geri alma degerlerinde
rekonstitiie siitte fosfat tamponuna gore azalma meydana geldigini ve bunun da
AFM;’in  siit  proteinlerine  baglanmis  olmasindan  kaynaklanabilecegini
belirtmislerdir. Benzer sekilde Var ve Kabak (2004), ELISA yontemini kullanarak
yaptiklart ¢alismada, AFM;’in rekonstitiie siitten geri alma oranmmi %92 olarak
bulmuslardir. Kaniou-Grigoriadou ve ark. (2004), 10 ng It AFM;’i siitten geri alma
oranint ELISA yontemiyle %93 olarak bulmugslardir.
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Martins ve Martins (2000), 0.05-0.20 ug I* AFM; ile kontamine edilen
siitlerden AFM;’in geri alma oranint HPLC yontemiyle ortalama %97 olarak
bulmuslardir. Srivastava ve ark. (2001), immunoaffinity kolon ve HPLC cihazi
kullandiklar1 ¢alismada 0.1 ng ml™ AFM;’i siit ortammdan geri alma oranlarim
%79.42-93.67 arasinda bulmuslardir. Roussi ve ark. (2002), Yunanistanda
marketlerde satilan siitlerde AFM; kontaminasyon seviyesini HPLC yoOntemiyle
belirlemek amaciyla yaptiklari ¢alismada 50 ng 1" AFMy’in siitlerden geri alma

oranini %91 olarak bulmuslardir.

4.1.2.3. Rekonstitiie Siitte Bakteri-AFM; Kompleksi Stabilitesinin Belirlenmesi

Rekonstitlie siit ortaminda bakteri-AFM; kompleksi stabilitesinin belirlenmesi
amaciyla yapilan 6n denemelerde toksin konsantrasyonu ve inkiibasyon siiresinin
onemli bir etkisinin goriilmemesi nedeniyle, bakteri-AFM; stabilitesinin
arastirlmasinda toksin konsantrasyonu olarak 5 ng ml™ ve inkiibasyon siiresi olarak
4 saat kullanilmistir.

Test bakterilerinin (10® kob ml™) rekonstitiie siit ortaminda AFM;’i geri
déniisiimlii olarak baglayip baglamadigim tespit etmek amaciyla, AFM;’in (5 ngml™)
test bakterileri tarafindan 4 saat inkiibasyon siliresince baglandiktan sonra, serbest
kalarak tekrar rekonstitiie siite ge¢me egilimleri belirlenmistir. Laktik asit
bakterilerinin rekonstitiie siit ortaminda 5 ng ml? konsantrasyonundaki AFM;’i
baglama yetenekleri ve bakterilerin rekonstitiie siit ile yikanmasi sonucu serbest
kalan AFM; oranlar1 Cizelge 4.6’da verilmistir.

Canli Lb. acidophilus NCC 36 (10° kob mI™*)’nin rekonstitiie siit ortaminda 4
saat iginde 5 ng ml™ AFM;’i %22.70 oraninda baglama yetenegine ve bakterilerin 5
ml rekonstitiie siit ¢ozeltisi ile (AFM;) igermeyen yikanmasi sonucu serbest kalarak
tekrar rekonstitiie siite gecen (tespit edilemedi) AFM;’e ait HPLC kromatogramlari
Sekil 4.15°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.6. Rekonstitiie Siit Ortaminda Canli Test Bakterilerinin (10® kob ml™) 4
Saat iginde Bagladigit AFM;’in (5 ng ml™) Tekrar Rekonstitiie Siite

Geg¢me Oranlari.

Rekonstitiie siite gegen % AFM;

(ortalama+sD, n=3)°

Bakteri % baglanan AFM; (ortalama+sD,
n=3)
Lb. acidophilus NCC 12 15.444+4.66
Lb. acidophilus NCC 36 22.70+3.36
Lb. acidophilus NCC 68 9.55+3.60
B. bifidum Bb13 25.94+6.48
B. bifidum NCC 381 15.95+3.17
Lb. rhamnosus 21.74+3.56

<LOD°
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD

210° kob mI? yogunlugundaki test bakterilerinin 5 ng mI* AFM; ile 24 saat inkiibasyon sonucunda bagladiklar1 % AFM; orani.

®10® kob mI™* yogunlugundaki test bakterilerinin 5 ng mlI* AFM; ile 24 saat inkiibasyon sonucunda bagladiklart AFM;’in 5 ml
PBS (AFM; igermeyen) ile yikanmasi sonucu serbest kalarak fosfat tamponuna gegen % AFM; orani.

°LOD : Tespit limiti, 0.01 ng ml*

FLDLA, Ex=365, Em=435 (0107065L.0)

f - AEML

—
2 mi

FLDI A, Ex=365, Em={35 (0207061L.D)

N

—
2

4

2 4 6 8 0
(@)

§ 8 10 1‘2 ‘ il
(b)

Sekil 4.15.Canli Lb. acidophilus NCC 36’nin (10® kob ml™) Rekonstitiie Siitte 4
Saatte 5 ng ml™ AFM;’i %22.70 Oraminda Baglama Yetenegine (a) ve
Hiicrelerin 5 ml Rekonstitiie Siit Ile Yikanmas1 Sonucu (b) Serbest Kalan
AFM; Oranina (tespit edilemedi) Ait HPLC Kromatogramlart.

Cizelge 4.8’in incelenmesiyle de goriilebilecegi gibi rekonstitiie siit ortaminda

test bakterilerinin AFM;’i geri doniisiimsiiz olarak bagladigi belirlenmistir. Test

bakterileri tarafindan baglanan AFM;’in geri doniislim oranlar1 {izerine ortam

farkliligmin etkisi istatistiksel olarak onemli bulunmustur. Test bakterileri fosfat

tamponunda bagladiklar1 AFM;’in %5.62-8.54’linii kaybederken, rekonstitiie siit

ortaminda geri doniisiimsiiz olarak bagladigi belirlenmistir. Bununla birlikte,
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literatiirde de (Pierides ve ark., 2000) belirtildigi tizere bir kistm AFM;’in siit

proteinlerine baglanmis olabilecegi de diistintilmektedir.

4.2. Test Bakterilerinin OTA’y1 Baglama Yetenekleri

Arasgtirma kapsaminda, AFM; gibi muhtemel kanserojen bir mikotoksin olan
OTA’nin canli ve 1s1l isleme maruz birakilan test bakterileri tarafindan baglanma

yetenekleri fosfat tamponu ve beyaz sarap ortaminda belirlenmistir.

4.2.1. Test Bakterilerinin Fosfat Tamponunda OTA’y1 Baglama Yetenegi

4.2.1.1. Canh Test Bakterilerinin Fosfat Tamponunda OTA’yr Baglama
Yetenegi

Aragtirmada kullanilan 10° ve 10" kob mI™ yogunlugundaki Lb. acidophilus
NCC 12, Lb. acidophilus NCC 36, Lb. acidophilus NCC 68, B. bifidum Bb 13, B.
bifidum NCC 381 ve Lb. rhamnosus’un fosfat tamponu ortaminda 5, 10 ve 20 ng ml™
OTA’y1 baglama yetenekleri Cizelge 4.7°de verilmistir. Cizelge 4.7’nin
incelenmesiyle de goriilebilecegi gibi test bakterilerinin (10° kob ml™) toksin
konsantrasyonuna, kullanilan susa ve inkiibasyon siiresine bagli olarak belirli oranda

OTA’y1 baglama yetenegi gosterdigi belirlenmistir.
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10® kob ml™* yogunlugundaki test bakterilerinin fosfat tamponu ortaminda
toksin konsantrasyonu ve inkiibasyon siiresine bagli olarak OTA’y1 %4.43 ile
%20.71 arasinda degisen oranlarda baglama yetenegi gosterdigi belirlenmistir. Lb.
rhamnosus’un (10% kob mI™) diger test bakterilerine oranla daha yiiksek oranda OTA
baglama yetenegi gosterdigi, B. bifidum Bb 13’iin ise nispeten diisiik baglama
yeteneginde oldugu saptanmustir.

Test bakterilerinin (10° kob ml™) fosfat tamponunda bulunan 5 ng mi™
konsantrasyonundaki OTA’y1 baglama yetenekleri baslangicta %8.40-20.71 arasinda
degisiklik gostermistir. Test edilen bakteriler arasinda Lb. acidophilus NCC 68 ve B.
bifidum Bb 13, fosfat tamponunda diger test bakterilerine oranla istatistiksel olarak
daha diisiikk oranda OTA baglama yetenegi gostermistir (p<0.05). 4 saat inkiibasyon
siiresi i¢inde test bakterilerinin (10° kob g™) fosfat tamponu ¢ozeltisinde 5 ng ml™
OTA’y1 baglama yetenekleri %6.60-16.67 (p<0.05), 24. saatte ise %7.06-18.26
(p<0.05) arasinda bulunmustur.

Aragtirmada kullanilan bakterilerin (10° kob mI™) fosfat tamponunda, 10 ngml™
OTA’y1 baglama yetenekleri baslangicta %6.10-16.53, 4. saatte %5.86-12.43 ve 24.
saatte 9%5.84-14.20 arasinda degisiklik gostermistir. Test bakterilerinin 10 ng ml*
OTA’y1 baglama yetenekleri arasindaki farklilik her ii¢ inkiibasyon periyodunda da
(baslangig, 4 ve 24 saat) istatistiksel olarak 6nemsiz (p>0.05) bulunmustur.

Diger yandan, test bakterilerinin (10® kob mI™) 20 ng ml* OTA’y1 baglama
yetenekleri baslangigta %8.11-18.06 arasinda olup, farklilik istatistiksel olarak
onemsiz (p>0.05) bulunurken, 4. saatte %4.43-16.27 arasinda (p<0.05), 24. saatte ise
%6.00-17.34 (p<0.05) arasinda degisiklik gostermistir.

Sekil 4.16°da canli Lb. rhamnosus (10® kob mI™)’un 5, 10 ve 20 ng ml™
OTA’y1 baslangigta sirastyla %20.71, %16.53 ve %16.37 oraninda baglama
yeteneklerine ait HPLC kromatogramlar1 gosterilmistir.

Elde edilen verilerden de goriilebilecegi gibi test bakterilerinin (10° kob ml™)
fosfat tamponu ortaminda OTA’y1 baslangi¢ ve 4 saat i¢inde baglama yeteneklerinde

toksin konsantrasyonunun etkisi istatistiksel olarak 6nemsiz (p>0.05) bulunmustur.
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FLDTA Ex=333, Em=470 (0400681 FLDI A, Ex=333, Em=410 (190306520)
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Sekil 4.16.Canli Lb. rhamnosus’un (108 kob ml'l) PBS’de Baslangicta 5 ng mi?
OTA’y1  %20.71 (a), 10 ng mil? OTA’y1 %16.53 (b) ve 20 ng mi?
OTA’y1 %16.37 (c) Oraninda Baglama Yeteneklerine Ait HPLC
Kromatogramlari.

Benzer sekilde, Lb. acidophilus NCC 68 hari¢ diger bakterilerin OTA’y1 24
saat icinde baglama yeteneklerinde toksin konsantrasyonunun etkisinin istatistiksel
olarak Onemsiz (p>0.05) oldugu goriilmistiir. Lb. acidophilus NCC 68 fosfat
tamponu ortaminda 24 saat i¢inde 20 ng ml™ OTA’y1 (%16.44), 5 ve 10 ng ml™*
OTA’ya gore (sirastyla %10.10 ve %9.70) istatistiksel olarak daha yiiksek oranda
baglamistir (p<0.05). Diger yandan, inkiibasyon siiresinin test bakterilerinin OTA’y1
(5, 10 ve 20 ng ml™) baglama yetenekleri {izerine etkisi istatistiksel olarak 6nemsiz
(p>0.05) bulunmustur.

Canli test bakterilerinin (10° kob ml™) fosfat tamponu ortaminda OTA ve

AFM;’1 baglama yetenekleri arasinda inkiibasyon siiresi ve toksin konsantrasyonuna
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bagl olarak farkliliklar bulunmustur. Bununla birlikte genelde test bakterilerinin
AFM;’1 daha yiiksek oranda baglama yetenegi gosterdigi belirlenmistir. Test
bakterileri arasinda B. bifidum Bb 13, fosfat tamponu ortaminda baslangigta 5 ng ml™
OTA’y1 %8.40 oraninda baglarken, aymi konsantrasyondaki AFM;i’1 9%23.48
oraninda baglama yetenegi gostermistir. Fosfat tamponu ortaminda toksin (5 ngml™)
bakteri inkiibasyon siiresinin 4 saat uygulanmasi durumunda kullanilan tiim
bakterilerin AFM;’i OTA’ya oranla daha yiiksek oranda baglamasina karsin,
yalnizca Lb. acidophilus NCC 36 ve B. bifidum Bb 13’iin s6z konusu iki toksini
baglama yetenekleri arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugu (p<0.05)
bulunmustur. Benzer sekilde, fosfat tamponunda 24 saat i¢inde Lb. acidophilus NCC
12, Lb. acidophilus NCC 36 ve B. bifidum Bb 13’iin 5 ng ml™ AFM;’i OTA’ya gére
daha yiiksek oranda bagladig: istatistiksel olarak da saptanmistir (p<0.05).

Toksin konsantrasyonunun 10 ng ml™? olarak kullamlmasi durumunda
baslangicta B. bifidum Bb 13’iin AFM;’i (%26.62) OTA’ya (%6.10) gore istatistiksel
olarak daha ytiksek oranda bagladig: goriiliirken diger bakterilerin AFM; ve OTA’y1
baglangicta baglama yeteneklerinin istatistiksel olarak farkli olmadigi (p>0.05) tespit
edilmistir. Toksin-bakteri inkiibasyon siiresinin 4 saat olmasi durumunda ise test
bakterileri arasinda B. bifidum Bb 13, B. bifidum NCC 381 ve Lb. rhamnosus’un
fosfat tamponunda AFM;’i OTA’ya gore istatistiksel olarak daha yiiksek oranda
bagladig1 belirlenmistir. Benzer sekilde, test edilen tim canli bakterilerin 24 saat
icinde AFM;’i OTA’ya gore daha yiiksek oranda baglamasina karsin yalnizca LDb.
acidophilus NCC 36, B. bifidum Bb 13 ve Lb. rhamnosus’un iki toksini baglama
yetenekleri arasindaki farklilik istatistiksel olarak farkli (p<0.05) bulunmustur.

Test bakterileri arasinda Lb. acidophilus NCC 36 ve B. bifidum Bb 13’iin
baslangigta ve 4 saat iginde fosfat tamponunda bulunan 20 ng ml™?
konsantrasyonlarindaki AFM; ve OTA’y1 baglama yetenekleri istatistiksel olarak
farkli (p<0.05) bulunmustur. Lb. acidophilus NCC 36 fosfat tamponunda baslangigta
OTA ve AFMy’i sirastyla %13.17 ve %24.78 oraninda baglamistir. Benzer sekilde,
Lb. acidophilus NCC 36’un, 4 saat i¢inde fosfat tamponunda bulunan 20 ng ml™
OTA’'nin  %10.88’ini, AFM7’in ise %22.99’unu baglama yetenegi gosterdigi
saptanmustir. Fosfat tamponunda 24 saat iginde Lb. acidophilus NCC 36, B. bifidum
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Bb 13, Lb. rhamnosus’un 20 ng ml™ AFM;’i OTA’ya gére istatistiksel olarak daha
yiiksek oranda bagladig: tespit edilmistir.

Test bakterilerinin 10’ kob ml™ yogunlugunda kullanilmasi durumunda fosfat
tamponunda OTA’y1r baglama yetenekleri Onemli miktarda diisme egilimi
gbstermistir (Cizelge 4.7). Bakterilerin (10° kob ml™) fosfat tamponu ortaminda
OTA’y1 baglama yeteneklerinin, kullanilan susa, toksin konsantrasyonuna ve
inkiibasyon siiresine bagli olarak %0-3.93 arasinda degisiklik gosterdigi saptanmaistir.

Bakterilerin (10’ kob ml™) PBS ortaminda 5 ng ml' OTA’y1 baglama
yetenekleri baslangicta %0-3.93 arasinda, 4. saatte %0-3.47 ve 24. saatte %0-3.30
arasinda degisiklik gostermistir. Test bakterilerinin fosfat tamponunda 10 ng ml™
OTA’y1 baglama yetenekleri arasindaki farklilik uygulanan her ii¢ inkiibasyon
siiresinde de istatistiksel olarak Onemsiz bulunmustur. Diger yandan, bakterilerin
(10" kob g™*) 20 ng mI™ OTA’y1 baglama yetenekleri baslangigta %0-3.64, 4. saatte
%0-3.90 ve 24. saatte %0-2.13 arasinda bulunmustur.

Sekil 4.17°de canli Lb. rhamnosus (10" kob mI™)’un 5, 10 ve 20 ng ml™
OTA’y1 baslangicta sirasiyla %3.90, %2.16 ve %0 oraninda baglama yeteneklerine
ait HPLC kromatogramlar1 yer almaktadir.

Test bakterilerinin fosfat tamponu ortaminda farkli konsantrasyonlardaki
OTA’y1 baglama yeteneklerinde bakteri yogunlugunun oOnemli bir etkisinin
bulundugu belirlenmistir. Kullanilan bakteri yogunlugu 1 logaritma azalma
gosterdiginde, baglanan OTA miktarinin istatistiksel olarak 6nemli oranda diisiis
gosterdigi (p<0.05) belirlenirken, bazi durumlarda 10" kob ml™ bakterinin OTA’y1
baglayamadig tespit edilmistir. Fosfat tamponu ortaminda OTA’y1 nispeten yiiksek
oranda baglama yetenegi gosteren Lb. rhamnosus’un 10° kob g™ yogunlugunda
kullanilmast durumunda 5, 10 ve 20 ng ml™ OTA’y1 4 saat inkiibasyon siiresi i¢inde
sirastyla 9%16.67, %12.43 ve %16.27 oraninda baglarken, kullanilan bakteri
yogunlugunun 10" kob ml™* olmasi durumunda OTA’y1 baglama oranlar sirastyla

%3.47, %0.77 ve %3.90 degerlerine diismiistiir.
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Sekil 4.17.Canli Lb. rhamnosus’un (10° kob ml™) PBS’de Baslangigta 5 ng ml™
OTA’y1 %3.90 (a), 10 ng ml™ OTA’y1 %2.16 (b) ve 20 ng mlI™* OTA’y1
9%0.00 (c) Oraninda Baglama Yeteneklerine Ait HPLC Kromatogramlari.

10" kob g™ yogunlugunda kullanilan test bakterilerinin baslangic, 4 ve 24 saat
icinde OTA’y1 baglamasinda kullanilan OTA konsantrasyonunun etkisi istatistiksel
olarak énemsiz ( p>0.05) bulunmustur.

Benzer sekilde, test bakterilerilerinin 5 ve 10 ng ml™ OTA’y1 baglamasinda
inkiibasyon siiresinin etkisi de istatistiksel olarak onemsiz (p>0.05) bulunmustur.
Diger yandan, Lb. acidophilus NCC 12, Lb. acidophilus NCC 36 ve Lb.
rhamnosus’un 20 ng ml? OTA’yr baglamasinda inkiibasyon siiresinin etkisi
istatistiksel acidan énemli (p<0.05) bulunmustur. Ornegin Lb. acidophilus NCC 36
fosfat tamponunda 5 ng mlI™* OTA’y1 baslangigta %3.57 oraninda baglarken, 4 ve 24

saat i¢inde baglama yetenegi gosterememistir (p<0.05).
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Bu aragtirmadan ve literatiirden elde edilen bilgilerden de goriilebilecegi gibi,
laktik asit bakterilerinin AFM;, OTA ve diger toksinleri baglama yeteneklerinde,
kullanilan bakteri tiirii, toksin konsantrasyonu, bakteri yogunlugu, bakteri-toksin
inkiibasyon siiresi ve uygulanan analiz yonteminin O6nemli etkisininin oldugu
diistintilmektedir. Peltonen ve ark. (2001) baz1 Lactobacillus suslarmin fosfat
tamponunda AFB;’i baglama yeteneklerini arastirdiklart c¢alismada, inkiibasyon
stiresinin etkisini istatistiksel olarak 6nemli bulmuslardir. Lb. amylovorus CSCC
5160 susunun 0, 24, 48 ve 72 saat icinde AFB1’1 baglama yeteneklerini sirasiyla
%352.6, %59.7, %68.6 ve %73.2 oraninda bulmuslardir. Benzer sekilde Lb.
rhamnosus LC 1/3’tin 0, 24, 48 ve 72 saat iginde AFB;’i baglama yetenekleri
strastyla %76.9, %54.6, %57,9 ve %56.6 oraninda bulunmustur.

Bu arastirma ve bu konuda yapilan diger ¢alismalar laktik asit bakterilerinin
mikotoksinleri baglamasinda kullanilan bakteri yogunlugunun mikotoksin tiirii
acisindan 6nemli oldugunu goéstermistir. Bu ¢alismada canli laktik asit bakterilerinin
OTA ve AFM;’i ve belirli oranda baglama yetenegi gdsterebilmesi i¢in ortamda
minimum olarak 10° kob g™* veya mI™ ya da daha yiiksek oranda bulunmasi gerektigi
gercegi ortaya ¢ikmaktadir. Bu konuda EI-Nezami ve ark. (1998a) tarafindan yapilan
bir calismada, AFB;’in laktik asit bakterileri tarafindan yiiksek oranda
baglanabilmesi igin ortamda minimum 2x10° kob ml* yogunlugunda bulunmasi
gerektigini belirtmislerdir. Benzer sekilde, El-Nezami ve ark. (2002a) laktik asit
bakterilerinin trikotesenleri baglayabilmesi i¢in bakteri yogunlugunun ortamda

minimum 10° kob mI™ olmasi gerektigini bildirmislerdir.

4.2.1.2.Is1l isleme Maruz Birakilan Bakterilerin Fosfat Tamponunda OTA’y1

Baglama Yetenegi

Arastirmada kullanilan bakterilerin fosfat tamponunda OTA’y1 baglama
yetenekleri tizerine canli olup olmamalarmin etkisini belirlemek amaciyla 108 kob
ml™ bakteri igeren kiiltiirler 90°C’de 15 dakika su banyosunda 1sil isleme maruz
birakilmistir. Isil isleme maruz birakilarak oSldiiriilen bakterilerin fosfat tamponu

ortaminda farkli inkiibasyon siirelerinde (baslangig, 4 ve 24 saat) 5, 10 ve 20 ng ml™
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OTA’y1 baglama yetenekleri Cizelge 4.8’de 6zetlenmistir. Isil islem ile 6ldiiriilen
bakteri hiicrelerinin fosfat tamponunda OTA’y1 baglama yetenekleri kullanilan susa,
toksin konsantrasyonuna ve inkiibasyon siiresine bagli olarak %9.60-25.17 arasinda
bulunmustur.

Isil isleme maruz birakilan bakterilerin fosfat tamponunda 5 ng ml™ OTA’y1
baglama yetenekleri baglangigta %10.40-23.67 arasinda olup test bakterileri arasinda
B. bifidum Bb 13 nispeten diisiik oranda (p<0.05) baglama yetenegi gostermistir. Isil
islem ile Sldiiriilen bakterilerin 5 ng mlI* OTA’y1 baglama yetenekleri 4. saatte
%10.00-18.73, 24. saatte ise %9.94-20.97 arasinda olup, her iki inkiibasyon
peryodunda da (4 ve 24 saat) test bakterileri arasindaki farklilik istatistiksel ag¢idan
onemsiz (p>0.05) bulunmustur. Sekil 4.18 (a)’de 1s1l isleme maruz birakilan Lb.
rhamnosus’un fosfat tamponunda 5 ng ml™ OTA’y1 baslangigta %23.67 oraninda
baglama yetenegine ait HPLC kromatogrami gosterilmistir.

Isil isleme maruz birakilan bakterilerin 10 ng ml™ OTA’y1 fosfat tamponu
ortaminda baglama yetenekleri baglangicta %10.50-24.43, 4. saatte %9.80-20.40 ve
24. saatte %10.20-24.24 arasinda bulunmustur. Uygulanan tiim inkiibasyon
stirelerinde (baslangig, 4 ve 24 saat) test bakterilerinin fosfat tamponunda OTA’y1
baglama degerleri arasindaki farklilik istatistiksel olarak o6nemli (P < 0.05)
bulunurken, en yiiksek baglanma yetenegini Lb. rhamnosus gostermistir.

Benzer sekilde 1s1] isleme maruz birakilan test bakterilerinin 20 ng ml™ OTA’y1
fosfat tamponu ortaminda baglama yetenekleri baslangigta %10.84-25.17, 4. saatte
%9.60-22.66 ve 24. saatte %11.27-24.10 arasinda oldugu saptanmustir. Isil iglem ile
oldiriilen bakterilerin 20 ng ml™ OTA’y: baglama yetenekleri arasindaki fark
baslangigta ve 4. saatte istatistiksel olarak dnemliyken (p<0.05), 24. saatte 6nemsiz
(p>0.05) bulunmustur.

Isil isleme maruz birakilan Lb. rhamnosus’un 10 ve 20 ng ml™ OTA’y1
baslangicta sirasiyla %24.43 ve %25.17 oraninda baglama yeteneklerine ait HPLC
kromatogramlar1 sirastyla Sekil 4.18 (b) ve Sekil 4.18 (¢)’de verilmistir.
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FIDLA, Ex=33, En=40 (M0206890) FIDEA, B33 En=410 (IS03054D0)

1z.878 - oOTA

FLDIA, Ex=333, Em=470 (17010600.0)

12.601 - OTA
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Sekil 4.18.Is1l Isleme Maruz Birakilan Lb. rhamnosus’un PBS’de Baslangicta 5 ng
mli* OTA’y1 %23.67 (a), 10 ng ml™ OTA’y1 %24.43 (b) ve 20 ng ml™
OTA’y1 %25.17 (¢) Oraninda Baglama Yeteneklerine Ait HPLC
Kromatogramlari.

Isil isleme maruz birakilan bakterilerin baslangic ve 24 saat icinde OTA’y1
baglama yeteneklerinde toksin konsantrasyonunun etkisi istatistiksel olarak 6nemsiz
(p>0.05) bulunmustur. 4 saat inkiibasyon siiresi i¢inde de Lb. acidophilus NCC 36
hari¢ (p<0.05) diger 1s1l islemle 6ldiiriilen bakterilerin OTA’y1 baglama yetenekleri
lizerine toksin konsantrasyonunun etkisinin 6nemli olmadigi (p>0.05) saptanmistir.
Is1l isleme maruz birakilan Lb. acidophilus NCC 36 fosfat tamponu ortaminda 4 saat
icinde 5, 10 ve 20 ng ml™ OTA’y1 sirastyla %16.57, %9.80 ve %21.44 oranlarinda
baglamistir (p<0.05).
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Diger yandan, 1sil isleme maruz birakilan tiim bakterilerin fosfat tamponu
ortaminda 5, 10 ve 20 ng ml™ OTA’y1 baglama yetenekleri iizerine inkiibasyon
stiresinin etkisi istatistiksel olarak 6nemsiz (p>0.05) bulunmustur.

Canli ve 1s1l isleme maruz birakilarak oOldiiriilen test bakterilerinin OTA’y1
fosfat tamponunda baglama yeteneklerinin karsilagtirilmast durumunda genel olarak
1s1l islem ile oldiirilen test bakterilerinin OTA’y1 baglama yeteneklerinde artis
gorillmiistiir. Canli Lb. acidophilus 68 susunun 5 ng ml™ OTA’y1 baslangicta, 4 ve
24 saat inkiibasyon siiresi i¢inde baglama yetenegi sirasiyla %8.66, %10.34 ve
%10.10 iken, 1s1l islem ile Sldiiriilen Lb. acidophilus NCC 68 OTA’y1 sirasiyla
%20.34, %18.77 ve %16.60 oranlarinda baglamistir. Canli ve 1s1l isleme maruz
birakilarak 6ldiiriilen Lb. acidophilus NCC 68’in 5 ng ml* OTA’y1 baglama
yetenekleri arasindaki farkin uygulanan tiim inkiibasyon siirelerinde istatistiksel
acidan onemli oldugu (p<0.05) goriilmiistiir. Buna karsin diger test bakterilerinin
canli veya 6lii olmasimin 5 ng ml" OTA’y1 baglama yetenekleri iizerine etkisi
istatistiksel olarak 6nemsiz (p>0.05) bulunmustur.

Benzer sekilde, test bakterilerinin baslangicta ve 4 saat inkiibasyon siiresi
icinde 10 ng ml™ OTA’y1 baglama yeteneklerinde, canli veya 6lii olmasimin
istatistiksel olarak 6nemsiz oldugu (p>0.05) goriilmiistiir. Diger yandan, canli ve 6li
Lb. rhamnosus’un fosfat tamponunda 10 ng mI™ OTA’y1 24 saat inkiibasyon siiresi
icinde sirastyla %14.20 ve %24.24 oraninda bagladigi ve baglama yetenekleri
arasindaki farkin isatistiksel olarak 6nemli (p<0.05) oldugu saptanmastir.

Test bakterileri arasinda B. bifidum NCC 381’in 20 ng mI™* OTA’y1 baslangigta
baglama yeteneklerinde, canli veya 6lii olmasinin istatistiksel olarak 6nemli (p<0.05)
oldugu goriilmiistir. Benzer sekilde, Lb. acidophilus NCC 12 ve Lb. acidophilus
NCC 36’un 1s1l islem kullanilarak oldiirtilmesi sonucu 20 ng ml? OTA’y1 4 saat
icinde baglama yetenekleri istatistiksel olarak artis gostermistir (p<0.05). Lb.
acidophilus NCC 68, B. bifidum BB 13, B. bifidum NCC 381 ve Lb. rhamnosus’un
ise 20 ng mlI* OTA’y1 4 saat icinde baglama yeteneklerinde canli veya olii
olmalarinin istatistiksel olarak dnemli olmadig1 (p>0.05) saptanmistir. Bakteri-OTA

inkiibasyon siiresinin 24 saat olmas1 durumunda ise test bakterileri arasinda yalnizca
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Lb. acidophilus NCC 12’nin 1s1l islem ile Sldiiriilmesi sonucu 20 ng ml™ OTA’y1
baglama yetenegi istatistiksel olarak artis gostermistir (p<0.05). Canli ve 6li Lb.
acidophilus NCC 12 fosfat tamponu ortaminda 20 ng ml® OTA’y1 24 saat
inkiibasyon siiresi i¢inde sirasiyla %17.34 ve %24.10 oraninda baglamustir.

Isil isleme maruz birakilan bakteriler arasinda B. bifidum Bb 13’{in fosfat
tamponunda baslangigta ve 24 saat i¢inde AFM;’i (5 ng ml™) baglama yetenegi
OTA’ya (5 ng ml™) gore istatistiksel olarak daha yiiksek bulunmustur. Isil isleme
maruz birakilan B. bifidum Bb 13 fosfat tamponunda baslangigta 5 ng mI™> OTA’nin
%10.40’1m1 baglarken, AFM;’in %27.74’linii baglama yetenegi gostermistir. Isil
islem ile inaktive edilmis bakteriler arasinda Lb. acidophilus NCC 68’in fosfat
tamponunda 4 saat i¢inde 5 ng ml™ OTA’y1 (%18.77) baglama yetenegi AFM;’e
(%16.98) oranla daha yiiksek bulunurken, diger bakterilerin AFM;’1 daha yliksek
oranda bagladig tespit edilmistir. Isil isleme maruz birakilan bakteriler arasinda Lb.
acidophilus NCC 36 ve B. bifidum Bb 13’{in fosfat tamponunda 4 saat i¢inde 5 ng
ml™ AFM;’i baglama yetenekleri OTA’ya gére daha yiiksek bulunmustur. Isil islem
ile dldiiriilen Lb. acidophilus NCC 36, 4 saat i¢inde fosfat tamponunda bulunan
OTA’nin %16.57’sini, ortamda ayni1 konsantrasyonda AFM; bulunmasi durumunda
i1se %26.38’ini baglamistir.

Fosfat tamponunda toksin konsantrasyonunun 10 ng ml™ bulunmasi durumunda
151l isleme maruz birakilan tiim bakterilerin baslangic, 4 ve 24 saat icinde AFM;’e
OTA’ya gore daha yiiksek oranda baglandigir goriilmiistiir. Isil isleme maruz
birakilan B. bifidum Bb 13 baslangicta fosfat tamponunda bulunan 10 ng mlI™* OTA
ve AFM;’i sirastyla %10.50 ve %25.97 oraninda baglamistir (p<0.05). Benzer
sekilde, 4 ve 24 saat bakteri-toksin inkiibasyonu siiresince de 1sil isleme maruz
birakilan Lb. acidophilus ve B. bifidum Bb 13’tin, AFM;’i OTA’ya gore istatistiksel
olarak daha yiiksek oranda bagladig tespit edilmistir.

Isil islem kullanilarak o©ldiriilen test bakterilerinin fosfat tamponunda
baslangig, 4 ve 24 saat i¢inde 20 ng ml™t AFM’i OTA’ya gore daha yiiksek oranda
bagladig: (Lb. acidophilus NCC 12 hari¢) tespit edilmistir. Bununla birlikte, 1s1l
isleme maruz birakilan test bakterileri arasinda yalnizca B. bifidum Bb 13’iin

baslangig, 4 ve 24 saat i¢inde 20 ng mlt AFM?’i OTA’ya gore istatistiksel olarak
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daha yiiksek oranda bagladigi belirlenmistir. Isil isleme maruz birakilan B. bifidum
Bb 13 baslangicta 20 ng mI™" OTA’y1 %10.80 oraninda baglarken, AFM;’i %28.97
oraninda baglama yetenegi gostermistir.

Mikotoksinlerin laktik asit bakterileri tarafindan ortamdan uzaklastirilmasi
konusunda yapilan c¢alismalar genelde AFB; tlizerine yogunlasmis olup, diger
mikotoksin tiirleri ile ilgili olarak ise sinirli diizeyde bilgi bulunmaktadir. Bu konuda
HPLC yontemi ile yapilan ¢aligmalarda Lb. rhamnosus GG, Lb. rhamnosus LC-705
ve Propionibacterium freudenreichii’nin bazi 6nemli Fusarium toksinlerini
(deoksinivalenol, 3-acetyldeoksinivalenol, nivalenol, fusarenon-X, dioksinivalenol,
T-2 ve HT-2) farkli oranlarda bagladigini bildirmislerdir (EI-Nezami ve ark, 2002a).
Benzer sekilde, Lb. rhamnosus GG ve Lb. rhamnosus LC-705 suslarinin benzer
toksin baglama ylizeylerine sahip olduklar1 ve kombine olarak kullanildiklarinda
zearalenon toksinini %55 oraninda bagladiklar1 bulunmustur (El-Nezami ve ark,
2002b). Diger yandan, laktik asit bakterilerinin OTA’ya kars1 gosterdikleri aktivite
konusunda literatiirde yalnizca Turbic ve ark. (2002)’nin HPLC yontemi ile yaptig
calisma bulunmaktadir. Arastirmacilar fosfat tamponu ortaminda canli Lb.
rhamnosus GG ve Lb. rhamnosus LC-705 suslarinin bir saat icinde OTA’y1 baglama
yeteneklerini sirasiyla %47.12 ve %36.43 oraninda bulmuslardir.

Arastirmacilar laktik asit bakterilerinin aflatoksin tiirlerini baglamasinda,
toksinin polaritesinin de Onemli bir etkisinin oldugunu ileri slirmiislerdir. Test
bakterilerinin aflatoksin tiirlerini baglama yeteneklerinin AFB1>AFB,>AFG1>AFG,
seklinde oldugunu bildirmisleridir (Haskard ve ark, 2000). Benzer sekilde Pierides ve
ark. (2000) test ettikleri laktik asit bakterilerinin AFB;’e, AFM;’¢ oranla daha
yiiksek baglanma aktivitesi gosterdigini ve bu durumun aflatoksinin Kimyasal
yapistyla ilgili oldugunu bildirmislerdir. AFM;’in AFB;’in hidroksillenmis (-OH) bir
formu olmas1 sonucu polaritesinin arttig1 ve daha hidrofilik bir karaktere doniismesi
nedeniyle polar 6zellik gosteren sulu ¢ozeltide (fosfat tamponu) alikonma egilimi
gosterdigini ileri slirmiislerdir. Son yillarda Turbic ve ark. (2002) laktik asit
bakterilerinin ¢esitli mikotoksin tiirlerini baglama yeteneklerini arastirdiklar
calismada Lb. rhamnosus GG ve Lb. rhamnosus LC-705 suslarmin mikotoksinleri

baglama sirasinin AFB;>AFM;>0OTA seklinde gergeklestigini  belirtmislerdir.
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Ornegin Lb. rhmanosus LC-705 susunun AFB;, AFM; ve OTA’y1 baglama
yetenekleri sirastyla %77.23, %45.70 ve %36.43 oraninda bulunmustur. Benzer
sekilde Var ve Kabak (2004) Lactobacillus ve Bifidobacterium suslarmin AFB;’i
AFM;’e oranla daha yiiksek oranda bagladigini saptamislardir. Bu arastirmada da
test bakterilerinin  AFM;’i OTA’ya oranla daha yiiksek oranda baglamasi
literatiirdeki bilgilerle paralellik gostermistir.

Arastirmada analiz yonteminin hassasiyetini belirlemek amactyla her denemede
OTA'y1r fosfat tamponu ¢ozeltisinden geri alma ¢alismast (pozitif kontrol)
yapilmustir. 5, 10 ve 20 ng ml™” konsantrasyonundaki OTA’mn farkli inkiibasyon
stirelerinde fosfat tamponundan geri alma oranlar1 Cizelge 4.7°de verilmistir. Bu
sekilde test bakterilerinin baglama yetenekleri ve analiz yonteminden kaynaklanan
OTA kayiplar belirlenmistir.

Fosfat tamponu c¢ozeltisinde yapilan geri alma c¢aligmalar1 sonucunda,
inkiibasyon siiresine ve toksin konsantrasyonuna bagli olarak OTA’nin %88.13-
89.81 oraninda geri alindigi saptanmigtir. Arastirmada kullanilan inkiibasyon
siiresinin OTA’y1 fosfat tamponundan geri alma oranlari tizerine etkisinin istatistiksel
olarak 6nemsiz  (p>0.05) oldugu bulunmustur. Ornegin; 5 ng ml?
konsantrasyonundaki OTA’nin baglangig, 4 ve 24 saat inkiibasyon sonucunda
strastyla %88.72, %88.81 ve %89.91 inin geri alindig1 belirlenmistir.

Benzer sekilde, arastirmada kullanilan toksin konsantrasyonunun da OTA’y1
fosfat tamponundan geri alinma degeri iizerine bir etkisinin olmadigi (p>0.05)
saptanmistir. Test bakterilerinin bulunmadig1 ortamda 24 saat inkiibasyon sonucunda
5, 10 ve 20 ng ml™ konsantrasyonundaki OTA’min fosfat tamponundan geri alma
oranlari sirasiyla %89.91, %88.13 ve %89.13 olarak bulunmustur.

Sekil 4.19°da arastirmada kullanilan 5, 10 ve 20 ng ml™? konsantrasyonlarindaki
OTA’nin fosfat tamponunda baslangigta sirasiyla 4.44 (%88.72), 8.83 (%88.34) ve
17.99 (%89.95) ng ml™*’sinin geri alinmasiyla ilgili pozitif kontrol kromatogramlari

ve fosfat tamponuna ait negatif kontrol HPLC kromatogrami yer almaktadir.
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FLDLA, Ex=33, Em=4T0 (04020647.0) FLD1A, Ex=333, Em=470 (19030667.0)
U W
14 14
¢
3
s ] :
0
0
0
06 < 08 4
0
N
I
o
! i MM\
02 024
LA A e B e e B ML A e T T T T T
2 [} § 8 ] 2 W mif 2 [} § 8 ] 1 14 nid
(@) (b)
FLD1 A, Ex=333, Em=470 (L7010606.0) FLD1 A, Ex=333, Em=470 (M02065.0)
W) < W]
0
| i it
N
084 084
06 06+
044 04
024 04
——— 77— N B e e B L B o e e e e
2 [} 6 8 0 2 W mi 2 4 ] ] 10 2 U iy
c) d)

Sekil 4.19. Fosfat Tamponunda 5 (a), 10 (b) ve 20 (c) ng mlI™* OTA Pozitif Kontrol
ve OTA Negatif Kontrol (d) Kromatogramlari.

Fosfat tamponu ¢ozeltisinde OTA ve AFM;’in geri alma (pozitif kontrol)

degerlerinin karsilastirilmast durumunda, genelde OTA’nin AFM;j’e oranla daha

yiiksek oranda geri alindigi belirlenmistir. Diger yandan, baslangi¢, 4 ve 24 saat

icinde 5, 10 ve 20 ng mlI™* OTA ve AFM;’in fosfat tamponu ortamidan geri alinma

oranlarmin istatistiksel agidan farkli olmadig1 (p>0.05) belirlenmistir. Ornegin toksin

konsantrasyonunun 10 ng ml™® olmas: durumunda baslangig, 4 ve 24 saat icinde

fosfat tamponunda sirasiyla %88.34, %88.28 ve %88.13’1i, beyaz sarap ortaminda ise
%84.78, %85.70 ve %84.27si geri alinabilmistir.

97



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Biilent KABAK

4.2.1.3.Fosfat Tamponu Ortaminda Bakteri-OTA Kompleksi Stabilitesinin

Belirlenmesi

Canl test bakterilerinin (10% kob mI™) fosfat tamponu ortaminda OTAy1 etkili
bir sekilde baglayip baglamadigini (baglamanin geri doniisiimlii olup olmadigini)
tespit etmek amaciyla, OTA’min (5 ng ml™) test bakterileri tarafindan 4 saat iginde
baglandiktan sonra bakteri hiicreleri OTA igcermeyen fosfat tamponu ¢ozeltisiyle
yikanarak, serbest kalan OTA orani belirlenmistir. Bakterilerin fosfat tamponu
ortaminda 4 saat icinde 5 ng ml™ konsantrasyonundaki OTA’y1 baglama yetenekleri
ve bakterilerin fosfat tamponu ile yikanmasi sonucu serbest kalarak sivi ¢ozeltiye
gecen OTA oranlar Cizelge 4.9°da verilmistir.

Cizelge 4.9°un incelenmesiyle de goriilebilecegi gibi fosfat tamponu ortaminda
baglanan OTA’nin sustan susa farklilik gostermekle birlikte belirli oranlarda tekrar
fosfat tamponuna gectigi belirlenmistir. 5 ng ml™ OTA igeren fosfat tamponunda 4
saat icerisinde test bakterileri tarafindan farkli oranlarda (%6.60-16.67) baglanan
OTA’nm stabilitesini koruyamayarak %1.98-6.77 arasinda degisen oranlarda tekrar
fosfat tamponuna gectigi saptanmustir. 5 ng ml™' OTA igeren fosfat tamponu
ortaminda 4 saat igcinde Lb. rhamnosus tarafindan baglanan %16.67 oranindaki
OTA’nin, %1.98’inin tekrar fosfat tamponuna gegctigi belirlenmistir. Diger yandan B.
bifidum Bb 13 tarafindan baglanan OTA’nin (%6.60) fosfat tamponu ile yikanmasi
sonucu (5 ml), %5.22’sinin hiicreden ayrilarak tekrar fosfat tamponuna gectigi
saptanmustir. Test bakterileri tarafindan baglanan OTA’nin fosfat tamponuna ge¢cme
oranlar1 arasinda bazi farkliliklar olmasina karsin, bu farkliliklar istatistiksel olarak
onemsiz (p>0.05) bulunmustur.

Canl Lb. rhamnosus’un (10® kob ml™) 4 saat i¢inde 5 ng mI™ OTA’y1 baglama
(%16.67) ve bakterinin 5 ml fosfat tamponu ¢ozeltisi ile (OTA igermeyen) yikanmasi
sonucu serbest kalarak tekrar sivi ¢ozeltiye gegcen (%1.98) OTA’ya ait HPLC
kromatogrami Sekil 4.20°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.9. Fosfat Tamponu Ortaminda Canli Test Bakterilerinin (10® kob ml™) 4
Saat I¢inde Bagladigi OTA’nin (5 ng ml™) Tekrar Fosfat Tamponuna
Geg¢me Oranlari.

Bakteri % baglanan OTA (ort + sD, n=3)* Serbest kalan % OTA (ort + sD,
n=3)"
Lb. acidophilus NCC 12 15.90+3.14 6.23+2.47
Lb. acidophilus NCC 36 15.97+3.09 2.39+0.93
Lb. acidophilus NCC 68 10.34+3.62 6.77+1.46
B. bifidum Bb13 6.60+3.62 5.22+2.34
B. bifidum NCC 381 12.80+1.97 3.27+3.18
Lb. rhamnosus 16.67+2.99 1.98+1.00

210° kob mI™ yogunlugundaki test bakterilerinin 5 ng mI™* OTA ile 4 saat inkiibasyon sonucunda bagladiklar1 % OTA orani
®10° kob ml™ yogunlugundaki test bakterilerinin 5 ng mI™ OTA ile 4 saat inkiibasyon sonucunda bagladiklar1 % OTA’nim, 5 ml
PBS (OTA igermeyen) ile yikanmasi sonucu serbest kalarak fosfat tamponuna gegen % OTA oran1

FIDTA, Ex=33, Em=410 (04020675.0) FLDI A, Bx=333, Em=4T0 (MI2065LD)

13.085 - oTA
227 - oTA
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Sekil 4.20.Canli Lb. rhamnosus’un (10% kob mI™) PBS’de 4 Saatte 5 ng mI™ OTA’y1
%16.67 Oraninda Baglama Yetenegine (a) ve Hiicrelerin PBS Ile
Yikanmasi1 Sonucu Serbest Kalan %1.98 OTA Oranina (b) Ait HPLC

Kromatogramlari.
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Test bakterileri tarafindan fosfat tamponunda 4 saat i¢inde baglanan toksinin (5
ng ml'l) serbest kalarak tekrar fosfat tamponuna gecme degerleri lizerine toksin
farkliliginin etkisi degerlendirilmistir. Lb. acidophilus NCC 12, Lb. acidophilus NCC
68, B. bifidum Bb 13 ve B. bifidum NCC 381’°den ayrilarak serbest kalan ve fosfat
tamponuna gecen OTA ve AFM; oranlar arasinda istatistiksel agidan farklilik
(p>0.05) gorilmemistir. Buna karsin; Lb. acidophilus NCC 36’dan ayrilarak fosfat
tamponuna gecen AFM; oraninin (%6.71) OTA’ya gore (%2.39) istatistiksel olarak
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daha yiiksek oranda oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde; Lb. rhamnosus tarafindan
baglanan AFMj’in stabilitesini koruyamiyarak %8.54tiniin tekrar fosfat tamponuna
gectigi buna karsin, OTA’nin %1.98’inin tekrar fosfat tamponuna gectigi tespit
edilmistir (p<0.05).

4.2.2. Test Bakterilerinin Beyaz Sarap Ortaminda OTA’y1 Baglama Yetenegi

Arastirmada kullanilan bakterilerin OTA’y1 baglama yetencklerinde fosfat
tamponundan ¢ok gida maddesi iginde gosterecegi aktivite bilylik onem tasimaktadir.
Bu nedenle test bakterilerinin OTA’y1 baglama yeteneklerinin belirlenmesinde gida
materyali olarak OTA acisindan tahillardan sonra ikinci 6nemli kontaminant kaynagi
olan sarap kullanmilmistir. Canli ve 1s1l isleme maruz birakilan bakterilerin beyaz
sarapta 5, 10 ve 20 ng mI™™ OTA’y1 baglama yeteneklerinde inkiibasyon siiresi olarak

ise 4 saat kullanilmistir.

4.2.2.1. Canh Test Bakterilerinin Beyaz Sarap Ortaminda OTA’yr Baglama
Yetenegi

10° kob ml™ yogunlugundaki canli test bakterilerinin 4 saat inkiibasyon siiresi
icinde OTA’y1 baglama yetenekleri Cizelge 4.10’da verilmistir.
Cizelge 4.10. Canli Test Bakterilerinin Beyaz Sarap Ortaminda 4 Saat iginde OTA’y1

Baglama Yetenegi.

Bakteri % baglanan OTA (ortalama + sD, n=3)

5ng ml* 10 ng ml™ 20 ng ml*
Lb. acidophilus NCC 12 17.18+3.47 16.20+1.40 17.34+4.28
Lb. acidophilus NCC 36 21.27+5.63 23.40+7.38 19.11+1.46
Lb. acidophilus NCC 68 20.23+2.76 20.19+4.53 16.54+4.78
B. bifidum Bb 13 17.38+3.69 22.60+3.64 15.08+4.68
B. bifidum NCC 381 20.1745.51 15.57+4.07 15.40+4.64
Lb. rhamnosus 15.29+2.76 12.72+1.10 15.00+3.88
Geri alma (%) 86.05+1.42 84.86+2.99 84.70+1.07
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Test bakterilerinin kullanilan susa ve toksin konsantrasyonuna bagli olarak
beyaz sarap ortammda OTA’y1r farkli oranlarda baglama yetenegi gosterdigi
belirlenmistir. Arastirmada kullanilan canli test bakterilerinin (10® kob ml™) 4 saat
inkiibasyon siiresi icinde beyaz sarap ortaminda 5, 10 ve 20 ng ml* OTA’y1 baglama
yetenekleri sirastyla %15.29-21.27, %12.72-23.40 ve %15.00-19.11 arasinda
bulunmustur. Beyaz sarap ortaminda test bakterileri icinde OTA’y1 en yiiksek
baglama yetenegini Lb. acidophilus NCC 36 gosterirken, Lb. rhamnosus nispeten
disiik baglama yetenegi gostermistir. Diger yandan 5, 10 ve 20 ng ml™
konsantrasyonundaki OTA’nin test bakterileri tarafindan baglanmasinda kullanilan
laktik asit bakterilerinin etkisi istatistiksel olarak énemsiz (p>0.05) ¢ikmistir. Benzer
sekilde test bakterilerinin OTA’y1 baglama yetenekleri {izerine toksin
konsantrasyonunun etkisi de istatistiksel olarak onemsizdir (p>0.05). Sekil 4.21°de
canli Lb. acidophilus NCC 36’nin beyaz sarap ortaminda 4 saat inkiibasyon siiresi
icinde 5, 10 ve 20 ng ml™ OTA’y1 %21.27, %23.40 ve %19.11 oraninda baglama
yetenegine ait HPLC kromatogramlar1 verilmistir.

Aragtirmada kullanilan bakterilerin fosfat tamponu ve beyaz sarap ortaminda
OTA’y1 baglama yeteneklerinin karsilagtirilmast durumunda, Lb. rhamnosus harig¢
diger bakterilerin OTA’y1 (5 ng ml™) baglama yetenegi beyaz sarap ortaminda artis
gostermistir (Sekil 4.22). Lb. rhamnosus 4 saat inkiibasyon iginde PBS ortaminda 5
ng mI* OTA’nin %16.67sini baglarken, beyaz sarap ortaminda %15.29’unu
baglayabilmistir (p>0.05). Diger yandan beyaz sarap ortaminda en yiiksek baglama
yetenegi gosteren Lb. acidophilus NCC 36 (%21.27), PBS ortaminda 5 ng ml™
OTA’nin %15.97’sini baglamistir. Test edilen bakteriler arasinda Lb. acidophilus
NCC 68 ve B. bifidum Bb 13%iin 5 ng mlI> OTA’y1 baglama yetenegi beyaz sarap
ortaminda, PBS ortamina oranla istatistiksel olarak artig gosterirken (p<0.05), Lb.
acidophilus NCC 12, Lb. acidophilus NCC 36, B. bifidum NCC 381 ve Lb.
rhamnosus’un OTA (5 ng ml™)’y1 baglama yeteneklerinin fosfat tamponu ve beyaz

sarap ortaminda istatistiksel olarak farkli olmadigi (p>0.05) goriilmiistiir.
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Sekil 4.21. Canli Lb. acidophilus NCC 36’min 4 Saat I¢inde Beyaz Sarapta 5 ng ml™

% OTA baglama

30 ~

25 4

20 4

15 A

10 -

OTA’y1  %21.27 (a), 10 ng mI™ OTA’y1 %23.40 (b) ve 20 ng ml™
OTA’yt %19.11 (c¢) Oraninda Baglama Yeteneklerine Ait HPLC
Kromatogramlari.

|5‘l PBS ® beyaz sarap |

Lb. acidophilus Lb. acidophilus Lb. acidophilus B. bifidumBb  B. bifidum

Lb. rhamnosus
NCC 12 NCC 36 NCC 68 13 NCC 381
Bakteri

Sekil 4.22.Canli Test Bakterilerinin 4 Saat i¢inde PBS ve Beyaz Sarapta 5 ng ml™

OTA Baglama Yeteneklerinin Karsilastirilmasi.
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Test edilen tiim bakterilerin 10 ng ml™ OTA’y1 baglama yeteneklerinin beyaz
sarap ortaminda PBS ortamina oranla daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Lb.
acidophilus NCC 12, Lb. acidophilus NCC 36, Lb. acidophilus NCC 68 ve B.
bifidum Bb13’iin 10 ng ml™ konsantrasyondaki OTA’y1 baglama yetenekleri beyaz
sarap ortaminda fosfat tamponuna gore daha yliksek baglama yetenegi gosterirken
(p<0.05), B. bifidum NCC 381 ve Lb. rhamnosus’un OTA’y1 (10 ng ml™) baglama
yeteneklerinde ortam farkliliginin etkisi istatistiksel olarak Onemsiz (p>0.05)
bulunmustur. Ornegin Lb. rhamnosus 10 ng mlI™* OTA’y1 4 saat inkiibasyon siiresi
icinde PBS ve beyaz sarap ortaminda sirasiyla %12.43 ve %]12.72 oraninda
baglamustir.

Fosfat tamponu ve beyaz sarap ortamlarinda 10 ng ml™ OTA’nin 4 saat i¢inde
test bakterileri tarafindan baglanma oranlarinin karsilastirmali gosterimi  Sekil

4.23°de yer almaktadir.

35 4 %1 PBS ® beyaz sarap

% OTA baglama

Lb. acidophilus Lb. acidophilus Lb. acidophilus B. bifidum Bb B. bifidum  Lb. rhamnosus
NCC 12 NCC 36 NCC 68 13 NCC 381

Bakteri
Sekil 4.23. Canli Test Bakterilerinin 4 Saat Icinde PBS ve Beyaz Sarapta 10 ng ml™
OTA Baglama Yeteneklerinin Karsilastirilmasi.

Analiz edilen bakteriler arasinda yalnizca B. bifidum Bb 13’iin 20 ng ml™
OTA’y1 baglama yetenekleri gida modeli olarak kullanilan beyaz sarap ortaminda
fosfat tamponuna gore istatistiksel olarak artig gosterirken (p<0.05), Lb. acidophilus
NCC 12, Lb. acidophilus NCC 36, Lb. acidophilus NCC 68, B. bifidum NCC 381 ve
Lb. rhamnosus’un 20 ng mlI* OTA’y1 baglama yetenekleri her iki ortamda da
istatistiksel olarak farkli bulunmamustir (p>0.05). B. bifidum Bb 13, 20 ng ml*
OTA’y1 4 saat i¢cinde PBS ve beyaz sarapta sirasityla %4.43 ve %15.08 oraninda
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baglama yetene8i gostermistir. Sekil 4.24’de fosfat tamponu ve beyaz sarap
ortaminda 20 ng ml™" OTA’nin 4 saat iginde test bakterileri tarafindan baglanma

oranlarinin karsilagtirmali gésterimi verilmistir.

25 4 |ﬁ PBS # beyaz sarap |

20 4

15 A

10 A

% OTA baglama

Lb. acidophilus Lb. acidophilus Lb. acidophilus B. bifidumBb  B. bifidum  Lb. rhamnosus
NCC 12 NCC 36 NCC 68 13 NCC 381

Bakteri

Sekil 4.24.Canli Test Bakterilerinin 4 Saat i¢inde PBS ve Beyaz Sarapta 20 ng ml™
OTA Baglama Yeteneklerinin Karsilagtirilmasi.

4.2.2.2. Isil isleme Maruz Birakilan Bakterilerin Beyaz Sarap Ortaminda
OTA’y1 Baglama Yetenegi

Aragtirmada kullanilan bakterilerin canliliginin gida modeli olarak kullanilan
beyaz sarap ortaminda OTA’y1 baglama yetenegi lizerine etkisini belirlemek i¢in, 151
islem kullanilarak oldiiriilmiis test bakterilerinin beyaz sarap i¢inde OTA’y1 baglama
yetenekleri ayrica belirlenmistir. Cizelge 4.11°den de goriilebilecegi gibi test
bakterilerinin 5, 10 ve 20 ng ml™ OTA’y1 beyaz sarap iginde baglama yetenekleri
sirastyla  %17.88-24.64, %15.24-26.11 ve %16.44-24.32 arasinda degisiklik
gostermistir.

Is1l igleme maruz birakilan bakteriler arasinda OTA’y1 beyaz sarap ortaminda
en yiiksek baglama yetenegini Lb. acidophilus NCC 36 gosterirken Lb. rhamnosus
nispeten diisiik baglama yetene8i gostermistir. Diger yandan, 1sil isleme maruz
birakilan test bakterilerinin 5, 10 ve 20 ng ml™ konsantrasyonlarindaki OTA’y1
baglama yeteneklerinde, bakteri yogunlugu ve toksin konsantrasyonunun etkisi

istatistiksel olarak dénemsiz (p>0.05) bulunmustur. Ornegin OTA’y1 diisiik baglama
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yetenegi gosteren B. bifidum Bb 13 beyaz sarap ortaminda 5, 10 ve 20 ng ml™
OTA’y1 sirastyla %18.06, %16.32 ve %18.80 oraninda baglamistir.

Cizelge 4.11.Is1l isleme Maruz Birakilan Test Bakterilerinin Beyaz Sarapta 4 Saat
Iginde OTA’y1 Baglama Yetenegi.

Bakteri % baglanan OTA (ortalama + sD, n=3)

5ng ml* 10 ng ml™* 20 ng ml*
Lb. acidophilus NCC 12 20.13+4.79 19.34+3.26 23.72+9.43
Lb. acidophilus NCC 36 24.64+8.76 26.11+6.03 24.32+2.42
Lb. acidophilus NCC 68 22.99+1.62 20.32+7.13 20.86+2.89
B. bifidum Bb 13 18.06+4.78 16.32+5.19 18.80+4.85
B. bifidum NCC 381 23.18+2.49 18.62+3.54 19.96+3.88
Lb. rhamnosus 17.88+3.78 15.244+4.99 16.44+8.31

Is1l isleme maruz birakilan bakteriler arasinda her iki ortamda da en yiiksek
baglama yetenegi gosteren Lb. acidophilus NCC 36’nin beyaz sarap ortaminda 4 saat
icinde 5, 10 ve 20 ng ml™ OTA’y1 %24.64, %26.11 ve %24.32 oraninda baglama
yeteneklerine ait HPLC kromatogramlari sirasiyla Sekil 4.25’de gosterilmistir.

Test bakterilerinin 1s1l isleme maruz birakilmasi durumunda genelde beyaz
sarap icinde OTA baglama yeteneklerinde bir miktar artis goriilmiistiir. Bununla
birlikte test bakterilerinin beyaz sarapta 4 saat i¢inde 5 ng ml™ OTA’y1 baglama
yeteneklerinde kullanilan bakterilerin canli veya 1s1l islemle oldiiriilmelerinin etkisi
istatistiksel olarak Onemsiz (p>0.05) bulunmustur. Test bakterileri arasinda Lb.
acidophilus NCC 36’nin 1s1l islem ile inaktive edilmesi durumunda beyaz sarap
icinde 10 ng ml™ OTA’y1 baglama yetenginde istatistiksel olarak artis gOrlilmiistiir.
Canhi Lb. acidophilus NCC 36 beyaz sarap iginde 10 ng mI™™ OTA’nin %9.80’ini
baglarken, 1s1l igleme maruz birakilmasi durumunda OTA’y1 baglama yetenegi
%26.11’e ¢ikmustir. Benzer sekilde, B. bifidum Bb 13’in 1s1l isleme maruz
birakilmast durumunda beyaz sarapta 20 ng ml™ OTA’y1 baglama yeteneginde
istatistiksel olarak artig goriiliirken (p<0.05), diger bakterilerin OTA’y1
baglamalarinda canli veya 1sil iglem ile o6ldiiriilmiis olmalarinin etkisi istatistiksel

olarak 6nemsiz (p>0.05) bulunmustur.
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Sekil 4.25.Is11 Isleme Maruz Birakilan Lb. acidophilus NCC 36’nin 4 Saat i¢inde
Beyaz Sarapta 5 ng ml™ OTA’y1 %24.64 (a), 10 ng ml™ OTA’y1 %26.11
(b) ve 20 ng ml™ OTA’y1 %24.32 (c) Oraninda Baglama Yeteneklerine
Ait HPLC Kromatogramlari.

Isil isleme maruz birakilan test bakterilerinin fosfat tamponu ve beyaz sarap
ortaminda 4 saat i¢inde 5 ng ml™ OTA’y1 baglama yeteneklerinin karsilastiriimasi
durumunda (Sekil 4.26); 5 ng ml™* konsantrasyonundaki OTA’min bakteriler
tarafindan baglanmasinda ortam farkliliginin etkisi istatistiksel olarak Onemsiz
(p>0.05) bulunmustur. Diger yandan, Lb. acidophilus NCC 36’un 10 ng ml™ OTA’y1
beyaz sarapta 4 saat iginde (%26.11) fosfat tamponuna (%9.80) gore daha yiiksek
oranda bagladigi (p<0.05), test edilen diger bakterilerin ise 10 ng ml™ OTA’y1
baglama yeteneklerinin her iki ortamda da istatistiksel olarak farkli olmadigi
(p>0.05) saptanmustir. Benzer sekilde B. bifidum Bb 13’{in 4 saat inkiibasyon siiresi
icinde 20 ng ml™ OTA’y1 beyaz sarap ortaminda (%18.80) fosfat tamponuna (%9.60)
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oranla daha yiiksek oranda baglarken (p<0.05), diger bakterilerin ise 20 ng ml™

OTA’y1 baglama yeteneklerinde ortam farkliliginin etkisi istatistiksel olarak 6nemsiz

(p>0.05) bulunmustur.

40 - {1 PBS ®& beyaz sarap
35 4
30 A
25 4
20 4
15
10 A

% OTA baglama

Lb. acidophilus Lb. acidophilus Lb. acidophilus B. bifidum Bb  B. bifidum  Lb. rhamnosus
NCC 12 NCC 36 NCC 68 13 NCC 381

Bakteri

Sekil 4.26.Is1l isleme Maruz Birakilan Test Bakterilerinin 4 Saat i¢inde PBS ve
Beyaz Sarap Ortaminda 5 ng ml™ OTA’y1 Baglama Yeteneklerinin

Karsilastirilmasi.

Fosfat tamponu ve beyaz sarap i¢inde 10 ve 20 ng mI™> OTA’nin test bakterileri

tarafindan karsilagtirmali olarak gosterimi sirasiyla Sekil 4.27 ve 4.28°de verilmistir.

35 4 |Z‘§ PBS # beyaz sarap |
30 A
S
5 25 A
iY)
s 20
= 151
=}
° 10 4
5 4
Lb. acidophilus Lb. acidophilus Lb. acidophilus B. bifidum Bb  B. bifidum  Lb. rhamnosus
NCC 12 NCC 36 NCC 68 13 NCC 381
Bakteri

Sekil 4.27.Is1l isleme Maruz Birakilan Test Bakterilerinin 4 Saat Iginde PBS ve
Beyaz Sarap Ortaminda 10 ng ml® OTA’yr Baglama Yeteneklerinin

Karsilastirilmasi.
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Lb. acidophilus Lb. acidophilus Lb. acidophilus B. bifidum Bb B. bifidum  Lb. rhamnosus
NCC 12 NCC 36 NCC 68 13 NCC 381
Bakteri

Sekil 4.28.Is1l Isleme Maruz Birakilan Test Bakterilerinin 4 Saat i¢inde PBS ve
Beyaz Sarap Ortaminda 20 ng ml? OTA’y1 Baglama Yeteneklerinin
Karsilastirilmas.

Laktik asit bakterilerinin OTA’y1 iizim suyu ve/veya sarapta baglama
yetenekleri ile ilgili olarak herhangi bir bilgi bulunmamasina karsin, literatiirde
mayalarla ilgili baz1 ¢alismalar yer almaktadir. %40 maya ve %60 oraninda bira
fermantasyonu artiginin kombine olarak kullaniminin in vitro kosullarda OTA’y1
etkili bir sekilde bagladigi, baglanmanin mayanin hiicre duvari tizerinden oldugu ve
en yliksek oranda baglamanin pH 3 degerinde gerceklestigi bildirilmistir (Shetty ve
Jespersen, 2006). Benzer sekilde, Saccharomyces cerevisiae hiicre duvarindan izole
edilen B-D glukan’in aflatoksin ve OTA’y1 6nemli miktarda baglama yeteneginde
oldugu belirlenmistir (Raju ve Devegowda, 2000).

Son yillarda Bejaouii ve ark. (2004) tarafindan yapilan bir g¢alismada
Sacchromyces mayasinin yerel suslarinin OTA’y1 sentetik ve dogal iiziim suyundan
uzaklastirilmasi1 amaciyla kullanilabilecegini belirtmislerdir. Arastirmacilar maya
hiicrelerinin canli olmasi durumunda 5 dakika icinde OTA adsorpsiyonunun %35
oraninda gerceklestigini, buna karsin mayalarin 1si1l isleme maruz birakilmasi
durumunda adsorpsiyonun %90’a ¢iktigini ve hiicre yogunlugunun adsorpsiyonunda
onemli rol oynadigini bildirmislerdir.

Test bakterilerinin beyaz sarap ortaminda farkli konsantrasyonlardaki OTA’y1
baglama yeteneginin belirlenmesi amaciyla (pozitif kontrol), OTA’y1 beyaz sarap
ortamindan geri alma oranlar1 bulunmustur (Cizelge 4.10). Cizelge 4.10°’dan da

goriilebilecegi gibi 5, 10 ve 20 ng ml™® konsantrasyondaki OTA’min 4 saat

108



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Biilent KABAK

inkiibasyon siiresi i¢inde beyaz saraptan sirastyla 4.30 (%86.05), 8.49 (%84.86) ve
16.94 (%84.70)liniin geri alindig1r goriilmistiir. OTA’nin beyaz sarap ortamindan
geri alinma degerlerinde kullanilan toksin konsantrasyonlarinin etkisi istatistiksel
olarak 6nemsiz (p>0.05) bulunmustur.

Analizde kullanilan 5, 10 ve 20 ng ml? OTA’nmn beyaz sarap ortamindan
sirastyla %86.05, %84.86 ve %84.70 oranlarinda geri alimmasiyla ilgili pozitif
kontrol ve OTA negatif kontrol kromatogramlar1 Sekil 4.29°da gosterilmistir.

FIDTA Exe38,En410 (AITGLLD)] FIDIA, £33, En410 (BIT6610)
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12.651 - OTA

044 044
024 024

—
2 4 §

— T T —
0 2 14 min 2 4 0 2 W i

L RN

0 1 (d

Sekil 4.29.Beyaz Sarapda 5 (a), 10 (b), 20 (c) ng mI”™™ OTA Pozitif Kontrol ve OTA
Negatif Kontrol (d) Kromatogramlari.

Pozitif kontrol amactyla OTA’nin fosfat tamponu ve beyaz sarap ortaminda
geri alma oranlarinin  karsilagtirilmast durumunda, OTA’nin fosfat tamponu
ortaminda beyaz saraba gore nispeten yiiksek oranda geri alindig tespit edilmistir. 5

ve 10 ng mI* OTA’nin geri alinmasinda PBS ve beyaz sarap ortamlari arasidaki
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fark istatistiksel olarak onemsiz (p>0.05) bulunmustur. Fosfat tamponu ve beyaz
sarap ortamida 5 ng mlI™* OTA’nin 4 saat inkiibasyon siiresi iginde sirasiyla %88.81
ve 86.05 oraminda geri alindigi, benzer sekilde 10 ng ml™ OTA’nin %88.28 ve
%84.86smi geri alindig1 tespit edilmistir. Diger yandan 20 ng mI™> OTA’nin 4 saat
icinde fosfat tamponunda geri alma orani (%89.87) beyaz saraba gore (%84.70)
istatistiksel olarak yiiksek bulunmustur.

Literatiirde OTA’nin fosfat tamponundan geri alinmasi ile ilgili olarak herhangi
bir veri bulunmamasina karsin, sarap Orneklerinde OTA varligin1 arastirmak
amactyla HPLC yontemi kullanilarak yapilan tarama ¢aligmalarda OTA’nin saraptan
geri alinma oranlar1 tespit edilmistir. Test bakterilerinin OTA’y1r baglama
yeteneginde pozitif kontrol amaciyla kullanilan OTA’nin geri alma sonuglari
literatiirde yer alan geri alma degerleri ile benzerlik gostermistir. Pietri ve ark. (2001)
saraplara ilave edilen 71-4000 ng I'* OTA’nin geri alinma oramim %87-97 arasinda
bulmuslardir. Markaki ve ark. (2001), Fransa’da saraplarda OTA varliginmi belirlemek
amaciyla yaptiklar1 ¢calismada OTA’nin geri alinma oranini ortalama %91.3 olarak
bulmuslardir. Lopez de Cerain ve ark. (2002), Ispanyada saraplarda OTA
kontaminasyonu seviyesini belirlemek amaciyla yaptiklari ¢alismada 0.148-0.355 ng
mi™ konsantrasyonunda OTA kontamine edilen saraplardan OTA’nin geri alinma
oranin1 %95.2-116 arasinda bulmuslardir. Bu konuda yapilan diger bir ¢alismada,
Blesa ve ark. (2004) kirmuzi saraplarda 0.5 ng ml™ OTA’min geri alinma oranin
ortalama %94 olarak saptamiglardir. Benzer sekilde, Dall’Asta ve ark. (2004)
saraplardan OTA’nin geri alinma oranin1 %93-96 arasinda bulmuslardir. Berente ve
ark. (2005) Macaristan’da yaptiklar1 calismada 5 ng mI™ OTA’nin saraplardan geri
alinma oranin1 %83.5 bulmuslardir. Rosa ve ark. (2004) kirmiz1 ve beyaz saraplardan
OTA’nin (5-50 ng 1) geri alinma oranlarim sirasiyla %91 ve %82 olarak
bulmuslardir. Brera ve ark. (2005) kirmuzi saraplardan 0.5 ng mlI™* OTA’nin geri
alinma oranmin %86 oldugunu bildirmislerdir. Son olarak Var ve Kabak (2007),
Tiirkiye’de saraplarda OTA varligmi belirlemek amaciyla yaptiklari g¢alismada,
OTA’nin (0.1-1 ng mI™) geri alinma oranlarim %76.61-85.07 arasinda bulmuslardur.
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4.2.2.3.Beyaz Sarap Ortaminda Bakteri-OTA Kompleksi Stabilitesinin

Belirlenmesi

Aragtirmada kullamlan canli bakterilerin OTA’y1 (5 ng ml™) kuvvetli bir
sekilde baglayip baglamadigimi diger bir deyisle baglanmanin geri doniisiimlii olup
olmadigini belirlemek amaciyla test bakterilerinin 4 saat inkiibasyon siiresi iginde
OTA’y1 baglama denemesi gerceklestirildikten sonra, hiicreler tekrar OTA
icermeyen 5 ml beyaz sarap ile muamele edilmistir. Bu sekilde bakteri yiizeyine
baglanan OTA’ nin serbest kalarak tekrar beyaz sarap ortamina gegme egilimi tespit
edilmistir. Cizelge 4.12°de test bakterilerinin beyaz sarap ortaminda 4 saat iginde
bagladigi %OTA oran1 ve serbest kalarak tekrar beyaz saraba ge¢me oranlari

verilmistir.

Cizelge 4.12.Beyaz Sarapta Canli Test Bakterilerinin (10° kob ml™®) 4 Saatte
Bagladigit OTA’nin (5 ng ml'l) Tekrar Beyaz Saraba Ge¢me Oranlari.

Bakteri % baglanan OTA (ort + sD, n=3)*  Serbest kalan % OTA (ort + sD,
n=3)"

Lb. acidophilus NCC 12 20.13+4.79 <LOD¢

Lb. acidophilus NCC 36 24.64+8.76 <LOD

Lb. acidophilus NCC 68 22.99+1.62 7.06£0.36

B. bifidum Bb13 18.06+4.78 3.70+£3.21

B. bifidum NCC 381 23.18+2.49 1.91+3.31

Lb. rhamnosus 17.88+3.78 <LOD

210° kob mI™ yogunlugundaki test bakterilerinin 5 ng mI™ OTA ile 4 saat inkiibasyon sonucunda bagladiklari % OTA oram
®10° kob mlI™ yogunlugundaki test bakterilerinin 5 ng ml™ OTA ile 4 saat inkiibasyon sonucunda bagladiklari % OTA’nin, 5 ml
beyaz sarap (OTA igermeyen) ile yikanmasi sonucu serbest kalarak tekrar beyaz saraba gegcen % OTA orani

°LOD: tespit limiti, 0.01 ng mI™.

Cizelge 4.12°nin incelenmesiyle de goriilebilecegi gibi gida modeli olarak
kullanilan beyaz sarap ortaminda baglanan OTA’nin, serbest kalarak tekrar beyaz
sarap ortamina ge¢me degerleri sustan susa farklilik gostermistir (p<0.05). Test
edilen bakteriler arasinda Lb. acidophilus NCC 12, Lb. acidophilus NCC 36 ve Lb.
rhamnosus’un OTA’y1 kuvvetli bir sekilde bagladigi ve tekrar fosfat tamponuna

gecen OTA nin tespit edilebilir seviyenin altinda oldugu belirlenmistir. Diger yandan
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canli Lb. acidophilus NCC 68 tarafindan baglanan %22.99 oraninda OTA’nin
%7.06’smin serbest kalarak tekrar beyaz saraba gectigi saptanmistir. Benzer sekilde,
B. bifidum Bb 13 ve B. bifidum NCC 381’in bagladiklart OTA’nin sirasiyla %3.70 ve
%1.91’inin tekrar beyaz saraba gectigi goOriilmiistiir. Sekil 4.30°da canli Lb.
acidophilus NCC 36’min (10® kob ml™) 4 saat i¢inde 5 ng ml* OTA’y1 %24.64
oraninda baglama yetenegine ve bakterilerin 5 ml beyaz sarap (OTA icermeyen) ile
yikanmasit sonucu serbest kalan (tespit edilemedi) OTA’ya ait HPLC

kromatogramlar1 gosterilmistir.

FLDLA, Bx=333, En=410 (50706%6.0) FLDLA, Ex=333,Em=A70 25070625.0)

12.647 - oTA

— — T
0 1 4

— ™ —
] Y 1 iy 0 1 4

T —
0 Y 1 mi

P R

@ (b) 1

Sekil 4.30.Lb. acidophilus NCC 12’nin Beyaz Sarapta 4 Saatte 5 ng ml™ OTA’y1
%20.13 Oraninda Baglama Yetenegine ve Beyaz Sarapla (OTA
icermeyen) Yikanmasi Sonucu Serbest Kalan OTA’ya (tespit edilemedi)
Ait HPLC kromatogramlari.

Bakteri-OTA stabilitesi {lizerine ortam farkliliginin etkisinin karsilastirilmasi
durumunda, Lb. acidophilus NCC 12, Lb. acidophilus NCC 36 ve Lb. rhamnosus’un
beyaz sarap ortaminda OTA’y1 geri donilisiimsiiz olarak bagladigi ve ortam
farkliliginin (fosfat tamponu ve beyaz sarap) bakteri-OTA stabilitesi lizerine etkisinin
istatistiksel olarak Onemli oldugu (p<0.05) gorilmiistiir. Diger yandan, Lb.
acidophilus NCC 68, B. bifidum Bb 13 ve B. bifidum NCC 381’in fosfat tamponu ve
beyaz sarap ortaminda berlirli oranlarda geri doniisiimlii olarak baglamakla birlikte

ortam farkliliginin etkisinin istatistiksel olarak Onemsiz oldugu (p>0.05)

saptanmustir.
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4.3. Test Bakterilerinin Hiicre Yiizeyinin Hidrofobik Yapisi

Baz1 arastirmacilar hiicre duvarinin hidrofobik yapisi ile mikotoksinlere ve
diger kiif metabolitlerine baglanma yetenegi arasinda pozitif bir iliski oldugunu
belirtmislerdir. Aflatoksin gibi hidrofobik karakterdeki mutajenik ve kanserojenik
maddelerin probiyotik 6zellik gosteren spesifik laktik asit bakterilerinin hiicre
duvarindaki hidrofobik kisimlara kovalent olmayan baglarla baglandigi, bu
maddelerin incebagirsakta birikmesinin engellendigi ve metabolizma faaliyeti sonucu
viicut disina atildig ileri siirtilmektedir (Bolognani ve ark, 1997; Yabe ve ark, 1999;
Haskard ve ark, 2000; Oatley ve ark, 2000). Bu nedenle g¢alisma kapsaminda
kullanilan bakterilerin hiicre yiizeylerinin hidrofobik karakteri de arastirilmistir.

Fosfat tamponu ve gida modelinde OTA ve AFM;’i baglama yeteneginde
kullanilan test bakterilerinin hiicre yiizeyinin % hidrofobik 6zelligi Cizelge 4.13°de
gosterilmigtir. Test bakterilerinin hidrofobik yapisi, hidrofobik 6zellikteki n-
hexadecan’in hidrofilik fosfat tamponundan ayrilirken bir kisim bakteriyi de tagimasi

sonucu alt fazda meydana gelen absorbans diisiisiiniin 6lgtilmesiyle belirlenmistir.

Cizelge 4.13.Test Bakterilerinin Hiicre Yiizeylerinin Hidrofobik Karakteri (n=4,
ortalama+sD).

Bakteri susu A, A % hidrofobik
Lb. acidophilus NCC 12 1.11+0.08 0.94+0.08 15.82+1.83
Lb. acidophilus NCC 36 1.09+0.09 1.06£0.10 4.31£1.91
Lb. acidophilus NCC 68 1.10+0.06 0.99+0.04 10.14+1.78
B. bifidum Bb 13 1.06£0.17 0.90+0.15 18.89+2.94
B. bifidum NCC 381 1.05+0.13 0.94+0.12 10.90+2.39
Lb. rhamnosus 1.02+0.11 0.9140.10 10.844+2.20

A,: n-hexadecan ile ekstraksiyon dncesinde 560 nm dalga boyunda okunan absorbans degeri.
A: n-hexadecan ile ekstraksiyon sonunda 560 nm dalga boyunda okunan absorbans degeri.

Cizelge 4.13’iin incelenmesiyle de goriilebilecegi gibi test edilen bakterilerin
hiicre yiizeyi c¢ok diisiik oranda hidrofobik Ozellik gostermistir. Test bakterileri
arasinda en yiiksek hidrofobik hiicre ylizeyine sahip olan suslarin sirasiyla %18.89
ile B. bifidum Bb13 ve %15.82 ile Lb. acidophilus NCC 12 oldugu, buna karsin Lb.
acidophilus NCC 36 susunun istatistiksel olarak daha diisiikk (p<0.05) hidrofobik
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(%4.31) ozellik gosteren hiicre ylizeyine sahip oldugu belirlenmistir. Cesitli laktik
asit bakterilerinin hiicre yiizeyinin hidrofobik yapisi bazi arastirmacilar tarafindan
belirlenmistir. Bu konuda yapilan ¢alismalar Cizelge 4.14’de 6zetlenmistir. Savage
(1992) Lb. fermentum, Lb. acidophilus, Lb. reuteri, Lb. leichmannii ve Lb.
murinus’un ¢esitli suslarinin hiicre yiizeyinin hidrofobik karakterlerini, hiicre duvari
yapisina bagli olarak %0-81 arasinda bulmuslardir. De Ambrosini ve ark. (1998) bazi
laktik asit bakterilerinin hiicre duvarinin morfolojisini belirlemek amaciyla yaptiklar
calismada, Pediococcus pentosaceus’un %0, Lactococcus lactis’in = %6.7,
Propionibacterium acidipropionici’nin %10, Lb. casei’nin %8.5 ve Lb.
acidophilus’un hiicre duvarmin ise %4 oraninda hidrofobik karakter tasidigi
belirlenmistir. Ouwehand ve ark. (1999) test ettikleri probiyotik mikroorganizmalarin
hiicre yiizeyinin hidrofobik yapisint %0-16 arasinda bulmuslardir. Vinderola ve
Reinheimer (2003) bazi probiyotik laktik asit bakterilerinin hiicre duvarmin
hidrofobik yapisin1 belirlemek amaciyla yaptiklart g¢alismada, Lb. acidophilus
suslarinin hidrofobik yapisint %38.1-67.8 arasinda, bifidobakterlerin %13.6-64.7
arasinda, Lb. casei ve Lb. rhamnosus’un ise %10.9 ile % 24.1 arasinda degisen
oranlarda hidrofobik yapida oldugunu saptamislardir. Cizelge 4.14’iin incelenmesiyle
de goriilebilecegi gibi laktik asit bakterilerinin hiicre ylizeyinin hidrofobik yapilar
arasinda Onemli farkliliklar goriilmektedir. Buradan yola ¢ikarak ayni tiirlin suslar
arasinda farkliliklarin olabilecegi ve farkli hidrofobik karakter tasiyabilecekleri

sonucu ortaya ¢cikmaktadir.
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Cizelge 4.14. Laktik Asit Bakterilerinin Hiicre Yiizeylerinin Hidrofobik Yapisi.

Bakteri susu

% hidrofobik

Kaynak

Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.

Lb

rhamnosus GG

rhamnosus ATCC 7469

rhamnosus A15

rhamnosus A16

plantarum ATCC 8014

casei shirota

casei

acidophilus
acidophilus 100-21
acidophilus 100-23
acidophilus 100-12
acidophilus A9

. acidophilus 08
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.

acidophilus 5
acidophilus CSL

acidophilus CNRZ 1881
acidophilus CNRZ 1923

acidophilus
acidophilus 100-21
acidophilus 100-23
acidophilus 100-12
acidophilus 100-28
fermentum 1685
reuteri D111
reuteri D287
fermentum 1685

. bifidum A12
. bifidum BBI
. bifidum Bb 12

. bifidum ATCFC 35914

. longum A7

. longum BL

B
B
B
B
B. longum Al
B
B
P

. acidipropionici

9
4
10.9
19.9
16

8.5

50

20
43.8
38.1
50.2

41
50.3
67.8

50

20
42
21
72
15
21
46.7
54.7
51.8
64.7
22.5
27.1
28.9
10

Ouwehand ve ark. (1999)
Ouwehand ve ark. (1999)
Vinderola ve Reinheimer (2003)
Vinderola ve Reinheimer (2003)
Ouwehand ve ark. (1999)
Ouwehand ve ark. (1999)

De Ambrosini ve ark. (1998)

De Ambrosini ve ark. (1998)
Savage (1992)

Savage (1992)

Savage (1992)

Vinderola ve Reinheimer (2003)
Vinderola ve Reinheimer (2003)
Vinderola ve Reinheimer (2003)
Vinderola ve Reinheimer (2003)
Vinderola ve Reinheimer (2003)
Vinderola ve Reinheimer (2003)
De Ambrosini ve ark. (1998)
Savage (1992)

Savage (1992)

Savage (1992)

Savage (1992)

Savage (1992)

Savage (1992)

Savage (1992)

Savage (1992)

Vinderola ve Reinheimer (2003)
Vinderola ve Reinheimer (2003)
Vinderola ve Reinheimer (2003)
Vinderola ve Reinheimer (2003)
Vinderola ve Reinheimer (2003)
Vinderola ve Reinheimer (2003)
Vinderola ve Reinheimer (2003)
De Ambrosini ve ark. (1998)
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Laktik asit bakterileri, heterojenik olarak pek ¢ok bakteri grubunu biinyesinde
barindirmasina ragmen, tipik gram-pozitif hiicre duvar1 yapisma sahip
bulunmaktadirlar. Gram-pozitif bakterilerinin hiicre duvarmin sematik olarak
goriinimii  Sekil 4.31°de gosterilmistir (Delcour ve ark, 1999). Laktik asit
bakterilerinin hiicre duvarinda temel yap1 olarak peptidoglikan ve bu tabakaya
gomiilii halde bulunan teikhoik asit ve lipoteikhoik asit, protein yapisindaki S-
tabakasi ve notr polisakkaritler bulunmaktadir. Bu yapilar, 6zellikle de teikhoik asit
ve notr polisakkaritlerin adhezyon ve makro molekiillerin baglanmas1 gibi pek ¢ok
aktivitede onemli rol oynadigi belirtilmektedir (Delcour ve ark, 1999). Teikhoik asit,
hiicre duvari kuru agirliginin %50’sinden fazlasini olusturmaktadir. Teikhoik asitin
yapisi ve miktari, tiir ve susa, kiiltliriin yas ve gelisim durumuna, ortamin pH’sina,
karbon kaynag1 ve fosfat varligima bagli olarak biiylik farklilhik gostermektedir.
Teikhoik asitin peptidoglikan tabakasina kovalent bagla bagl iken, lipoteikhoik asit
ve lipoglikanlarin  stoplazmik membrana bagh olabildikleri, fakat baz
fraksiyonlarinin hiicre duvarinda serbest halde olabildigi ve hatta ortamda serbest
hale gecebildigi bildirilmektedir. Lipoteikhoik asit, laktik asit bakterileri grubu i¢inde
Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leucunostoc ve Streptococcus cinslerinde
bulunmaktadir. Bazi Bifidobacterium tiirlerinde ise lipoteikhoik asit yerine farkli
yapida olan lipoglikan tabakasi yer almaktadir. Lipoteikhoik asitin hiicre duvarinin
hidrofobikligini saglayan temel bilesen oldugu belirtilmektedir (Delcour ve ark,
1999). Lipoteikhoik asit disinda diger polisakkaritlerin genellikle hidrofilik
karakterde oldugu ileri siiriilmektedir. Aflatoksin ve diger mutajenik maddelerin
(heterosiklik aminler vb.) hiicre duvarindaki nispeten hidrofobik karakterdeki
karbonhidrat igeren bilesiklere baglanma 0&zelligi gosterdigi bildirilmektedir
(Haskard ve ark., 2000). Bu hidrofobik kismin suslara gore farklilik gosterdigi ve
hidrofobik kismin artmasiyla baglanmanin da dogru orantili olarak arttigi ileri
striilmektedir (Oatley ve ark, 2000). Laktik asit bakterilerinin i¢ ylizeyinde ise
stoplazmay1 dis ortamdan ayiran ve polar molekiillere karsi bir engel olusturan

stoplazmik membran tabakas1 bulunmaktadir (Kilig, 2001).
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S-tabakast Lipoteikhoik asit Notr polisaklkarit Teikhoik asit

wenEopndag

werquiaw yiwze[dojs

Sekil 4.31.Gram-Pozitif Bakterilerin Hiicre Duvarinin Goriiniimii (Delcour ve ark,
1999).

Laktik asit bakterilerinin  miktoksinleri ortamdan uzaklastirmasinin
mekanizmas1 tam olarak agiklanamamakla birlikte, etkinin fiziksel baglama yoluyla
gerceklestigi  diigiiniilmektedir. Bu ¢alismadan elde edilen bulgularda da
goriilebilecegi gibi, 1s1l islem sonucu oldiirilen bakterilerin de AFM; ve OTA’y1
belirli oranda ortamdan uzaklastirdigi, hatta canli olarak kullanilmasina gore daha
yiiksek oranda etki gdstermesi nedeniyle, bu olaymn bakteri kaynakli metabolik bir
aktiviteyle aciklanamiyacagi sonucu ortaya ¢ikmaktadir.

Laktik asit bakterilerinin hiicre duvarinda yer alan peptidoglikan ve
polisakkaritlerin baglanma mekanizmasinda rol oynayan en 6nemli etken maddeler
olduklart ileri siirilmektedir (Bolognani ve ark, 1997; El-Nezami ve ark, 1998b). Bu
konuda yapilan ilk ¢alismalarda Streptococcus cremoris Z-25 susundan izole edilen
peptidoglikan ve polisakkaritlerin mutajenik maddeleri baglama yetenegi gosterdigi
bulunmustur (Zhang ve Ohta, 1991). Benzer sckilde, Tanabe ve ark. (1991),

mutajenik maddeleri baglamanin hiicre duvarinda yer alan peptidoglikan vasitasiyla
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gerceklestigini bildirmislerdir. Bu amagla Streptococcus faecalis ile yapilan bir
calismada, bakterinin gosterdigi antimutajenik aktivitenin hiicre duvarindaki protein
yapisinda olmayan karbonhidrat-karbonhidrat kompleksi veya lipit-karbonhidrat
kompleksinden kaynaklanabilecegi ileri siiriilmektedir (Hosono ve ark., 1988).
Baglanma mekanizmasinda hidrofobik etkilesimlerin 6nemli rol oynadigi, buna
karsin elektrostatik etkilesimlerin ise sinirli diizeyde etkisinin bulundugu
belirtilmektedir (Haskard ve ark, 2000). Bu konuda yapilan diger bir ¢alismada ise
mutajenik maddelerin laktik asit bakterisine baglanmasinin katyonik baglar yoluyla
gerceklestigi belirtilmektedir (Morotomi ve Mutai, 1986).

Haskard ve ark. (2000) aflatoksinlerin Lb. rhamnosus tarafindan baglanma
mekanizmasini belirlemeye yonelik olarak yaptiklari calismada, baglanmanin 6nemli
bir kisminin hiicre duvarinda yer alan karbonhidratlara ve proteinlere oldugunu
bulmuslardir. Ure ilavesinin aflatoksin baglamayr 6nemli 6lciide diisiirmesi
hidrofobik interaksiyonlarin énemli bir etkisinin oldugunu gostermistir. NaCl, ve
CaCl, ilavesinin baglanma iizerine az miktarda etki gostermesi nedeniyle
elektrostatik etkilesimlerin sinirli diizeyde etki gosterdigi vurgulanmistir.

El-Nezami ve ark. (2002a) canli ve 1s1l isleme maruz birakilan Lactobacillus ve
Propionibacterium suslartyla yaptiklari ¢alismada, bakterilerin Fusarium kiiflerinin
tirettigi  deoksinivalenol, diasetoksirpenol ve fusarenon-X toksinlerini %18-93
arasinda degisen oranlarda baglama yetenegi gosterdigini belirtmislerdir. Isil islemin
etkisiyle canliligin1 yitiren hiicrelerin de 6nemli oranda toksini sivi ¢dzeltiden
uzaklastirmasi nedeniyle, bunun bakterilerin canlilifin1 yitirmis olmasi nedeniyle
metobolik yikimla agiklanamiyacagi ve muhtemel etkinin fiziksel olarak baglanma
yoluyla gergeklestigini bildirmislerdir. Arastirmacilar buradan yola ¢ikarak
(metabolik aktivasyonun goriilmemesi nedeniyle) aflatoksinlerin laktik asit
bakterilerine baglanmasinin kovalent olmayan baglarla gerceklestigini ileri
stirmiislerdir.

Son yillarda Lahtinen ve ark. (2004) AFB;’in Lb. rhamnosus’a baglanma
mekanizmasini belirlemek amaciyla yaptiklar1 ¢alismada bakterinin hiicre duvarini
parcalayarak, izole ettikleri komponentlerin (karbonhidrat ve protein) AFB;’i

baglama yetenegini belirlemeye c¢alismislardir. Arastirmacilar laktik — asit
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bakterilerinin hiicre duvarinda yer alan karbonhidratlarin ekzopolisakkarit, teikhoik
asit veya lipoteikhoik asit ve peptidoglikan olmak iizere 3 temel formda bulundugunu
bildirmiglerdir. Lb rhamnsous GG hiicre duvarindan izole edilen peptidoglikan
izolatinin (%381), canli Lb. rhamnosus GG’nin (%84) bagladig1 orana yakin AFB;’i
baglayabildigi tespit edilmistir. Diger yandan, Lb. rhamnosus GG’nin hiicre
duvarindan izole edilen ekzopolisakkaritin AFB;’i baglama yetenegi gostermedigi
goriilmiistiir. Diger yandan arastirmacilar, hiicre duvarinda yer alan proteinlerin ve
glikoproteinlerin etkisini belirlemek amaciyla spesifik proteolitik enzim ve kimyasal
denatiire edici ajan (sodyum dodesil siilfat ve iire) kullanmiglardir. Yapilan
aragtirmalar sonucunda hiicre duvarina kovalent olmayan baglarla bagli bulunan
proteinlerin ve glikoproteinlerin AFB;’i baglamada 6nemli bir etkisinin bulunmadigi
tespit edilmistir. Buna karsin, bazi aragtirmacilar, proteinlerin baglanmada énemli bir
etkisinin bulundugunu da bildirmislerdir (Haskard ve ark., 2000).

Bu c¢aligmada test bakterilerinin OTA’y1 baglama yetenekleri ile bakterilerin
hiicre duvarlarinin % hidrofobik degerleri karsilastirildiginda bir paralellik
goriilmemektedir. Ornegin; nispeten en yiiksek hidrofobik yiizeye sahip (%18.89) B.
bifidum Bb 13 susunun, en diisiik OTA baglama yetenegi gosterdigi goriilmiistiir.
Diger yandan, ikinci en yiiksek hidrofobik yiizeye sahip olan (%15.82) Lb.
acidophilus NCC 12 susunun B. bifudum Bb 13’e gore istatistiksel olarak daha
yiiksek oranda OTA’y1 bagladig: belirlenmistir.

Test bakterilerinin 1s1l isleme maruz birakilmasi sonucu AFM; ve OTA’y1
baglama yeteneklerinin artmasi, bu konuda ozellikle AFB; ve diger mikotoksin
tirleri ile yapilan caligmalarla benzerlik gostermistir. Hiicre duvarinda yer alan
polisakkarit ve peptidoglikanlarin 1s1l islemden etkilendigi, 1s1l islem etkisiyle
proteinlerin denatiire olabilece8i ve polisakkarit ile peptid ve proteinler arasinda
Maillard reaksiyon iriinlerinin olusabilecegi One siiriilmektedir. Peptidoglikan
tabakasi olduk¢a kalin olan laktik asit bakterilerinde 1sil islemin etkisiyle hiicre
duvariin kalinliginin azalabildigi ve lizerindeki gdzenek capinin sicaklik etkisiyle
biiyiidiigii belirlenmistir (EI-Nezami ve ark, 2002a). Bu sekilde bakterilerin baglama

yeteneginde artis meydana gelmektedir.
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El-Nezami ve ark. (2002a), Lb. rhamnosus GG, Lb. rhamnosus LC-705 ve
Propionibacterium freudenreichii ssp. shermanii JS suslarinin Fusarium toksinlerini
(diasetoksirpenol, HT-2, T-2, deoksinivalenol, fusarenon-X, nivalenol ve 3-
asetildeoksinivalenol) baglama yeteneklerinde, canli veya 1sil isleme maruz
birakilmis olmalarmin susa da bagli olarak onemli rol oynadigmi belirtmislerdir.
Ornegin; Lb. rhamnosus GG’nin HT-2, T-2, DON ve NIV toksinlerini baglama
yetenegi 1s1l islemin etkisiyle artig gosterirken, DAS ve F-X toksinlerinin baglama
yeteneginde azalma gozlenmis, 3AC-DON toksinini ise hem canli hem de 1s1l isleme
maruz birakilan hiicrelerin baglayamadigi belirlenmistir. Bu konuda Turbic ve ark.
(2002) tarafindan yapilan diger bir calismada Lb. rhamnosus GG’nin fosfat
tamponunda 1 saat icinde OTA’y1 baglama yetenegi 1s1l islem etkisiyle %47.12°den
%75.60’a yiikselmistir. Benzer sekilde Lb. rhamnosus LC-705 susunun 1s1l isleme
maruz birakilmasi durumunda fosfat tamponunda OTA’y1 baglama yetenegi

%36.43’den %58.10’a ylikselmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, saglik iizerine olumsuz etkileri ve ekonomik ag¢idan yarattigi
sorunlar nedeniyle 6nemli mikotoksin gruplar icinde yer alan AFM; ve OTA’y1,
fonksiyonel gida {riinlerinin iretiminde kullanilan baz1 Lactobacillus ve
Bifidobacterium tiirlerinin fosfat tamponu ve gida modelinde biyolojik olarak
oratamdan uzaklasgtirma yetenegi ayri ayri arastirilmistir. Bu amactan hareketle
gerceklestirilen arastirmada, mikotoksinlerin baglanmasinda 6nemli bir faktor olarak
goriilen bakterilerin hiicre duvarinin % hidrofobik 6zellikleri, bakterilerin canli veya
Oli olmalari, bakteri-toksin inkiibasyon siiresi, bakteri yogunlugu ve toksin
konsantrasyonunun test bakterilerinin toksinleri baglama yetenegi {izerine etkisi
incelenmigstir. Arastirma kapsaminda ayrica, fosfat tamponu ve gida modeli iginde
bakterinin toksini baglayarak olusturdugu bakteri-toksin kompleksinin stabilitesi de

belirlenerek, baglanmanin geri doniistimli olup olmadig1 aragtirilmstir.

Test bakterilerinin AFM; i baglama yetenegi

Fosfat tamponu i¢inde canli test bakterilerinin (10° kob mI™) AFM;’i baglama
yetenekleri toksin konsantrasyonu ve inkiibasyon siiresine bagli olarak %10.22-26.65
arasinda bulunmustur. Genel olarak test bakterileri i¢inde B. bifidum Bb 13, fosfat
tamponunda AFM;’i en yiiksek oranda baglama yetenegi gosterirken, Lb.
acidophilus NCC 68’in en diisiik baglama yetenegi gosteren sus oldugu gorilmistiir.
Canli Lactobacillus ve Bifidobacterium suslarmin (108 kob ml™) fosfat tamponunda
AFM7:’i  baglangic, 4 ve 24 saat iginde baglama yeteneklerinde toksin
konsantrasyonunun etkisi istatistiksel olarak énemsiz (p>0.05) bulunmustur. Benzer
sekilde fosfat tamponunda canl test bakterilerinin 5, 10 ve 20 ng ml™ AFM;’i
baglama yetenekleri {izerine bakteri-toksin inkiibasyon siiresi etkisinin de Onemsiz
(p>0.05) oldugu saptanmustir.

Arastirmada kullanilan bakteri yogunlugunun AFM;’1 baglamada 6nemli bir
etkisinin oldugu goriilmiistiir. Bakterilerin 10" kob mI™ yogunlugunda kullanilmas:
durumunda AFM;’i baglama yetenekleri nemli oranda diisiis gostermistir (p<0.05).

Canl test bakterilerinin (10" kob ml™) fosfat tamponunda toksin konsantrasyonu ve
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inkiibasyon siiresine bagli olarak AFM;’i baglama yeteneklerinin %0-5.02 arasinda
oldugu belirlenmistir. 10" kob ml™* yogunlugundaki test bakterilerinin fosfat
tamponunda baslangic ve 4 saat icinde AFM;’i baglama yeteneklerinde toksin
konsantrasyonunun etkisi istatistiksel olarak onemsizken (p>0.05), test bakterileri
arasinda yalnizca B. bifidum Bb 13’lin fosfat tamponunda 24 saat iginde AFM;’i
baglama yeteneklerinde toksin konsantrasyonunun etkisi istatistiksel olarak 6nemli
(p<0.05) bulunmustur.

Isil isleme maruz birakilan bakterilerin fosfat tamponunda AFM;’i baglama
yetenekleri toksin konsantrasyonu ve inkiibasyon siiresine bagli olarak %14.04-28.97
arasinda bulunmustur. Isil isleme maruz birakilan bakteriler arasinda uygulanan tim
inkiibasyon siiresi ve toksin konsantrasyonlarinda AFM;’e kars1 en yiiksek baglama
aktivitesini B. bifidum Bb 13 susu gostermistir. Arastirma kapsaminda kullanilan
toksin konsantrasyonunun (5, 10 ve 20 ng ml™Y) sil isleme maruz birakilan test
bakterilerinin fosfat tamponunda AFM;’i baslangig, 4 ve 24 saat i¢inde baglama
yetenekleri lizerine onemli (p>0.05) bir etkisinin bulunmadig: istatistiksel olarak
tespit edilmistir. Benzer sekilde AFM;-bakteri inkiibasyon siiresinin de (baslangig, 4
ve 24 saat) 1s1l isleme maruz birakilan bakterilerin AFM;’1 baglama yetenekleri
tizerine etkisi istatistiksel agidan 6nemsiz (p>0.05) bulunmustur.

Test bakterilerinin 1s11 isleme maruz birakilmasi sonucu literatiirde de
belirtildigi lizere hiicre duvarindaki hidrofobik yiizeylerin daha ¢ok ac¢iga ¢ikmasi
nedeniyle, genelde canli olarak kullanilmalarina oranla AFM;’i baglama
yeteneklerinde artis goriilmiistiir. Diger yandan test bakterileri arasinda yalnizca Lb.
acidophilus NCC 12’nin 1s1l isleme maruz birakilmasi sonucu fosfat tamponu
ortaminda baslangigta 5 ng mI™> AFM;’i baglama yetenegi istatistiksel agidan 6nemli
(p<0.05) bulunurken, aragtirma kapsaminda kullanilan diger bakterilerin canli veya
6lii olmasmm 5, 10 ve 20 ng mI™™ AFM;’i baglama yetenekleri iizerine etkisinin
istatistiksel olarak dnemsiz (p>0.05) oldugu belirlenmistir.

Canli test bakterileri tarafindan 4 saat iginde baglanan toksinin (%16.29-25.02),
AFM; icermeyen fosfat tamponu ile yikanmasi sonucu belirli oranda stabilitesini
koruyamiyarak, baglanan toksinin kullanilan bakteri susuna bagl olarak %5.62-8.54

arasinda degisen oranlarda geri fosfat tamponuna dondiigii belirlenmistir.
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Rekonstitiie siitte canli test bakterilerinin 4 saat icinde 5, 10 ve 20 ng ml™
AFM;’1 baglama yetenekleri toksin konsantrasyonuna bagli olarak %7.85-25.94
arasinda  bulunmustur. Test bakterilerinin uygulanan 3  farkli  toksin
konsantrasyonunda da AFM;’i baglama degerleri arasindaki farkin istatistiksel olarak
onemli (p<0.05) oldugu goriilmiistiir. Rekonstitlie siit ortaminda AFM;’1 en yiiksek
baglama yetenegini B. bifidum Bb 13 gosterirken, en diisiik baglama yetenegini Lb.
acidophilus NCC 68 susu gostermistir. Diger yandan, rekonstitiie siit ortaminda
bakterilerin AFM7’i baglamalarinda uygulanan toksin konsantrasyonunun (5, 10 ve
20 ng ml™) etkisi istatistiksel olarak énemsiz (p>0.05) bulunmustur.

Canli test bakterilerinin 4 saat i¢inde fosfat tamponu ve rekonstitiie siitte
AFM;’i baglama yeteneklerinin karsilastirilmast durumunda, bakterilerin genelde
fosfat tamponunda daha yiiksek oranda AFM;’i bagladig1 belirlenirken, bazi
istisnalar da bulunmaktadir. Ornegin; her iki ortamda da AFM;’i en yiiksek oranda
baglayan B. bifidum Bb 13 fosfat tamponunda 4 saat i¢inde 5 ng ml™ AFM;’i %25.02
oraninda baglarken, rekonstitiie siitte %25.94 oraninda baglamistir. Diger yandan,
canli test bakterilerinin AFM;’1 baglama yeteneklerinde kullanilan 3 farkli toksin
konsantrasyonunda da ortam farkliliginin etkisi istatistiksel agidan 6nemsiz (p>0.05)
bulunmustur.

Isil isleme maruz birakilan test bakterilerinin 4 saat iginde rekonstitiie siitte 5,
10 ve 20 ng mI™* AFM;’i baglama yetenekleri sirastyla %15.36-25.41, %12.85-25.64
ve %15.92-27.31 arasinda degisiklik gostermistir. Test bakterileri arasinda
rekonstitiie siit ortaminda en yiiksek baglama yetenegini B. bifidum Bb 13
gosterirken, Lb. acidophilus NCC 68 nispeten diisiik baglama yetenegi gdstermistir.
Diger yandan, 1sil igleme maruz birakilan test bakterilerinin AFM;’i baglama
yetenekleri iizerine toksin konsantrasyonunun etkisi istatistiksel agidan 6nemsiz (P >
0.05) bulunmustur.

Rekonstitiie siit ortaminda canli bakterilerin 1s1l isleme maruz birakilmalar
sonucu AFM;’i baglama yeteneklerinde artis goriilmiistiir. Test bakterilerinin canl
veya 1s1l igleme maruz birakilmis olmalarinin 5 ve 10 ng ml™ AFM;’i baglamalarinda

istatistiksel olarak farklilik goriilmezken, Lb. acidophilus NCC 12 ve Lb.
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rhamnosus’un 1s1l isleme maruz birakilmalar: sonucu 20 ng ml™ AFM;’i baglama
yetenekleri istatistiksel olarak artig gostermistir.

Isil isleme maruz birakilan test bakterilerinin AFM;’i baglama yeteneklerinin
genelde fosfat tamponu ortaminda daha yiiksek oldugu goriilmesine karsin, ortam
farkliligin etkisi istatistiksel olarak 6nemsiz (p>0.05) bulunmustur (Lb. acidophilus
NCC 68 harig). Is1l isleme maruz birakilan Lb. acidophilus NCC 68 susu 10 ng ml™
AFM;’1 PBS ortaminda %19.29 oraninda baglarken, rekonstitiie siitte baglama
yetenegi %12.85’e dlismiistiir.

Canli test bakterilerinin rekonstitlie siit ortaminda AFM;’i geri doniisiimsiiz
olarak bagladigi ve ortam farkliliginin bakteri-AFM; kompleksinin stabilitesi lizerine
onemli bir etkisinin bulundugu belirlenmistir.

Test bakterilerinin yoklugunda yapilan AFM;’i geri alma c¢alismalarinda
(pozitif kontrol) AFM;’in fosfat tamponu ortamindan geri alma oranlari toksin
kosantrasyonu ve inkiibasyon siiresine bagli olarak 9%82.24-89.23 arasinda
gerceklesmistir. Aragtirmada kullanilan inkiibasyon siiresi (baslangig, 4 ve 24 saat)
ve toksin konsantrasyonunun (5, 10 ve 20 ng ml™) etkisinin AFM;’i geri alma
degerleri tizerine 6nemli bir etkisinin bulunmadigi saptanmistir (p>0.05). AFM;’in
rekonstitiie siit ortamindan 4 saat icinde geri alma degerleri ise %80.97-82.08
arasinda bulunmustur. Benzer sekilde toksin konsantrasyonunun AFM;’1 rekonstitiie
siitten geri alma oranlar iizerine toksin konsantrasyonunun etkisi istatistiksel olarak
onemsiz bulunmustur (p>0.05).

AFM7;’in 4 saat icinde PBS ve rekonstitiie siitten geri alma degerlerinin
karsilagtiritlmas1 durumunda; AFM;’in fosfat tamponunda daha yliksek oranda geri
alinmasia karsin, ortam farkliliginin etkisi istatistiksel agidan 6nemsiz (p>0.05)

bulunmustur.

Test bakterilerinin OTA yi baglama yetenegi

Canli test bakterilerinin (10° kob ml™) fosfat tamponu i¢cinde OTA’y1 baglama
yetenekleri, toksin konsantrasyonu ve inkiibasyon siiresine bagl olarak %4.43-20.71
arasinda bulunmustur. Test bakterileri i¢inde en yiikksek OTA baglama yetenegini Lb.

rhamnosus gostermistir. Canli test bakterilerinin fosfat tamponu ortaminda OTA’y1
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(5, 10 ve 20 ng ml™) baglama yeteneklerinde inkiibasyon siiresinin etkisi dnemsiz
(p>0.05) bulunmustur. Benzer sekilde, bakterilerin baslangi¢ ve 4 saat iginde OTA’y1
baglama yeteneklerinde toksin konsantrasyonunun etkisi énemsizken (p>0.05), 24
saat icinde yalnizca Lb. acidophilus NCC 68’in 20 ng ml™ OTA’y1 baglama yetenegi
diger toksin konsantrasyonlarina gore istatistiksel olarak daha yiiksek bulunmustur
(p<0.05).

Canli bakterilerin (10° kob ml™) fosfat tamponu ortaminda genelde OTA’y1
AFM;’e gore daha yiiksek oranda bagladigi goriilmiistiir. B. bifidum Bb 13 susunun
fosfat tamponu ortaminda AFM;’1 en yiiksek oranda baglayan sus olmasina karsin,
OTA’ya kars1 test bakterileri i¢inde en diisiik aktiviteyi gostermesi dikkat ¢ekicidir.
Bu sonug, laktik asit bakterilerinin mikotoksinleri baglamasinda toksin tiiriiniin de
onemli bir rol oynadigini ve bakterilerin degisik toksinlere karsi farkli ilgi
duyabileceklerini gostermistir.

Kullanilan canli bakteri yogunlugu 1 logaritma azalma gsterdiginde (10" kob
ml?), bakterilerin OTA baglama yetenekleri %0-3.93 arasinda degisiklik
gostermistir. OTA’y1 baglamada bakteri yogunlugunun etkisi istatistiksel agidan
onemli (p<0.05) bulunurken, OTA konsantrasyonunun onemli bir etkisinin
bulunmadigi tespit edilmistir (p>0.05).

Isil isleme maruz birakilan bakterilerin fosfat tamponu ortaminda OTA’y1
baglama yetenekleri toksin konsantrasyonu ve inkiibasyon siliresine bagli olarak
%9.60-25.17 arasinda bulunmustur. Isil isleme maruz birakilan bakteriler arasinda
Lb. rhamnosus ve Lb. acidophilus NCC 12 nispeten yiiksek baglama yetenegi
gostermiglerdir. Isil isleme maruz birakilan bakterilerin OTA’y1 baglama
yeteneklerinde inkiibasyon siiresinin etkisi dnemsiz (p>0.05) bulunmustur. Benzer
sekilde, baslangic ve 24 saat icinde OTA’nin test bakterileri tarafindan
baglanmasinda toksin konsantrasyou 6nemsiz bulunurken, 4 saat i¢inde yalnizca Lb.
acidophilus NCC 36’nm 10 ng ml™ OTA’y1 diger toksin konsantrasyonlarma gore
daha diisiik oranda bagladig: tespit edilmistir (p<0.05).

Test bakterilerinin OTA’y1 baglama yeteneklerinin genelde 1s1l iglem

muamelesi sonrasi artis gosterdigi goriilmiistiir. Ornegin Lb. rhamnosus’un fosfat
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tamponunda 10 ng mI™* OTA’y1 24 saat i¢inde baglama yetenegi 1s1l islem muamelesi
sonrasi yaklasik 1.7 kat artis gostermistir.

Is1l isleme maruz birakilan bakterilerin genelde AFM;’e kars1t OTA’ya kiyasla
daha yiiksek ilgi gosterdigi goriilmesiyle birlikte, 1s1l isleme maruz birakilan
bakteriler i¢inde yalmizca B. bifidum Bb 13’in fosfat tamponunda ¢alisilan tiim
inkiibasyon siiresi ve toksin konsantrasyonlarinda AFM;’i OTA’ya kiyasla
istatistiksel agidan daha yiiksek oranda bagladig tespit edilmistir (p<0.05).

Bakteri-OTA kompleksi stabilitesinin belirlenmesi amactyla yapilan ¢aligmada,
canli test bakterileri tarafindan 4 saat iginde baglanan OTA’nin (%6.60-16.67), OTA
icermeyen fosfat tamponu ile yikanmasi sonucu, baglanan toksinin stabilitesini
koruyamiyarak bakteri susuna bagli olarak %1.98-6.67 arasinda degisen oranlarda
tekrar fosfat tamponuna gegtigi saptanmistir.

Bakteri-toksin kompleksi stabilitesi iizerine toksin tiiriiniin etkisi icelendiginde,
canli test bakterilerinden yalnizca Lb. acidophilus NCC 36 ve Lb. rhamnosus’un
fosfat tamponu ile yikanmasi sonucu sivi ¢ozeltiye gecen AFM; oranimmin OTA’ya
gore daha yliksek oldugu saptanmustir.

Cali test bakterilerinin (10% kob mI™) gida modeli olarak kullanilan beyaz sarap
ortaminda 4 saat icinde OTA’y1 baglama yetenekleri toksin konsantrasyonuna bagh
olarak %15-23.40 arasinda bulunmustur. Test bakterileri iginde beyaz sarap
ortaminda en yiliksek baglama yetenegini Lb. acidophilus NCC 36 gosterirken, Lb.
rhamnosus nispeten diisiik baglama yetenegi gostermistir. Canli test bakterilerinin
beyaz sarap i¢inde OTA’y1 baglama yeteneklerinde sus farkliliginin ve toksin
konsantrasyonun etkisi istatistiksel acidan 6nemsiz (p>0.05) bulunmustur.

Canli test bakterilerinin (10® kob ml™) 4 saat i¢inde fosfat tamponu ve beyaz
sarap i¢inde OTA’y1 baglama yeteneklerinin karsilastirilmasi durumunda, ¢alisilan
tiim toksin konsantrasyolarinda test bakterinin (Lb. rhamnosus hari¢) OTA’y1 beyaz
sarap ortaminda daha yiiksek oranda bagladigi belirlenmistir.

Isil isleme maruz birakilan test bakterilerinin 4 saat i¢inde beyaz sarap
ortaminda OTA baglama yetenekleri %15.24-26.11 arasinda degisiklik gostermistir.
Is1 isleme maruz birakilan bakteriler arasinda en yiiksek baglama yetenegini LDb.

acidophilus NCC 36 gosterirken, Lb. rhamnosus nispeten diisiik baglama yetenegi
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gostermesine karsin, kullanilan bakteri susunun etkisi istatistiksel agidan onemsiz
(p>0.05) bulunmustur. Benzer sekilde, 1s1l isleme maruz birakilan test bakterilerinin
OTA’y1 baglama yeteneklerinde toksin konsatrasyonunun etkisi de istatistiksel
acidan 6nemsiz (P > 0.05) bulunmustur.

Test bakterilerinin 1s1l igleme maruz birakilmalari sonucunda beyaz sarap
icinde OTA’y1 baglama yeteneklerinde bir miktar artis goriilmiistiir. Test bakterileri
icinde yalnizca Lb. acidophilus NCC 36’min 10 ng ml™ OTA’y1 ve B. bifidum Bb
13’iin 20 ng ml™ OTA’y1 baglama yeteneklerinde 1s1l islem muamelesi sonrasi
goriilen artigin istatistiksel agidan 6nemli oldugu tespit edilmistir.

Benzer sekilde, 1s1l isleme maruz birakilan test bakterilerinin fosfat tamponu ve
beyaz sarap i¢cinde OTA’y1 baglama yeteneklerinin karsilastirilmasi durumunda test
bakterilerinin (Lb. rhamnosus hari¢) ¢alisilan tiim toksin konsantrasyonlarinda
OTA’y1 beyaz sarap i¢inde daha yiiksek oranda bagladig1 goriilmiistiir. Buna karsin,
test bakterileri i¢inde yalnizca Lb. acidophilus NCC 36’nm 10 ng mI™* OTA’y1 ve B,
bifidum Bb 13’iin 20 ng ml™ OTA’y1 beyaz sarap i¢inde baglama yetenekleri fosfat
tamponuna gore istatistiksel agidan daha yiiksek bulunmustur.

Canli test bakterilerinden Lb. acidophilus NCC 12, Lb. acidophilus NCC 36 ve
Lb. rhamnosus’un beyaz sarapta 4 saat i¢inde OTA’y1 geri doniisiimsiiz olarak
bagladig1 buna karsin, Lb. acidophilus NCC 68, B.bifidum Bb 13 ve B. bifidum NCC
381’in bagladigt OTA’nin sirastyla %7.06, %3.70 ve %1.91 inin tekrar siv1 ¢ozeltiye
gectigi tespit edilmistir.

Bakteri-OTA kompleksi iizerine ortam farkliliginin etkisinin karsilastiriimasi
durumunda, test bakterileri iginde Lb. acidophilus NCC 12, Lb. acidophilus NCC 36
ve Lb. rhamnosus’un OTA’y1 geri doniisiimsiiz olarak bagladigi ve ortam
farkliliginin etkisinin istatistiksel agidan 6nemli (p<0.05) oldugu gorilmiistiir.

Test bakterilerinin yoklugunda yapilan OTA’y1 geri alma calismalarinda
(pozitif kontrol) OTA’y1 PBS ortamindan geri alma oranlar1 toksin konsantrasyonu
ve inkiibasyon siiresine bagli olarak %88.13-89.81 arasinda bulunmustur. OTA’nin
fosfat tamponundan geri alinmasinda toksin konsantrasyonu ve inkiibasyon siiresinin
etkisi istatistiksel agidan Onemsiz (p>0.05) bulunmustur. OTA’nin beyaz sarap

ortamindan 4 saat icinde geri alma degerleri %84.70-86.05 arasinda degisiklik
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gostermis olup, geri alma degerleri {izerine toksin konsantrasyonunun etkisi
istatistiksel a¢idan 6nemsiz (p>0.05) bulunmustur.

OTA’nin fosfat tamponu ve beyaz saraptan geri alma degerlerinin
karsilagtirilmast durumunda, OTA’nin fosfat tamponunda nispeten yiiksek oranda
geri alinabildigi tespit edilmistir. 5 ve 10 ng mI™> OTA’nin geri alinmasinda ortam
farkliligmm etkisi 6nemsiz (p>0.05) bulunurken, 20 ng ml* OTA’nin fosfat
tamponunda beyaz saraba gore istatistiksel agidan daha yiiksek oranda geri alindig
belirlenmistir.

Test bakterilerinin AFM; ve OTA’y1 baglama yetenekleri {izerine bakterilerin
hiicre yiizeylerinin hidrofobik o&zelliklerinin etkisi incelenmistir. Arastirma
kapsaminda kullanilan 6 adet bakterinin hiicre yiizeylerinin % hidrofobik degerleri,
%4.3-18.89 arasinda bulunmustur. Test bakterileri i¢inde en yiliksek hidrofobik
yiizeye B. bifudum Bb 13 sahipken, Lb. acidophilus NCC 36’nin en diigiik hidrofobik
ylizey 0zelligi gosteren sus oldugu goriilmiistiir. Nispeten yiiksek hidrofobik hiicre
ylizeyine sahip olan B. bifudum Bb 13’iin AFM;’i en yiiksek oranda baglayan sus
olmasina karsin, OTA’ya kars1 en diisiik aktiviteyi gosterdigi goriilmiistiir. Bu sonug,
laktik asit bakterilerinin mikotoksinleri baglamasinda toksin tiiriiniin de Onemli
oldugunu gostermistir.

Sonug olarak,

a) test bakterilerinin diisiik oranlarda (%30’un altinda) AFM; ve OTA baglama
yetenegine sahip oldugu,

b) kullanilan bakterilerin farkli hidrofobik ylizeye sahip olmasi nedeniyle
baglama yeteneginin sustan susa farklilik gosterdigi,

€) bakterilerin s6z konusu toksinleri baglamasinda hiicre yogunlugunun énemli
bir etkisinin oldugu ve ortamda minimum 10® kob ml* (probiyotik
bakterilerin terapdtik Ozellik gosterebilmesi igin gerekli olan minimum
yogunluk) veya daha yiiksek hiicre yogunlugunun olmasi gerektigi,

d) baglanmada bakterinin canli olup olmamasinin 6nemli bir rol oynamadigi,

e) bakteri-toksin inkiibasyonu siiresinin baglanma iizerine etkisinin olmadigi,

f) toksin tiirli ve bakteri susu iliskisinin baglanmada 6nemli rol oynadigi,
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g) AFM; ve OTA’nin test bakterileri tarafindan baglanmasinda ortam
farkliligiin (fosfat tamponu ve gida modeli) 6nemli olmadigy,

h) Bakteri-toksin kompleksinin sustan susa farklilik gostermekle birlikte gida
modelinde fosfat tamponuna gore daha stabil bir yap1 gosterdigi,

i) HPLC kromatogramlarinin incelenmesi sonucunda (kontrol ornekleriyle
karsilagtirmali olarak) toksinlere ait piklerin diginda yabanci piklerin
goriilmemesi, toksinlerin ortamdan uzaklastirilmasinin metabolik yikimla
olmadigy, fiziksel baglanma yoluyla oldugu goriisiine varilmistir.

Bu calismada kullanilan suslarla gidalarda bulunabilecek muhtemel toksinleri
baglamaya yonelik teknolojik bir calismanin yapilabilmesi, diisiik oranlarda baglama
yetenegi gostermeleri nedeniyle miimkiin goriinmemektedir. Bundan sonraki
asamada, hayvansal iriinler basta olmak tizere laktik asit bakterilerince zengin
riinlerden izole edilen gesitli laktik asit bakterilerinin kanserojenik AFB; ve
muhtemel kanserojen AFM; ve OTA basta olmak {iizere farkli mikotoksinleri
baglama yeteneklerinin belirlenmesi gerekmektedir. Ayrica, baglanma mekanizmasi
lizerine etki eden faktorlerin arastirilmasi da biiyiilk 6nem tasimaktadir. Bununla
birlikte, bakterilerin s6z konusu toksinleri baglayabilme yeteneklerinin in vivo
kosullarda deney hayvanlar1 ile ve/veya in vitro sindirim modeli kullanilarak
aragtirillmasi,  mikotoksinlerin  sindirim  siiresince  absorbsiyon  kosullarinin
belirlenmesi agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir. Bu sekilde, mikotoksinlerin neden
olabilcegi toksik ve kanserojenik etkilerden korunmak amaciyla etkin bir stratejinin

olusturulmasi saglanacaktir.
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