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OZET

AFLATOKSIN MI’IN (AFM1) LAKTIK ASIT BAKTERILERI
TARAFINDAN BAGLANMASI

Mustafa YUCEL
Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dal1
Tez Danigmani: Dr. Ogr. Uyesi Cisem BULUT ALBAYRAK
2019, 57 Sayfa

Aflatoksinler Aspergillus tiirleri tarafindan ikincil metabolit olarak iiretilen insan
ve hayvan sagligma zararli olan toksinlerdir. Aflatoksin M1 (AFMI) siit ve siit
tiriinlerinde bulunabilen oldukg¢a toksik bir maddedir. Bu ¢alismanin amaci ¢esitli
Laktik asit bakterilerinin fosfat tamponlu tuzlu su soliisyonunda AFM1 toksinini
baglama Ozelligini aragtirmaktir. Farkli parametreler (AFM1 konsantrasyonu,
inkiibasyon sicakligi, etkilesim siiresi, pH, mikroorganizma konsantrasyonu, 6lii
veya canli hiicre olma) baglanma mekanizmasinin agiklanmasi igin test edilmistir.
Sonu¢ olarak, Lactobacillus plantarum NRRL B-4496 (%17,05+0,91),
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei NRRL B-4560 (%17+0,64),
Lactobacillus reuteri NRRL B-14170 (%18,12+1,33), Lactobacillus casei subsp.
casei NRRL B-441 (%15,67+0,74), Lactobacillus rhamnasus NRRL B-442
(%17,05+0,92) ve Lactobacillus helveticus NRRL B-734 (%17,04+1,48) yiiksek
baglanma gosteren mikroorganizmalar olarak bulunmustur. Parametrik ¢aligmalar
yiksek baglama oOzelligi gosteren Lactobacillus plantarum NRRL B-4496 ile
yapilmigtir. Baglanmanin kisa siire igerisinde gerceklestigi (30 dak ) gdzlenmistir.
Inkiibasyon sicakligmin artmasi baglanma oranini olumsuz etkilemistir. Olii
hiicreler de canli hiicrelere yakin toksin baglama ozelligi gostermistir. AFM1-
mikroorganizma kompleksinin tekrar eden yikamalarla kararliligi kontrol edilmis
ve sinirli diizeyde geri kazanim gozlenmistir. Bu deneyler, baglanmanin fiziksel
adsorpsiyon oldugunu gostermistir. Adsorpsiyon denge verileri en iyi Sip’s
adsorpsiyon denge izoterm modeli ile uyumlu bulunmustur.

Anahtar Kelimeler : Aflatoksin M1, laktik asit bakterileri, fiziksel adsorpsiyon,

adsorpsiyon izotermi, baglanma mekanizmasi.






ABSTRACT

THE BINDING OF AFLATOXIN M1 (AFM1) BY LACTIC ACID
BACTERIA

Mustafa YUCEL
MSc Thesis, Food Engineering Department
Supervisor: Assistant Prof. Dr. Cisem BULUT ALBAYRAK
2019, 57 Pages

Aflatoxins are the toxins produced by Aspergillus species as secondary
metabolites that are harmful to human and animal health. Aflatoxin M1 (AFM1) is
a highly toxic substance that can be found in milk and dairy products. The aim of
this study was to investigate the ability of Lactic acid bacteria of various
Lactobacillus species to bind AFM1 toxin in phospahate buffered saline solution.
Different parameters (AFM1 concentration, incubation temperature, time of
interaction, pH, concentration of microorganisms, dead or live cells) were tested to
explain the binding mechanism. In the result, Lactobacillus plantarum NRRL B-
4496 (%17,05+0,91), Lactobacillus paracasei subsp. paracasei NRRL B-4560
(%17+0,64), Lactobacillus reuteri NRRL B-14170 (%18,12+1,33), Lactobacillus
casei subsp. casei NRRL B-441 (%15,67+0,74), Lactobacillus rhamnasus NRRL
B-442  (%17,05+0,92) and Lactobacillus helveticus NRRL B-734
(%17,04+1,48)were found to be high binding microorganisms. Parametric studies
were performed with Lactobacillus plantarum NRRL B-4496 which showed high
binding properties. It was observed that binding took place in a short time (30
min). The increase in incubation temperature adversely affected the binding rate.
Dead cells also showed toxin binding properties close to living cells. The AFM1-
microorganism complex was controlled by repeated washing and limited
reversibility was observed. These experiments have shown that binding is physical
adsorption. Adsorption equilibrium data were found to be best compatible with
Sip’s adsorption equilibrium isotherm model.

Key Words: Aflatoxin M1, lactic acid bacteria, physical adsorption, adsorption
isotherm, binding mechanism.
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1. GIRIS

Kiifler hasat dncesi ve hasat sonrasi donemlerde tarimsal iiriinlerde mikotoksin adi
verilen g¢esitli toksik maddeler iiretebilirler. Mikotoksinlerin varhigi ¢esitli
ekonomik kayiplara sebep olmakla birlikte insan ve hayvan sagligim da onemli
olglide tehdit etmektedir. Bu toksinlerin en tehlikeli ve yaygin olanlarindan bir
tanesi aflatoksin B1 (AFB1)’dir (Sabuncuoglu vd., 2008). AFB1, toksik madde
iceren yemlerle beslenen hayvanlarin karacigerinde aflatoksin M1’e (AFMI1)
doniiserek hayvanin siitiine kontamine olmaktadir (Sabuncuoglu vd., 2008).

Stit igerdigi protein, yag, makro ve mikro elementler gibi temel besin maddeleri
nedeniyle insan beslenmesinde 6nemli bir yere sahip besin iiriinlerinden biridir.
Ozellikle yeni dogan ve ileri yaslardaki kisilerin bagisiklik sisteminin daha hassas
olmasi nedeni ile siite bulunabilecek toksik maddelerden daha biiyiik zararlar
gorebilirler. Bu nedenle, siitte AFM1 varligmin dnlenmesi, kontrol edilmesi ve
uzaklastirilmas: 6nemli bir konudur (Corassin vd.,2013).

Mikotoksinlerin zararli etkilerini en aza indirgemek i¢in; fiziksel uygulamalar (1s1
uygulamasi, radyasyon uygulamasi), dogal kimyasal madde uygulamalari (vitamin
kombinasyonlari, melatonin, likopen, propolis, bal, yesil ¢ay, sarimsak, kahve, su
yosunu tlirleri, kil mineralleri), sentetik kimyasal madde uygulamalari
(Biitillenmis Hidroksi Toluen, Biitillenmis Hidroksi Anisol ve Propil Paraben) ve
biyolojik degredasyon teknikleri kullanilmaktadir (Sabuncuoglu vd., 2008).
Mikotoksinlerin zararli etkilerini en aza indirgemek i¢in pek c¢ok uygulama
yapilmasima ragmen gidalardaki varligi halen devam etmektedir. Aflatoksinleri
uzaklagtirmak i¢in bir¢ok caligma yapilmaktadir (Shah ve Wu, 1999; Oatley vd.,
2000; Peltonen vd., 2000; Lahtinen vd., 2004; Pizzolitto vd., 2011; Ismail vd.,
2016; Bueno vd., 2007). Bu ¢alismalarin bir kismi aflatoksinleri degrede etme
tizerine, bir kismu ise aflatoksinleri baglayarak uzaklastirma {izerinedir (Zhao vd.,
2010; Sarimehmetoglu ve Kiiplili 2004; Pizzolitto vd., 2011). Aflatoksinleri
baglayarak uzaklastirmada kullanilan materyaller; bazi inorganik bilesenler ve
mikroorganizmalardir. Kullanilan bazi inorganik bilesenler; aktif karbonlar, killer,
altiminosilikatlardir. Bu bilesenlerin gidalarda kullaniminin uygun olup olmadigini
belirlemek i¢in daha fazla arastirma gereklidir (Masimango vd., 1979).Biyolojik
yontemler igersinde  mikroorganizmalarin kullanimi , mikroorganizmanin

aflatoksini degrede etmesi ya da yiizeyine baglamasi seklinde olabilir.



Uzaklastirma amacit ile kullanilan mikroorganizmalar laktik asit bakterileri,
Bifidobacterium suslari, Saccharomyces cerevisiae, Flavobacterium
aurantiacum’dur (Hao ve Brackett, 1988; Kabak ve Var, 2008; Bueno vd., 2007).
Laktik asit bakterileri Gram (+), spor olusturmayan Ve solunum yapmayan
mikroorganizmalardir (Klein vd., 1998).

AFMU1’in siitteki varligir siit {riinlerini tiiketicileri i¢in saghigr tehdit eder
potansiyeldedir.Siit 6zellikle biliylime cagindaki c¢ocuklar i¢in Onemli besin
kaynaklarindandir ve biiylime ¢agindaki ¢ocular toksik maddeler igin yetiskinlere
gore daha hassastirlar. Cesitli iilkelerde, siit ve tirlinlerinde AFM1 igin yasal
limitler mevcuttur ve Avrupa Birligi komisyonu ve Tiir Gida Kodeksinde belirtilen
yasal limitler ¢ig siit i¢in 0,05 mg/kg’dir (Anonim, 2006; Anonim, 2011;Codex,
2015). Bu limtleri gegmis oldugu tespit edilen siitler iiretim ve tiketimden
uzaklastirildigi i¢cin ekonomik olarak da kayiplara neden olmaktadir.

AFB1’in hayvan yemlerinde varliginin kontrolii ve azaltilmasina yonelik ¢abalara
karsin, AFM1 bulundurmayan siit liretimi her zaman gerceklesmeyebilir.Bu
nedenle,AFM1 ile kontamine siitlerde detoksifikasyon icin pratik, biiyiik dlgek

uygulamaya uygun ve maaliyet acisinda verimli metotlar gereklidir.

Literatiirde c¢esitli laktik asit bakterisi tiir ve suglarinin AFMI1 uzaklastirma
ozellikleri ile ilgili ¢ogunlukla PBS ortaminda ve kisith sayida siit ortaminda
caligmalar mevcuttur(Pierides vd., 2000;Kabak ve Var,2008;Ismail vd., 2017).Bu
caligmalarda degisen oranlarda (5-100%) baglanma tespit edilmistir. Bu
Ozelliginin tir ve susa gore degisiklik gOstermesi ve  baslangic AFM
konsantrasyonu, sicaklik, vb. gibi cesitli parametreler ile farkli bir boyutta yapilan
calismalar, siit ortaminda daha etkin ve verimli detoksifikasyon uygulamalarini

mumkiin kilabilir.

Gidalarin fermentasyonu ¢ok eski zamanlardan bu yana koruma metodu olarak
kullanilmigtir ve laktik asit bakterilerinin kiif gelisimini engelledigi ve aflatoksin
olumunu azalttig: bildirilmektedir (Elsanhoty vd.,2016).Giivenli olarak da bilien
ve cesitli sagliga faydali etkileri ile de dikkat c¢eken bu bakterilerin AFMI1
detoksifikasyonunda kullanilabilme potansiyeli 6nemlidir.

Bu ¢alismanin amaci, g¢esitli mikroorganizma tiir ve suslarinin AFM1°1 baglama

ozelliklerini ve mekanizmasini arastirmaktir. Caligmada insan sagligina zararsiz



olarak bilinen Gram (+) hiicre yapisina sahip laktik asit bakterileri ve Gram (-)
hiicre yapisina sahip Escherichia coli kullanilmigtir. Yiiksek baglanma gosteren
mikroorganizmalarin belirlenmesi ve farkli parametrelerin baglanmaya olan
etkilerinin belirlenmesi baglanma mekanizmasini agiklamak i¢in 6nemlidir. Bu
alanda pek c¢ok calisma yapilmis olmasina karsin, bazi parametreler (sicaklik ve
PH) ile ilgili verilere rastlanamamis olmasi niteligi ve adsorpsiyon kosullarinin
dizayninda faydali olacak adsorpsiyon denge verilerilerin modellenmesi literatiire
katk: saglayacaktir. Bu ¢alismada , kullanilan PBS ortami model biyolojik ortam
olarak diisiiniilmiis ve elde edilen sonuclar siitten AFMI1 uzaklastirlmasinda
kullanilacaktir.
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2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Mikotoksinler

Mikotoksinler bazi kiifler tarafindan firetilen toksik metabolizma {iriinleridir.
Mikotoksin iireten kiifler arasinda Aspergillus, Penicillium ve Fusarium yer
almaktadir. Mikotoksinler; kiiflerin  gelisimi  sirasinda  kiiflerin  normal
metabolizmas: i¢in onemli bir role sahip degildir ancak insan ve hayvanlarda
kanserojen, mutajen, teratojen ve Ostrojenik etkiler gibi akut ve kronik hastaliklara
sebep olurlar (Sabuncuoglu vd., 2008). Mikotoksinlerin kimyasal yapilar
incelendiginde ¢ogunun aromatik yapida oldugu bir kisminin ise alifatik
bilesiklerden olustugu gorilmiistiir. Mikotoksinler bakteri toksinlerinin aksine ¢ok
cesitli kimyasal yapiya ve biyolojik aktiviteye sahiptir (Adams ve Moss, 2000).
Kiiciik molekiilli  bilesikler olduklar1 i¢in immiinolojik  ydntemlerle
belirlenmesinde poliklonal antikorlar (antiserumlar) kullanmak yeterli olur. Bazi
mikotoksinler endotoksin olarak misel iginde birikirken, birgogu ise miselden
substrata dogru salgilanir ve difiize olur. Bu nedenle kiifli gida ve yemlerden
miseller uzaklastirildiginda {irliniin mikotoksin tehlikesi ortadan kalkmaz (Tunail,
2000). Genellikle yiiksek sicakliklara direnglidirler (sadece 240 °C’nin iistiinde
degrede olabilirler) ve sentezlenen diger toksinlerden olumsuz etkilenmezler. 400
civarinda mikotoksin tiirii bilinmektedir. Bunlardan toksisitesi ve gidalarda
bulunuslar1 bakimindan en 6nemlileri aflatoksinler, fumonisinler, okratoksinler,
patulin, sitrinin ve zearolenlerdir (Sabuncuoglu vd., 2008). 400 civarinda
mikotoksin tiirii bilinmektedir. Bunlardan toksisitesi ve gidalarda bulunuglar
bakimindan en O6nemlileri aflatoksinler, fumonisinler, okratoksinler, patulin,
sitrinin ve zearolenlerdir (Sabuncuoglu vd., 2008).

Aflatoksinler insan saglig1 agisindan en tehlikeli mikotoksin grubudur (Adams ve
Moss, 2000). Aflatoksinler; 1960 yilinda kesfedilmis ve 1962 yilinda da giiglii bir
“hepatotoksik” ve “hepatokarsinojen” etkisi oldugu anlasilmigtir (Sabuncuoglu
vd., 2008). Hayvanlar iizerinde yapilan aragtirmalar toksinin kanserojen oldugunu
gostermistir. At, sigir, domuz, koyun, kegi, kopek, maymun, fare, hindi, tavuk,
ordek gibi hayvanlar aflatoksine duyarlidir. iglerinde en duyarli hayvan 6rdek
yavrulart oldugundan aflatoksinin etkilerinin belirlenmesinde genellikle bu
hayvanlar kullanilir (Sabuncuoglu vd., 2008).



Aflatoksinler yapisal olarak benzer ¢oklu kumarin grubudur ve genellikle 3 kif
cesidi (Aspergillus flavus, Aspergillus flavus subsp. parasiticus, Aspergillus
nomius) tarafindan tiretilmektedir. Aflatoksinlerin kimyasal olarak bifuran halkasi
ve lakton bagi iceren kumarin tlirevleri olduklar1 saptanmistir. Kimyasal yapilari
Sekil 2.1°de goriilmektedir (Ergun vd., 2006). Aflatoksinler B1, B2, G1, G2, M1
ve M2 olmak iizere baslica alt1 ana gruba ayrilmaktadir. Bu gruplara ek olarak,
kiifli kiiltiirlerden ve hayvan viicudundan elde edilmis metabolitleri ile (6rnegin
aflatoksin B2a, G2a, P1, Q1 ve aflatoksikol vb.) sayilar1 18’i bulmaktadir.
Aflatoksinlerin isimlendirilmesinde kullanilan B ve G harfleri ultraviyole 151k
altinda mavi (Blue) ve yesil (Green) floresans verme &zelliklerinden
kaynaklanmaktadir. AFM1 ve AFM2, AFB1 ve AFB2’nin siit veren hayvanlarin
bilinyesinde metabolize olarak, OH igeren tiirevlere doniismesi ve siite salgilanmasi
ile “siit kaynakli toksin” olduklarini belirtmek amaciyla M ile simgelendirilmistir
(Ergun vd., 2006).

Sekil 2.1 Aflatoksinlerin kimyasal yapilari

Aflatoksinler i¢inde insan ve hayvanlar icin en toksik olani, en fazla karsinojenik
etkiye sahip olani, gidalarda ve yemlerde en sik bulunani AFB1’dir. AFB1 bilinen
en giiclii karaciger karsinojenidir. Bu sebeple Uluslararasi Kanser Arastirma
Merkezi (IARC) tarafindan aflatoksinler birinci dereceden kanserojen maddeler
grubunda yer almaktadir. Aflatoksinler, insan ve hayvanlardaki toksik etkileri



dikkate alimdiginda B1> M1> G1>B2> M2> G2 seklinde siralanabilmektedirler
(Gacem ve El Hadj-Khelil, 2016; Bullerman, 1979).

Aflatoksinler bazi gidalar ve yemlerde bulunmaktadir. Bulagma, isleme ve
depolama sirasinda olabilmektedir. Aflatoksinle kontamine olmus yemler hayvan
saglig1 acisindan risk olusturmaktadir. Aflatoksinle kontamine olmus yemleri
tilketen hayvanlarin et, yumurta ve siitlerinin tiilketimi ise insan saglig1 agisindan
tehlike olusturmaktadir (Gowda vd., 2004). Aflatoksinler kontaminasyon oranina
gore akut Oliimlere ve kronik hastaliklara sebep olabilirler (Moricz vd., 2007).
Aflatoksinlerin neden olabildigi hastaliklar; siroz, hepatit, kronik gastrit, reye
sendromu ve bobrek hastaliklaridir (Koirala vd., 2005).

Kiiflerin hemen her yerde bulunabilmeleri, bircok gida ve yeme kontamine
olabilmeleri aflatoksinlerin insan saglig1 agisindan biiyiik bir tehlike olusturmasina
sebep olmakta ve ekonomik yonden kayiplara yol agmaktadir. Biitiin aflatoksinler
1s1l iglemlere oldukg¢a dayaniklidir (sadece 240 °C’nin listiinde degrede olabilirler)
ve hafif asidik karaktere sahiptirler. Bu nedenle gidalarin iiretim ve depolama
stireglerinde stabil kalabilmektedirler (Koirala vd., 2005).

Aflatoksin sentezi kiif gelisimine uygun ortam kosullarina sahip her gidada
olabilir. Kiif gelisimi {izerine substrat konsantrasyonu, nem, bagil nem, sicaklik ve
diger rekabet¢ci mikroorganizmalarin bulunmasi gibi faktorler etkilidir (Koirala
vd., 2005).

Aflatoksinlerin baglica analiz yontemleri; ince tabaka kromatografisi (kalitatif ince
tabaka kromatografisi ve kantitatif ince tabaka kromatografisi) yiiksek performans
stvi  kromatografisi (HPLC) ve Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA)’dir. Ince tabaka kromatografisi kalitatif ve kantitatif olmak iizere iki
sekilde yapilmaktadir. Ornekleme, ekstraksiyon, yogunlastirma, kromatografik
ayrim, tayin ve dogrulama basamaklari uygulanmaktadir. Kalitatif ince tabaka
kromatografisinde floresans i1gik altindaki renk ayrimina ve Rf degerine gore
aflatoksin varlig tespit edilir, kantitatif ince tabaka kromatografisinde ise florerans
konsantrasyonlar1 karsilagtinllir ve UV lamba kullanilarak miktar tayini yapilir.
Analiz siiresi uzun olmakta ve fazla solvent kullanimi1 gerektirmektedir. HPLC
yonteminde ornek igerisindeki bilesenler mobil faz ile kolona taginir, kolonda
bilesenler ayrilir ve detektdre ulagan bilesenlerin olusturdugu pikler analiz edilir.
Piklerin alikonma siireleri ve alanlar1 hesaplanarak aflatoksin miktar1 tespit edilir.



ELISA yonteminde ise spesifik antikorlar kullanilarak aflatoksin miktar1 tespit
edilir (Var vd., 2004).

Mikotoksin analizleri pahali oldugu icin yeni ydntemler de gelistirilmistir. Bu
yontemlerden biri kapiler elektroforez yontemidir. Hazirlanan 6rnekler ince ve
dayanikli kapilerlerden elektirik akimi ile gecirilmektedir. Bu yodntem ile
bilesiklerin elektirik yiiklerine gore ayrilmasi saglanmaktadir (Molina ve
Giannuzzi, 2002).

Aflatoksinlerin insan ve hayvan sagiligini tehdit eden etkilerini azaltmak igin
cesitli fiziksel, kimyasal ve biyolojik yontemler Onerilmistir. Aflatoksin ile
miicadelede kullanilan yontemler; aflatoksin varliginin 6nlenmesi veya azaltilmasi
olarak gruplandirilir. Tarim {riinlerinin yetistirilmesi agamasinda, hasat 6ncesi ve
hasat sonrasi aflatoksin ve kiif varligimmi 6nleyici ¢esitli uygulamalar s6z konusu
olabilmektedir (Sabuncuoglu vd., 2008; Guan vd., 2011; Tunail vd., 2000; Yentiir
ve Er, 2011).

Aflatoksinleri uzaklastirmak amaciyla birgok caligma yapilmistir. Bu ¢alismalar
mineral adsorbantlarin ve 6zellikle kil minerallerin aflatoksinleri etkin bir sekilde
uzaklagtirdigini géstermistir (Tunail vd., 2000; Masimango vd., 1979). Mikrobiyal
adsorbantlar i¢in ozellikle de laktik asit bakterileri ile ilgili ¢alismalar hala
stirdiiriilmektedir (Pierides vd., 2000; El-Nezami vd., 1998; EIl-Nezami vd., 2000;
Di Natale vd., 2009; Shah ve Wu, 1999; Gratz vd., 2005; EI Khoury vd., 2011).

2.1.1. Aflatoksin M1 (AFM1)

Aflatoksinin ana gruplarindan biri olan AFM1, AFBI1 igeren yemlerle beslenen
hayvanlarin karacigerinde aflatoksin M1’e (AFM1) doniiserek hayvanin siitiine
kontamine olmaktadir. Hayvanin tiikettigi yemlerdeki AFB1 miktar ile siitiindeki
AFM1 miktar1 arasinda dogrusal bir oran oldugu bildirilmistir (Madali ve Ayaz,
2017). AFMI1 genellikle siit, siit tozu, peynir, yogurt, tereyag ve bebek
mamalarinda goriilmektedir. Avrupa Birligi ¢ig siitte, 1s1l islem g6rmiis stitte ve siit
triinlerinde maksimum 0,05 ppb AFMI1 bulunmasma izin vermektedir.
Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi (IARC) AFM1’i 1. grup kanserojenler
olarak degerlendirmektedir (Elsanhoty vd., 2014). Bu tez ¢alismasinda da AFM1’i
baglamak amaciyla mikrobiyal adsorbant olarak laktik asit bakterilerinin
potansiyelleri degerlendirilmistir.



2.2. Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterileri Gram (+), spor olusturmayan ve solunum yapmayan
mikroorganizmalardir. Laktik asit bakterilerinin en 6nemlileri; Lactobacillus,
Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Weissella,
Carnobacterium ve Bifidobacterium’dur (Papadimitriou vd., 2016). Cesitli
gidalarin laktik asit bakterileri kullanilarak muhafazasi en eski gida muhafaza
yontemlerinden birisi olarak kabul edilir. Laktik asit bakterileri, bagirsak
sisteminin dogal floras1 olmalarinin yaninda fermente gidalara tekstiir ve aroma
vererek insanlar igin Onemli faydalar saglayan bakteri grubu olarak bilinirler.
Fermente et, siit, sebze, meyve ve tahil {irlinlerinin {iretim ve olgunlastiriimasinda
kullanilirlar. Laktik asit bakterileri karbohidratlar1 parcgalayarak laktik asit
iretirler, kompleks oligosakkaritleri karbon ve enerji kaynagi olarak kullanabilirler
(Garrido vd., 2013). Laktik asit bakterileri homofermentatif ve heterofermentatif
olmak tiizere iki gruba ayrilmaktadir. Homofermentatif laktik asit bakterileri
metabolik faaliyetleri sonucunda sadece laktik asit iiretirken, heterofermentatif
laktik asit bakterileri CO,, etanol ve laktik asit tiretirler. Ayrica fakiltatif gruplar
da bulunmaktadir. (Mcdonald vd., 1987). Laktik asit bakterileri iirettikleri
metabolitler ile diger mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal etki ve antagonistik
aktivite gosterirler. Olusturduklar1 laktik asit, asetik asit, H,O,, bakteriyosinler,
diasetil, alkol ve CO, bir¢ok mikroorganizmay1 inhibi eder (Ceylan ve Alig, 2012).

2.2.1. Lactobacillus

Laktik asit bakterilerinin 6nemli bir grubunu olusturan Lactobacillus’lar metabolik
faaliyetleri sonucunda laktik asit iiretirler ve pH’1 diigiiriirler. Bir¢cok fermente
gidada aroma maddeleri iiretmeleri ve pH’1 etkin bir sekilde diisiirmeleri nedeniyle
yaygin olarak kullanilirlar (S6mer vd., 2012). Ayrica Lactobacillus lar probiyotik
ozellik gosterirler, bagirsak patojenlerine karsi laktik asit, H,O, ve c¢esitli
bakteriyosinler {ireterek insan sagligini olumlu yonde etkilerler (Sezen, 2013).

2.3. Baglanma Calismalar

Literatiirde gidalardaki aflatoksin oranlarimi belirleme ve mikroorganizmalarin
aflatoksinleri baglama 6zellikleri izerine ¢esitli ¢calismalar yapilmistir. Yapilan bir
calismada yoresel siit iiriinlerinde AFM1 diizeyleri belirlenmis ve siit 6rneklerinin
%40,62°sinde, yogurt Orneklerinin  %32,81’inde AFM1’e rastlanmistir.



Kontaminasyon diizeylerinin bir kismimin Avrupa Birligi limitlerinin altinda, bir
kismmin ise iizerinde oldugu goriilmiistiir (Elsonhoty vd., 2014). In vitro
kosullarda siit ve PBS sivisinda yapilan AFM1’in Lactobacillus bulgaricus ve
Streptococcus thermophilus tarafindan baglanma deneyleri 2 saat ve 14 saat’te
gerceklestirilmis ve L. bulgaricus’un S. thermophilus’a gore yiizdesel olarak daha
yiksek baglama gosterdigi (14 saat sonra L. bulgaricus igin %87,6 ve S.
thermophilus i¢in %70) tespit edilmistir (Pizzolitto vd., 2011).

Sekiz farkli Lactobacillus casei susunun PBS sivisinda AFB1’i baglama
ozellikleri belirlenmistir. Bu 8 sus farkli ekolojik kaynaklardan elde edilmistir
(peynir, misir silaji, insan digkisi, fermente icecek). Bu suslar farkli derecede
toksin baglama ozelligi gostermislerdir. En yiiksek AFB1 baglama ozelligi
gosteren sus Lactobacillus casei L30’dur ve toksin baglama orani %49,2 olarak
tespit edilmistir. Aflatoksin mikroorganizma kompleksinin stabilitesi tekrar eden
yikamalar ile test edilmis ve stabilite 6zelliginin de suslar arasinda farklilik
gosterdigi tespit edilmistir (Oatley vd., 2000).

UHT yagsiz siitte laktik asit bakterilerinin ve Saccharomyces cerevisiae’nin
AFM1’i baglama etkinligi arastirilmistir. Bu ¢aligmada 3 farkli laktik asit bakterisi
tek basmma ve farkli kombinasyonlar halinde kullanilmistir.  Biitlin
mikroorganizmalar 1s1l iglem (100 °C, 1 saat) ile dldiiriilmiis ve etkilegsim siiresinin
etkisi 37°C’de yapilan deneyler ile belirlenmistir. Laktik asit bakterisi karigimlar
ile S. cerevisiae hiicreleri karsilastirildiginda, S. cerevisiae hiicrelerinin daha
yiiksek baglama 6zelligi (30 dakikada %90,3+0,3) gosterdigi, etkilesim siirelerinin
ise baglanmayr onemli diizeyde etkilemedigi gozlenmistir. Bu calisma S.
cerevisiae’nin tek bagina ya da laktik asit bakterileri karigimlari ile siitte AFM1’i
diisiirecek potansiyel uygulamalarini gostermistir (Serrano-Nifio vd., 2013).

5 ppm AFBI igeren PBS sivisinda 10" kob/ml L. rhamnosus GG ile ¢alisma
yapilmistir. Bu caligmada 15-16 saat, 37°C’de inkiibasyon uygulanmis ve
baglanma oran1 %75,3 olarak gozlenmistir. 5 ppm AFBI igeren PBS sivisinda 10™°
kob/ml L. rhamnasus LC 705 ile ¢alisma yapilmistir. Bu caligmada 20 saat,
37°C’de inkiibasyon uygulanmis ve baglanma oram1 %76,3 olarak gdzlenmistir
(El-Nezami vd., 1998).

0,15 ppm AFMI igeren PBS sivisinda L. rhamnosus GG ile g¢alisma yapilmustir.
Bu calismada 15-16 saat, 37°C’de inkiibasyon uygulanmis ve baglanma orani



10

%50,742,1 olarak gozlenmis, Lactococcus lactis ssp cremoris ile ayni kosullarda
calisma yapildiginda ise baglanma oram1 %40,4+2,7 olarak gozlenmistir. Yagsiz
st ortaminda aynmi kosullarda L. rhamnosus GG ile baglanma orami %18,8+1,9
olarak gdzlenmistir. 50 ppm AFMI iceren PBS sivisinda 10° kob/50 ml
Lactobacillus bulgaricus ile ¢alisma yapilmistir. Bu caligmada 14 saat, 37°C’de
inkiibasyon uygulanmis ve baglanma oram %87,6 olarak gozlenmistir. 10° kob/ml
Streptococcus thermophilus ile ayni kosullarda yapilan ¢aligmada ise baglanma
orani %70 olarak gézlenmistir (Shah ve Wu, 1999).

10 ppm AFBI igeren PBS sivisinda 10™ kob/0,5 ml probiyotik mikroorganizma
karigimi (L. rhamnosus LC 705, Probionibacterium freudenreichii ssp shermanii
JS) ile ¢alisma yapilmistir. Bu ¢alismada 24 saat, 37°C’de inkiibasyon uygulanmis
ve baglanma orani %57,8 olarak gozlenmistir (Peltonen vd., 2000).

0,05 ppb AFM1 igeren PBS sivisinda 10° kob/ml Lactobacillus suslar ile ¢alisma
yapilmistir. Bu ¢alismada 14 saat, 37°C’de inkiibasyon uygulanmis ve baglanma
oranmnin %76-100 arasinda oldugu gozlenmistir. Aymi ¢alismada 0,1 ppb AFM1
iceren PBS sivisinda ise baglanma oraninin %73-92 arasinda oldugu gézlenmistir
(Lahtinen vd., 2004).

0,5 ppm AFBI igeren sivida 2x10® kob/ml Lactococcus lactis ile calisma
yapilmigtir. Bu ¢aligmada 30 dakika inkiibasyon uygulanmig ve baglanma orani
%54,85 olarak gozlenirken, Streptococcus thermophilus ile ayni kosullarda
yapilan ¢alismada ise baglanma orani %81 olarak gozlenmistir (Elsanhoty vd.,
2014).

4,6 ppb AFBI igeren PBS sivisinda 2x10° kob/ml L. casei ile calisma yapilmustir.
Bu ¢alismada 4 saat, 37°C’de inkiibasyon uygulanmis ve baglanma oranmin %14-
49 arasinda oldugu gdzlenmistir (Ismail vd., 2016).

Yapilan c¢aligmalar ile ilgili baslica kosullar ve sonuglar Cizelge 2.1°de
gosterilmistir.



Cizelge 2.1 Aflatoksinlerin mikroorganizmalar tarafindan baglanma ¢alismalari

Aflatoksin Konsantrasyonu Mikroorganizma Tipi inkiibasyon Kosullari %Baglanma Kaynak
15-16 saat 37°C (EI-Nezami vd.,
AFB1 1 L. rhamn 7
5 ug/m amnosus GG PBS sivisinda, 10™ kob/ml o3 1998)
20 saat 37°C (El-Nezami vd.,
AFB1 1 L. rhamnosus LC 705 76,3
5 ug/m PBS sivisinda, 10" kob/ml 1998)
15-1 t37° Shah ve Wu,
AFM1 0,15 pg/ml L. rhamnosus GG 15-16 saat 37°C 18,8+1,9 (Shah ve Wu
yagsiz siit ortaminda 1999)
. . 15-16 saat 37°C (Shah ve Wu,
AFM1 0,15 pg/ml L. lactis ssp. cremoris 40,4+2,7
10 e P PBS sivisinda ’ 1999)
Shah ve Wu,
AFM1 0,15 pg/ml L. rhamnosus GG 15-16 saat 37°C PBS sivisinda 50,7+2,1 ( 1999)
. 14saat 37°C (Shah ve Wu,
AFM1 /ml Streptococcus thermophilus 70
50 pg/m P P PBS sivisinda, 10° kob/ml 1999)
. 14saat 37°C (Shah ve Wu,
AFM1 50 pg/ml L. bulgaricus 87,6
ug/m g PBS sivisinda, 10° kob/50m 1999)
AFB1 - L. casei L 30 PBS sivisinda 49,2 (Oatley vd., 2000)
Probiyotik karigim (L.
Rhamnosus LC 705, 24 saat 37°C (Peltonen vd.,
AFB1 10 pg/ml L . I 57,8
He/m Propionibacterium freudenreichii PBS sivisinda, 10 kob/0,5ml 2000)
subsp. shermanii JS)
. 14saat37°C (Lahtinen vd.,
AFM1 1 Lact Il 1 76-1
0.05 e/ actobacillus suslar: PBS sivisinda, 10° kob/ml 6-100 2004)
. 14 saat 37°C (Lahtinen vd.,
AFM1 0,1 pg/l Lactobacillus susl 73-92
o HE susatt PBS swvisinda, 10° kob/ml 2004)
. 14 saat (Pizzolitto vd.,
AFM1 - L. bulgaricus PBS sivisinda 87,6 2011)

1T



Cizelge 2.1 Aflatoksinlerin mikroorganizmalar tarafindan baglanma c¢alismalar1 (devami)

4}

. 14 saat (Pizzolitto vd.,
AFM1 - Streptococcus thermophilus PBS sivisinda 70 2011)
30 dakika 37°C (Serrano-Nifio
AFM1 - Saccharomyces cerevisiae UHT Yagsiz Siit 90,3+0,3
vd., 2013)
Ortaminda
AFB1 0,05 pg/ml Lactococcus lactis 30 dakika 2x10° kob/ml 54,85 (Elsa2n gfg v,
AFB1 0,5 pg/ml Streptococcus thermophilus 30 dakika 2x10° kob/ml 81 (Elsa;:fg vd.,
AFB1 4,6 pgl/l Lactobacillus casei 4 saat 37°C 14-49 (Ismail vd,

PBS sivisinda, 2x10° kob/ml

2016)
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2.4. Baglanma Mekanizmasi

Mikroorganizmalar aflatoksinleri uzaklastirmalariin degradasyon ya da fiziksel
baglanma (adsorpsiyon) ile miimkiin olabildigi goriilmiistiir. Aflatoksinlerin,
mikroorganizmalarin yiizeylerine baglanmasi konusunda laktik asit bakterileri ve
Saccharomyces cerevisiae ile gesitli ¢alismalar yapilmistir (Gerbaldo vd., 2012, Kabak
ve Ozbey, 2012a. Kabak ve Ozbey, 2012b, Serrano-Nifio vd., 2013). Yapilan bir
literatiir ¢alismasinda yogurttaki probiyotik bakterilerin AFM1°1 detoksifiye etme
Ozellikleri incelenmistir. Bu ¢alismada AFM1 diizeylerindeki azalma en fazla %50
yogurt kiiltiirii (Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus bulgaricus) ve %50
Lactobacillus plantarum ile fermente edilmis yogurtta gbzlenmis ve AFMI
diizeylerindeki azalma, baglanma veya degradasyon olarak ifade edilmistir. AFM1
diizeyleri 5 °C de, 7 gilin boyunca siiren c¢aligma sonucunda belirlenmistir
(Sarimehmetoglu ve Kiipliilii, 2004).

Baglanma mekanizmasinin agiklanmasima iligkin yapilan ¢aligmalar ve deneyler
gOstermistir ki toksinin uzaklagsmasi mikrobiyal degradasyon ve kovalent
baglanmadan ziyade, organizmanin hiicre duvart1 komponentlerine toksinin
tutunmasi seklindedir (Gerbaldo vd., 2012; Ismail vd., 2016). Olii hiicrelerde de
baglanmanin goriilmiis olmasi bu durumu desteklemektedir.

Probiyotik LAB'nin hiicre duvarindaki peptidoglukan ve polisakkaritlerin,
baglanma mekanizmasinda onemli bir rol oynadigi bildirilmistir (Ismail vd.,
2016). Gram (+) suslarin, aflatoksin B1 (AFBI1)'e gram (-) olan Escherichia
coli'den daha yiiksek baglanma yetenegi gosterdigi ve bakterinin hiicre duvar
yapisinin baglanmada 6énemli bir rol oynadig: bildirilmistir (E1-Nezami vd., 1998).
Benzer sekilde, Streptococcus faecalis ile yapilan baska bir c¢alismada
antimutajenik aktivitenin, hiicre duvarindaki protein yapisinda olmayan,
karbonhidrat kompleksi veya lipit-karbonhidrat kompleksinden
kaynaklanabilecegi ileri siiriilmiistiir (Haskard vd., 2000). Probiyotik laktik asit
bakterisinin toksini baglama kapasitesinin hiicre yiizeyinin hidrofobik karakteri ile
yakindan iligkili oldugu tespit edilmistir (Oatley vd., 2000). Diger yandan
bakterinin mikotoksini baglama yeteneginin toksinin oOzelliklerine gore de
farkliliklar gosterdigi belirtilmistir. Probiyotik LAB'min aflatoksini baglama
yeteneginin toksinin polaritesi ile yakindan iligkili oldugunu ve baglama
yeteneginin sirastyla AFB1 > AFB2 > AFG1 > AFG2'ye dogru azalma gosterdigi
tespit edilmistir (Haskard vd., 2000).
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2.4.1. Adsorpsiyon

Adsorpsiyon; bir maddenin diger bir madde yiizeyinde konsantrasyonunun artmasi
veya bagka bir ifadeyle molekiillerin temas ettikleri yiizeydeki ¢cekme kuvvetlerine
bagli olarak, o yiizeyle birlesmesidir. Adsorban yiizeye tutunan madde, adsorbent
ise tutulunan maddeyi ifade etmektedir. Ug ¢esit adsorpsiyon ydntemi vardir.
Bunlar fiziksel adsorpsiyon, kimyasal adsorpsiyon ve degisim adsorpsiyonu
(iyonik adsorpsiyon)’dur (Hamutoglu vd., 2012). Adsorpsiyon yontemlerindeki
cekim kuvvetleri ve gosterdikleri 6zellikler Cizelge 2.2°de karsilastirmali olarak
gosterilmektedir.

Cizelge 2.2 Adsorpsiyon yontemlerinin karsilastiriimasi

Kimyasal Degisim
Fiziksel Adsorpsiyon 4 . Adsorpsiyonu
Adsorpsiyon Lo .
(Iyonik Adsorpsiyon)
Spesifik degildir. Spesifiktir. Spesifik degildir.
Van der Waals Elektron alisverisi Elektrostatik ¢cekim

veya ortak elektron

\ullanim etkilidir. kuvvetleri etkilidir.

kuvvetleri etkilidir.

Tekli veya ¢oklu L Tekli veya ¢oklu
Tekl lusur.
baglar olusabilir. ekli bag olusur baglar olusabilir.
Y gl Hizl1 bagl
Hizli baglanma goriiliir a'l.V'isnbag anm.a IZI ?ag anmall
e goriliir ve geri goriiliir ve geri
ve geri doniistimlidiir. . T,
doniigiimii zordur. doniigiimlidiir.

Elektrik yiikii fazla
Diisiik sicakliklarda Yiiksek sicakliklarda | olan iyonlar ile kiigiik

daha yiiksek daha yiiksek capli iyonlarda daha
adsorpsiyon goriiliir. adsorpsiyon goriiliir. yiiksek adsorpsiyon
goriiliir.

2.4.1.1. Fiziksel Adsorpsiyon

Fiziksel adsorpsiyonda zayif van der Waals baglar1 olusur. Bu baglar tekli veya
¢oklu olabilir. Spesifik bir adsorban ve adsorbent yoktur, baglar birgok farkli bilesen
ile olusabilmektedir. Baglanma hizli ve baglarin ¢ekim kuvvetleri zayif oldugu igin
geri doniisimli olabilir. Diisiik sicakliklarda daha yiiksek fiziksel baglanma
goriilmektedir (Hamutoglu vd., 2012).
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2.4.1.2. Kimyasal Adsorpsiyon

Kimyasal adsorpsiyonda elektron aligverisi veya ortak elektron kullanimindan
kaynaklanan kuvvetler etkilidir. Baglar spesifiktir ve sadece belirli 6zellikteki
bilesenler arasinda olugmaktadir. Her bilesen tekli bag olusturmaktadir. Baglanma hizi
disiktir ve kimyasal etkilesim oldugu i¢in geri doniigimi zordur. Kimyasal
reaksiyonlarin olusmas: igin gerekli olan esik enerjilerinin daha kolay
saglanmasindan dolay1 yiiksek sicakliklarda kimyasal baglanma daha c¢ok
goriilmektedir (Hamutoglu vd., 2012).

2.4.1.3. Degisim Adsorpsiyonu (iyonik Adsorpsiyon)

Degisim adsorpsiyonunda elektrostatik ¢ekim kuvvetleri etkilidir. Tekli veya goklu
baglar olusabilir. Spesifik bir adsorban ve adsorbent yoktur, baglar bircok farkl
bilesen ile olusabilmektedir. Baglanma hizli ve geri doniistimlii olabilir. Elektrik
yiikii fazla olan iyonlar ile kiiciik ¢apli iyonlarda daha yiiksek degisim (iyonik)
adsorpsiyonu goriilmektedir (Hamutoglu vd., 2012).

2.5. Adsorpsiyon izotermleri

Adsorbent yiizeyinde adsorplanmis adsorbatin sistem denge halindeyken bulunan
miktar1 ile ¢ozeltideki adsorbatin konsantrasyonu arasindaki iligkiyi sabit
sicaklikta gosteren egrilere adsorpsiyon izotermleri denir. Farkli izoterm modelleri
gelistirilmitir. Bunlar Freundlich, Langmuir ve bu izotermlerin karigimi ile elde
edilen Langmuir-Freundlich (Sip’s) izoterm modelleridir (Dogan vd., 2000).

2.5.1. Freundlich izotermi

Asagida  gosterilen Freundlich izoterm denklemi (Esitlik 1) diisiik

konsantrasyonlar i¢in basarili sonuglar vermektedir.

Inge = INKg +1/n InC, Esitlik 1

ge: Birim mikroorganizma agirlig1 basina adsorplanan AFM1 miktari
Ke: Adsorpsiyon kapasitesi

C.: Dengede adsorplanmadan ¢ozeltide kalan AFM1 derigimi
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Bu esitlikte n, adsorpsiyon yogunlugunun bir 6lgiisiidiir. Deneysel veriler izoterm
ile uygunluk gosteriyorsa 1/n degeri 0 ile 1 (n>1) araliginda olmaktadir (Sekil 2.2).
Inge’nin InCe’ye baglh grafigi ¢izildiginde dogrusal bir egri elde edilir. Elde edilen
egimden izoterm sabitleri olan K¢ ve n degerleri belirlenebilir (Dogan vd., 2000).

Ce

Sekil 2.2 “n” degerlerine gore egri modelleri
2.5.2. Langmuir izotermi

Asagida gosterilen Langmuir Izotermi tek tabaka adsorpsiyonunu agiklayan bir
izotermdir. Bu izoterm modeli adsorpsiyonun sabit oldugunu ve adsorbatlarin
hareket edemeyecegini varsaymaktadir (Dogan vd., 2000). Degerler Esitlik 2’deki

denklem ile hesaplanmaktadir.
Ce/9e=1/(qmK)+Ce/Qm Esitlik 2
C.: Dengede adsorplanmadan ¢ozeltide kalan AFM1 derisimi
0e: Birim mikroorganizma agirlig1 basina adsorplanan AFM1 miktar1

K: Adsorpsiyonun net entalpi sabiti
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

Calismada materyal olarak aflatoksin M1 standardi, test bakterileri, besiyerleri ve
kimyasal maddeler kullanilmistir. Kromatografik analizler HPLC cihazi
kullanilarak gerceklestirilmistir.

3.1.1. Aflatoksin M1 Standarda

Aflatoksin M1 standard: (R-Biopharm Rhone Ltd.) Ege Laborsis Dis Ticaret Ltd.
Sti. tarafindan Sincer Dis Ticaret Ltd. Sti. izmir’den getirilmistir. 6 ml’lik siv1
formdadir. Standart, 1000 ppb olarak asetonitril igerisinde ¢oziindiirilmiis
aflatoksin M1 olarak temin edilmistir.

3.1.2. Test Bakterileri

Test bakterileri Amerikan Tarimsal Arastirma Servisi Kiiltiir Koleksiyonu USA
(NRRL)’den ve Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii Universitesi Mikrobiyoloji
Laboratuvarlari’ndan 38 mikroorganizma susu temin edilmistir. Bu suslar Cizelge

3.1°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1 Kullanilan mikroorganizma suslari

No Mikroorganizma Sus Numarasi Kaynak
1 Lactobacillus casei subsp casei NRRL B-1922 NRRL
2 Lactobacillus plantarum NRRL B-4496 NRRL
3 Escherichia coli ATCC 35218 IYTE
4 Lactobacillus casei CH1 IYTE
5 Lactobacillus pentosus NRRL B-227 NRRL
6 Lactobacillus casei subsp casei NRRL B-441 NRRL
8 Lactobacillus rhamnasus NRRL B-442 NRRL
9 Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus NRRL B-548 NRRL
10  Lactobacillus fructosus N 641 IYTE
11  Lactobacillus delbrueckii subsp lactis NRRL B-735 NRRL
12 Lactobacillus pentosus NRRL B-1560 NRRL
13 Lactobacillus brevis NRRL B-1830 NRRL
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Cizelge 3.2 Kullanilan mikroorganizma suslart (devami)

14  Lactobacillus brevis N 1836 IYTE
15  Lactobacillus hilgardii NRRL B-1843 IYTE
16  Lactobacillus acidophilus NRRL B-1910 IYTE
17 Lactobacillus casei subsp casei NRRL B-1922 IYTE
18 Lactobacillus plantarum 1954 DSM IYTE
19 Lactobacillus fructosus NRRL B-2041 IYTE
20 Lactobacillus coryniformis subsp torquens NRRL B-4390 IYTE
21  Lactobacillus coryniformis subsp coryniformis NRRL B-4391 IYTE
22 Lactocabillus plantarum NRRL B-4496 IYTE
23  Lactobacillus fermentum N 4524 IYTE
24 Lactobacillus delbrueckii NRRL B-4525 NRRL
25 Lactobacillus paracasei subsp paracasei NRRL B-4560 NRRL
26 Lactobacillus farciminis NRRL B-4566 NRRL
27 Lactobacillus curvatus DSM 8768 IYTE
28 Lactobacillus reuteri NRRL B-14170 NRRL
29 Lactococcus lactis subsp lactis NRRL B-1821 NRRL
30 Lactobacillus casei subsp casei NRRL B-441 NRRL
31 Lactobacillus paracasei subsp paracasei NRRL B-4560 NRRL
32 Lactobacillus rhamnasus NRRL B-442 NRRL
33 Lactobacillus helveticus NRRL B-734 NRRL
34  Lactobacillus buchneri NRRL B-1862 NRRL
35 Pediococcus acidilactici NRRL B-23864 NRRL
36 Lactobacillus fermentum NRRL B-1932 NRRL
37 Lactobacillus reuteri NRRL B-14172 NRRL
38 Lactobacillus brevis NRRL B-3065 NRRL

3.1.3. Besiyerleri ve Kimyasal Maddeler

Besiyerleri ve kullanilan kimyasal maddelerin hepsi Ege Laborsis D1g Ticaret Ltd.
Sti. Izmir’den temin edilmistir. Analizlerde kullanilan besiyerleri ve kimyasallar
asagida maddeler halinde belirtilmistir.
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¢ MRS Broth Merck M110661.0500

e M 17 Broth Merck M115029.0500

¢ Nutrient Broth Merck M105443.0500

¢ Bacteriological Pepton Oxoid LP037 500 g

o Agar AppliChem A0949 1 kg

e HPLC grade su, 2,5 L Merck 1.15333.2500

e HPLC grade methanol, 2,5 L 106018.2500

e HPLC grade acetonitrile, 2,5 L Merck 1.00030.2500

e Phosphate buffered saline tablet (PBS tablet) Sigma-Aldrich SIAL-P4417-
100TAB

e Saf su (ADU Gida Miihendisligi Béliimii Kimya Laboratuvari)

3.1.4. BIOSAN DEN-1 Hiicre Densitometre Cihazi

Hiicre yogunluguna bagli olarak sivi ortamdaki bulanikligin Ol¢iilmesinde
kullanilmistir. Cihaz, Ege Laborsis Dis Ticaret Ltd. Sti. Izmir’den temin edilmistir.
Cihazin 6zellikleri agagida maddeler halinde belirtilmistir.

o Isik kaynag1 olarak 151k diyotu kullanilmaktadir.
e Dalga boyu; A= 565 15 nm’dir.

e Ekran hassasiyeti 0,1 McF’dir.

e Dogruluk %+3"diir.

e Olgiim siiresi 1 saniyedir.

e Numune hacmi >2 ml’dir

o Tiip giris capt 18 mm’dir.
3.2. Yontem
3.2.1. Mikroorganizma Stoklarinin Hazirlanmasi

Tiip icerisinde toz halinde NRRL’den temin edilen mikroorganizmalarin sivi
besiyerine aktarilmasi ile gelismeleri saglanmistir (37°C, 24 saat inkiibasyon). 2
pasaj islemi uygulanmistir. Ayn1i zamanda %50 gliserol igeren besiyeri
hazirlanmig, son konsantrasyon %20 gliserol olacak sekilde 3:2 oraninda
karistirilarak stok mikroorganizmalar elde edilmistir. IYTE’den temin edilen
mikroorganizmalar ise sivi besiyeri igerisinde oldugu igin 2 pasaj islemi
uygulandiktan sonra %50 gliserol iceren besiyeri ile 3:2 oraninda karistirilarak

stok mikroorganizmalar elde edilmistir.
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Stok mikroorganizmalar (-20°C)’de muhafaza edilmistir.
3.2.2. PBS Cozeltisinin Hazirlanmasi

Tablet seklinde satin alinan PBS’ten (Sigma-Aldrich SIAL-P4417-100TAB) 200
ml saf suya 1 tablet eklenerek PBS sivist hazirlanmistir. Tabletin homojen olarak
karigmasi icin manyetik karigtiricilar ile karigtirma islemi uygulanmistir.
Otoklavda sterilize edilip (121°C, 15 dakika) kullanima hazir hale getirilmistir.

3.2.3. Aflatoksin M1 Standartinin Hazirlanmasi

Aflatoksin M1 standart1 1000 ppb’lik asetonitril i¢erisinde ¢6ziinmiis halde temin
edilmistir. PBS ile seyreltilerek kullanima uygun konsantrasyonlar elde edilmistir.
1000 ppb’lik standart ile PBS 1:4 oraninda karistirilarak 200 ppb’lik, 1:9 oraninda
karigtirilarak 100 ppb’lik AFM1 standartlari hazirlanmistir. 100 ppb’lik standart
ile PBS 1:1 oraninda kanstirilarak 50 ppb’lik AFMI1 standart c¢ozeltisi

hazirlanmastir.
3.2.4. Stok Mikroorganizmalarin Canlandirilmasi

(-20°C)’de muhafaza edilen mikroorganizmalar kullanim durumlarina gore analiz
edilmeden 6nce 2 ml’lik besiyeri ortamina 6ze ile aktarilmis ve inkiibasyona
birakilmistir (37 °C’de 24 saat). Geligmeleri saglandiktan sonra 2 kez pasaj islemi
uygulanmig (2 ml’lik bir besiyerine 20 pl) ve yine inkiibasyona birakilmistir (37
°C’de 24 saat). Inkiibasyon sonrasinda 30 ml’lik falkon tiiplerde steril halde
bulunan besiyerine ekim yapilmig ve inkiibasyona birakilmigtir (300 ul, 37 °C’de
30 saat). Inkiibasyon sonucunda analizlerde kullanilacak olan mikroorganizmalar

elde edilmistir.
3.2.5. Baglanma Denemeleri

Elde edilen mikroorganizmalara 15 dakika, 5000 rpm (3360 Q) santrifiij islemi
uygulanmistir. Coken mikroorganizmalarin iizerindeki besiyeri uzaklastirilmis ve
10 ml PBS ile vorteks cihazi kullanilarak birinci yikama islemi yapilmustir.
Yikama igleminden sonra yeniden 15 dakika, 5000 rpm (3360 @) santriftij islemi
uygulanmugtir. Siipernatant (iist faz) uzaklastirllmig ve 10 ml PBS ile ikinci
yikama islemi gergeklestirilmis ve tekrar 15 dakika, 5000 rpm (3360 g) santrifiij

islemi uygulanmistir. Sonrasinda siipernatant uzaklastirilmis ve 4 ml PBS ile
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stispanse edilerek mikroorganizmalar baglanma deneyine hazir hale getirilmistir.

Baglanma c¢alismalar1 3 paralel halinde yapilmistir. Eppendorf tiiplere 900 pl
mikroorganizma ¢ozeltisi, 100 ul aflatoksin ¢ozeltisi eklenip vorteks islemi
uygulanmigtir.  Ardindan farkli parametrelere gore inkiibasyon islemi
gergeklestirilmistir.

3.2.6. Baglannus AFM1 Miktarmmn Belirlenmesi ( HPLC Teknigi ile)
3.2.6.1. Kromatografik Analizler icin On Cahsmalar

Kromatografik analizlerde Aydin Adnan Menderes Universitesi Gida
Miihendisligi Bolimi Enstriimental Gida Analizleri Laboratuvari’nda bulunan
HPCL cihazi kullanilmistir (Sekil 3.1). Izokratik (tek kanall)) mobil faz
kullanilmigtir. Ornegdin enjeksiyon miktari 20 pl’dir. Kolon sicakligi 25 °C, mobil
faz akis hiz1 1 ml/dk olarak ayarlanmistir. Calismanin basinda mobil faz bilesimi
olarak hacimce (su:asetonitril:metanol) (50:30:20) (v:v:v) kullanilmistir. Net bir
ayrimin yapilabilmesi i¢in sonrasinda mobil faz degistirilmistir. AFM1 ile iligkili
olan pikin, soliisyonun diger igerikleri ile ilgili olabilecek piklerden bagimsiz ve
saglikli bir seklide  gozlenebilmesi icin diger mobil faz karigimi olarak
(Su:asetonitril) (75:25) (v:v) ile ¢alisilmistir. Bu sekilde mobil fazda su miktar
arttirillarak AFM1 pikinin alikonma zamaninin daha uzun olmasi beklenmistir.

Sekil 3.1 HPLC cihazi



22
3.2.6.2. AFM1 Miktarmmin Belirlenmesi ve Kalibrasyon Egrisinin
Olusturulmasi

Deneylerde baglanmis AFM1 miktarin belirlenmesi i¢in PBS soliisyonunda
kalan AFM1 miktar1 agagidaki HPLC analiz kosullari ile tespit edilmistir (Cizelge

3.2).

Cizelge 3.2 HPLC teknigi kosullar

HPLC Bilesenleri

Ozellikler

Kolon

C18 hypersil 250 mmx4,6 mm 5 micron 250%4,6 mm
5u ODS2 Hypersil Column Thermo 31605-254630

Kolon Firin

Shimadzu Column Oven CTO-10AS VP

Detektor Shimadzu Fluorescence Decector RF-10AXL

Kontroller Shimadzu System Controller SCL-10A VP

Kolon C18 hypersil 250_mm><4,6 mm 5 micron 250x4,6 mm
5u ODS2 Hypersil Column Thermo 31605-254630

Akis Hiza 1 ml/dk

Mobil Faz Su:Asetonitril (25:75)

Kolon Sicakhig 25C

Enjeksiyon Hacmi 20 pl

Eksitasyon dalga boyu 360 nm

Emisyon dalga boyu 430 nm

Farkli AFM1 konsantrasyonlarinda hazirlanan mobil faz ile farkli pik alanlar elde
edilmistir. Analiz sonucunda go6zlenen pik alanlarina karsihk AFMI
konsantrasyonu grafigi hazirlanmistir. Kalibrasyon grafigi 0,005 ppb, 0,025 ppb,
0,01 ppb, 0,05 ppb, 0,25 ppb, 0,5 ppb, 1 ppb, 2 ppb, 5 ppb, 10 ppb, 15 ppb ve 20
ppb AFM1 konsantrasyonlarinda yapilmistir.

3.2.6.3. Tespit Limiti (LOQ)’nin Belirlenmesi

Tespit limitinin belirlenmesi i¢in 10 kez 0,25 ppb aflatoksin M1 konsantrasyonuna
sahip ¢ozelti ile HPLC’de analizler yapilmistir. Bu analiz sonuglarinin pik alanlar
ve pik alanlarma karsilik gelen konsantrasyon olan LOD/LOQ degerleri Cizelge
3.3“de goriilmektedir.
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Cizelge 3.3 Pik alanlar1 ve LOD/LOQ degerleri

Analiz Sayis1 LOD/LOQ Pik Alanlar
1 0,3200 572835
2 0,2300 420934
3 0,2500 455362
4 0,3100 551344
5 0,2600 470181
6 0,2500 453254
7 0,2700 488702
8 0,2400 439198
9 0,2600 470431

10 0,2600 470799

LOD/LOQ degerlerinin ortalamasi ve standart sapmasi hesaplanarak Esitlik 3 ve
Esitlik 4’e gore LOD ve LOQ degerleri hesaplanmistir (Cizelge 3.4).

LOD=x+(3*ss) Esitlik 3

LOQ=x+(10%*ss) Esitlik 4

Cizelge 3.4 LOD ve LOQ degerlerinin hesaplanmasi

Ortalama (x) 0,265
Standart Sapma (ss) 0,029
3ss 0,086
10 ss 0,288
LOD 0,351
LOQ 0,553

3.2.6.4.Mikroorganizma Tarama islemi

Yiiksek baglama gosteren mikroorganizmalarin belirlenmesi amaciyla her
mikroorganizma ile aymi kosullarda inkiibasyon islemi uygulanarak (1 saat
inkiibasyon siiresi, 37 °C inkiibasyon sicakligi, 10%kob/ml mikroorganizma
yogunlugu) 5 ppb AFMI1 konsantrasyonunda baglama c¢alismalar1 yapilmistir.
Yiiksek baglama gosteren mikroorganizmalar tespit edilmistir.
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3.2.7. Mikroorganizma Yogunlugunun Belirlenmesi
3.2.7.1. BIOSAN DEN-1 Hiicre Densitometre Cihazi Kullanim

Mikroorganizma yogunlugunu belirlemek icin ilk olarak BIOSAN DEN-1 Hiicre
Densitometre Cihazi kullanilmigtir. Cihaz kullanilmadan 6nce kalibrasyon sivilari
ile kalibre edilmistir. Mikroorganizma yogunlugu 0,5 McFarland olarak
ayarlanmistir (Sekil 3.2). Fakat bu birimin cihaz iizerinde degisken oldugu
gbzlenmistir. Daha net bir sonu¢ almak icin analiz edilmeye hazir olan

mikroorganizmalarin petrilerde sayimi yapilmistir.

Sekil 3.2 BIOSAN DEN-1 hiicre densitometre cihazi 0,5 McF
3.2.7.2. Mikroorganizma Sayimi

Mikroorganizma sayisinin belirlenmesinde seri dilusyona plaka ile dokme plaka
yontemine dayali canli sayimi teknigi kullanilmigtir. Bu amagla, analiz edilmeye
hazir olan mikroorganizma siispansiyonundan 1 ml alinarak daha Onceden
hazirlanmis olan 9 ml’lik peptonlu suya (1 g pepton/1 L su) aktarilmistir. Bu -1
dilusyonu ifade etmistir. -1 dilusyon tiipiinden 1 ml alinarak diger 9 ml lik
peptonlu suya ( -2 dilusyon tiipiine) aktarilmig ve bdylece seri aktarmalar ile -10
dilusyona kadar seyreltmeler yapilmistir. Her mikroorganizma igin 10 tiip
peptonlu su hazirlanmistir. Ongériilen diliisyonlardan 1’er ml alinarak ¢ift tabaka
dokme plaka yontemi ile mikroorganizma sayilari belirlenmistir. Cift tabaka
yontemi oksijenle temasin kesilmesi bakimindan énemlidir ve bu nedenle petrilere
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2. kat olarak MRS agar veya %1,5’luk agarli su (agaroz-agoropektin-su bilesimi)
dokiilmustiir. Petriler 37°C’de inkiibasyona birakilmis ve inkubasyon siiresi
sonunda mikroorganizma kolonileri incelenmistir. 30-300 aras1 koloniye sahip
olan petrilerin verileri kullanilmistir (Sekil 3.3). Caligmalarin timii 3 paralel
olarak gergeklestirilmistir.

Sekil 3.3 Petride mikroorganizma sayimi
3.2.7.3. Inkiibasyon Siiresi

Yiiksek baglama gosteren mikroorganizma ile ¢aligma yapilmistir. Diger kosullar
ayni kalarak (37 °C inkiibasyon sicakligi, 10%kob/ml mikroorganizma yogunlugu)
5 ppb AFM1 konsantrasyonuna sahip PBS sivisinda farkli inkiibasyon siirelerinde
analizler yapilmstir. Inkiibasyon siireleri 30 dk, 2 saat, 4 saat, 16 saat, 24 saat
olarak caligilmistir.

3.2.7.4. Inkiibasyon Sicakhg1

Yiiksek baglama gosteren mikroorganizma ile ¢aligma yapilmistir. Diger kosullar
ayni kalarak (1 saat inkiibasyon siiresi, 10°kob/ml mikroorganizma yogunlugu) 5
ppb AFM1 konsantrayonuna sahip PBS sivisinda farkli inkiibasyon sicakliklarinda
analizler yapilmistir. Inkiibasyon sicakliklar1 4 °C, 15°C, 37 °C ve 45 °C olarak
caligilmisgtir.
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3.2.7.5. Aflatoksin Konsantrasyonu

Yiiksek baglama gosteren mikroorganizma ile ¢aligma yapilmistir. Diger kosullar
ayni kalarak (1 saat inkiibasyon siiresi, 10®kob/ml mikroorganizma yogunlugu, 37
°C inkiibasyon sicakligi) farkli AFM1 konsantrasyonlarina sahip PBS sivisinda
analizler yapilmistir. AFM1 konsantrayonlart 5 ppb, 10 ppb, 15 ppb ve 20 ppb
olarak caligilmistir.

3.2.7.6. Mikroorganizma Konsantrasyonu

Yiiksek baglama gosteren mikroorganizma ile ¢aligma yapilmistir. Diger kosullar
ayni kalarak (1 saat inkiibasyon siiresi, 37 °C inkiibasyon sicakligi) 5 ppb AFM1
konsantrayonuna sahip PBS sivisinda farkli mikroorganizma konsantrasyonlarinda
analizler yapilmistir. Cahismalar yiiksek yogunlukta (10™ kob/ml) ve diisiik
yogunlukta (10% kob/ml) hiicre sayisi olmak iizere iki farkh yogunlukta
yapilmistir.

3.2.7.7. Canhihgin EtKkisi

Yiiksek baglama gosteren mikroorganizma ile ¢alisma yapilmistir. Analizler 2
boliimden olusmustur. Birinci boliimde canli hiicreler kullanilmis, ikinci bolimde
ise 100 °C’de 1 saat otoklav kullanilarak 1si1l islem uygulanan cansiz hiicreler ile
analiz yapilmistir. Diger kosullar ayni1 birakilmistir (1 saat inkiibasyon siiresi, 37

°C inkiibasyon sicakligi, 10%kob/ml mikroorganizma yogunlugu, 5 ppb AFM1).
3.2.7.8. Baglanma Stabilitesi

Yiiksek baglama gosteren mikroorganizma ile calisilmistir. 1 saat inkiibasyon
siiresi, 37 °C inkiibasyon sicakligi, 10® kob/ml mikroorganizma yogunlugu ve 5
ppb AFM1 konsantrasyonuna sahip PBS sivisinda analizler yapilmigtir. Baglanma
islemi gerceklestikten sonra {ist faz wuzaklastirllip mikroorganizma-AFM1
kompleksine PBS ile yikama islemi (1 dakika vorteks uygulamasi ile) yapilmis,
siipernatanta gecen AFM1 miktar1 belirlenmis ve 1. yikama sonuglar1 olarak
degerlendirilmistir. Ardindan santrifiij islemi ile supernatant kismi1 uzaklastirilmig
ve tekrar 1 ml PBS ile 2. yikama islemi gergeklestirilmistir. Baglanma
stabilitesinin belirlenmesi i¢in yikama iglemi 5 kez tekrar edilmistir.
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3.2.7.9. pH

Yiiksek baglama gosteren mikroorganizma ile caligilmistir. 1 saat inkiibasyon
siiresi, 37 °C inkiibasyon sicakligi, 10% kob/ml mikroorganizma yogunlugu ve 5
ppb AFM1 konsantrasyonuna sahip PBS sivisinda analizler yapilmistir. Farkli pH
degerlerinin (pH 3, pH 6,8 ve pH 7,4) baglanmaya olan etkisi aragtirilmustir.

3.2.8. Adsorpsiyon izoterm Egrisinin Olusturulmasi ve izoterm Modellerinin
Uygulanmasi

Farkli AFM1 konsantrasyonlarinda yapilan caligmalar sonucunda elde edilen
adsorblanan madde miktarina iliskin denge verileri kullanilarak adsorpsiyon
izoterm grafikleri olusturulmustur. Bu grafikteki veriler Langmuir, Freundlich ve
Sip’s model denklemleri kullanilarak modellerin uygunlugu karsilastirilmistir.
Izoterm modellerinin ¢oziimleme basamaklari ve ¢oziimlemeleri Cizelge 3.5°de
goriilmektedir.

Cizelge 3.5 Izoterm modelleri ve ¢dziimlemeleri

Adsorpsiyon izoterm

Coziimleme Basamaklar:

Coziimleme

Modelleri
o Ce 1 Ce e
K1 XC Dogrusallastirma— = — + C, ve —= grafigi gizilir.
L i — _KiXCe qe KL de
angmuirge = 1+a4XC, arxCe Kesisim: - Egim: %L
isim; — Egim; —
KLxq™ esisim; o~ Egim; ¢

Freundlichq, = Kr X
¢,/

Dogrusallastirmaln g, =
InKp + %ln C,

Kesisim; In K

Eaim: L
gim; —

Langmuir-Freundlich
(Sip’s)
_ KLFXce("LF)
Qe = 1+a;pXCeLF)

Dogrusal olmayan regresyon
analizi

Excel programi (problem
¢0ziicii aract) kullanilmigtir
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4. BULGULAR
4.1. Kromatografik Analizler Icin On Calismalar

Mobil fazi belirlemek amaciyla 6n ¢alismalar yapilmistir. Hacimce
(su:asetonitril:metanol) (50:30:20) (v:v:v) mobil faz ile yapilan g¢alismalarda
AFMI1 pikinin alikonma zamani 4,3 dakika olarak gézlenmis ve kromatogramlar
net olarak ayrilmamistir (Sekil 4.1). Mobil faz bilesimi piklerin ayrilmast igin
degistirilmis ve hacimce (su:asetonitril) (75:25) (v:v) olarak ayarlanmistir. Bu
mobil faz ile AFM1’in alikonma zamani 9 dakika olarak gozlenmis ve piklerin
birbirinden ayrildigi goralmustiir (Sekil 4.2).

my Max Intensty : 1000
C L abSodions\DataCisem Slbayrakideneklen2d 03 201 TRE-D 05pkcd Detector & Chi Time 1205 Inten. 215833

400

300

200

100

15 20 25 30 35 40 45 5D 55 £0 85 70 min

Sekil 4.1 Mobil faz bilesimi hacimce (su:asetonitril:metanol) (50:30:20) (v:v:v)
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Sekil 4.2 Mobil faz bilesimi hacimce (su:asetonitril) (75:25) (v:v)

Igerigi degistirilen mobil faz ile analizlere baglamadan 6nce kalibrasyon grafigi
cizilmigtir. Kalibrasyon grafigi 0,005 ppb, 0,025 ppb, 0,01 ppb, 0,05 ppb, 0,25
ppb, 0,5 ppb, 1 ppb, 2 ppb, 5 ppb, 10 ppb, 15 ppb ve 20 ppb AFM1

konsantrasyonlari i¢gin olusturulmustur. Pik alanlar Cizelge 4.1°de, grafik ise Sekil

4.3°de goriilmektedir. R? degeri 0,9931 olarak bulunmustur.

Cizelge 4.1 Kalibrasyon Grafigi Verileri

-

AFM1 Konsantrasyonu (ppb) Pik Alani
0,005 ppb 12388
0,025 ppb 91446
0,01 ppb 21449
0,05 ppb 159181
0,25 ppb 767863

0,5 ppb 1642217
1 ppb 3645421
2 ppb 7770948
5 ppb 9946993
10 ppb 20435034
15 ppb 31003820
20 ppb 43423216
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Kalibrasyon Grafigl = 2£+06x + 528337

R?=0.9931
50,000,000
Y
_ 40,000,000
— -
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™~ 10,000,000 o’
7 ’ .... n"
o
&
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Aflatoksin M1 Konsantrasyonu (ppb)

Sekil 4.3 HPLC kalibrasyon grafigi
4.2. Mikroorganizma Tarama islemi

Calismanin bu boliimiinde farkli mikroorganizmalar kullanilarak AFM1°1 baglama
miktarlar1 belirlenmistir. Literatiirde genellikle calismalarin ppm diizeyinde
yapildign goriilmiistiir (E1-Nezami vd., 1998; Shah ve Wu, 1999; Peltonen vd.,
2000; Elsanhoty vd., 2014). Tiirk Gida Kodeksi Bulasanlar Yo6netmeligi’'ne (2011)
gore ¢ig siit, 1s1l iglem gormiis siit ve siit bazli Uriinlerin tiretiminde kullanilan
stitlerde aflatoksin M1’in maksimum limiti 0,05 ppb’dir. Bu diizey bebek
formiilleri ve devam formiillerinde 0,025 ppb olarak belirtilmistir. Oncelikle
caligmalar Tiirk Gida Kodeksi Bulasanlar Yonetmeligi’nde belirtilmis degerlere
yakin olmasi amaci ile 0,01 ppb AFMI konsantrasyonu iceren PBS sivisinda
yapilmistir. Ancak bu galisma sonucunda elde edilen kromatogramlarda piklerin
belirgin olmadig1 ve pik alanlarinda hata paymin ¢ok yiiksek oldugu gdzlenmistir
(Sekil 4.4). Piklerin daha net sonu¢ vermesi ve AFMI1’in limit degerlerinin
iizerinden kabul edilebilir degerlere indirilmesi amaci ile ¢aligmalar sirasiyla 0,05
ppb, 0,1 ppb, 0,5 ppb, 1 ppb ve 5 ppb olarak yapilmstir. Piklerin en saglikli
degerlendirildigi aflatoksin konsantrasyonu da diistiniilerek 5 ppb’lik AFMI1
konsantrasyonu ile ¢alisilmaya karar verilmistir. 5 ppb konsantrasyondaki analiz
sonuglar1 degerlendirildiginde standart sapmalarin kabul edilebilir seviyelerde
oldugu goézlenmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.4 Diistik konsantrasyondaki (0,01 ppb) AFM1 kromatogram goriintiisii
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Sekil 4.5 5 ppb AFM1’in kromatogram goriintiisii

Analizlerde mikroorganizma yogunlugu 10° kob/ml, inkiibasyon sicakligi 37°C,
inkiibasyon siiresi 1 saat ve AFM1 konsantrasyonu 5 ppb’dir.

Analiz yapilan mikroorganizmalar igerisinde yiiksek baglama gosterenler;
Lactobacillus plantarum NRRL B-4496, Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
NRRL B-4560, Lactobacillus reuteri NRRL B-14170, Lactobacillus casei subsp.
casei NRRL B-441, Lactobacillus rhamnasus NRRL B-442 ve Lactobacillus
helveticus NRRL B-734’tiir. Bu mikroorganizmalar %15 ile %20 arasinda
baglama gostermistir. Disiik baglama orani gosteren mikroorganizmalar ise;
Escherichia coli ATCC 35218, Lactobacillus casei CH 1, Lactobacillus
delbrueckii subsp. Lactis NRRL B-735, Lactobacillus pentosus NRRL B-1560,
Lactobacillus hilgardii NRRL B-1843, Lactobacillus fructosus NRRL B-2041,
Lactobacillus coryniformis subsp torquens NRRL B-4390, Lactobacillus
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fermentum N 4524, Lactobacillus delbrueckii NRRL B-4525, Lactobacillus
curvatus DSM 8768, Lactobacillus buchneri NRRL B-1862 ve Pediococcus
acidilactici NRRL B-23864’tiir. Bu mikroorganizmalar %10’un altinda baglama
gostermistir. Kullanilan mikroorganizmalar ve baglama miktarlar1 Cizelge 4.2°de
ve Sekil 4.6’da ayrintili olarak verilmistir. Yapilan bir literatiir ¢calismasinda 0,15
ppm AFMI konsantrasyonunda, 37°C’de 15-16 saat inkiibasyon siiresinde, PBS
stvisinda L.rhamnosus GG susunun kullanildign  gortilmistir. Bu ¢alisma
sonucunda % 50,7+2,1 oraninda baglanmanin oldugu belirtilmistir (Shah ve Wu,
1999). Siit ve PBS sivisinda L.bulgaricus ve S.thermophilus ile AFM1 {izerine
yapilan bir calismada L.bulgaricus’un yiizdesel olarak daha yiiksek baglama
ozelligi gosterdigi belirtilmistir (Pizzalitto vd., 2011).Yine Kabak ve Var, 2008’de
5ppb  AFMI iceren PBS sivisinda 5 probiyotik bakteri susu ile yaptiklari
caligmalarinda %16,05+3,51 ve %23,48+6,12 araliginda baglanma gézlemislerdir.
Benzer caligmalarda da goriildiigli gibi AFM1 baglama 6zelligi mikroorganizma
tirine ve hatta susuna gore degisiklik gostermektedir. Minimum baglanma
yiizdesi L. pentosus i¢in ve maksimum baglanma yiizdesi L. reuteri igin
belirlenmistir. Baglanma 6zellikleri incelendiginde Gram (+) hiicre yapisina sahip
olan mikroorganizmalarin Gram (-) hiicre yapisina sahip olan mikroorganizmalara
gore daha yiiksek baglama 6zelligi gosterdigi belirtilmistir (EI-Nezami vd., 1998).
Yapilacak olan analizler i¢in gidalarda yiiksek oranda bulunan, yiiksek baglama
Ozelligi gosteren ve analiz agamasinda santrifiij islemi sonrasinda yikanmasi kolay
olan Lactobacillus plantarum segilmistir.
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Cizelge 4.2 Mikroorganizmalarin AFM1°’i baglama oranlari

Mikroorganizma

Sus Numarasi

% Baglanma

Mikroorganizma Sayisi

Lactobacillus casei subsp
casei
Lactobacillus plantarum
Escherichia coli
Lactobacillus casei
Lactobacillus pentosus
Lactobacillus casei subsp
casei
Lactobacillus rhamnasus
Lactobacillus delbrueckii
subsp bulgaricus
Lactobacillus pentosus
Lactobacillus brevis
Lactobacillus brevis
Lactobacillus hilgardii
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus casei subsp
casei
Lactobacillus plantorum
Lactobacillus fructosus
Lactobacillus coryniformis
subsp torquens
Lactobacillus coryniformis
subsp coryniformis
Lactocabillus plantarum
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus delbrueckii
Lactobacillus paracasei
subsp paracasei
Lactobacillus farciminis
Lactobacillus curvatus
Lactobacillus reuteri
Lactococcus lactis subsp
lactis
Lactobacillus casei subsp
casei
Lactobacillus paracasei subsp
paracasei
Lactobacillus rhamnasus
Lactobacillus helveticus
Lactobacillus buchneri
Pediococcus acidilactici
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus reuteri

NRRL B-1922

NRRL B-4496
ATCC 35218
CH1
NRRL B-227

NRRL B-441
NRRL B-442
NRRL B-548

NRRL B-1560
NRRL B-1830
N 1836
NRRL B-1843
NRRL B-1910

NRRL B-1922

1954 DSM
NRRL B-2041

NRRL B-4390

NRRL B-4391

NRRL B-4496
N 4524
NRRL B-4525

NRRL B-4560

NRRL B-4566
DSM 8768
NRRL B-14170

NRRL B-1821

NRRL B-441

NRRL B-4560

NRRL B-442

NRRL B-734
NRRL B-1862
NRRL B-23864
NRRL B-1932
NRRL B-14172

9,23 +£1,77

16,89 + 2,34
7,38 2,44
8,94 + 0,37
13,25+ 1,26

11,18 + 1,24
13,51 + 2,56
9,12+ 1,57

5,68 + 5,45
8,30 + 0,89
14,72 £2,68
8,47 +1,61
13,92 +£0,58

9,72 +2,89

13,23+ 1,56
7,62+0,32

7,14 £0,71

13,15+ 3,96

17,05+ 0,91
7,80+0,72
7,86 +£0,24

17,00 + 0,64

13,80 + 1,02
7,88 +0,93
18,12+ 1,33

12,75+ 0,92
15,67 £ 0,74

15,79 + 0,63

17,05+ 0,92
17,04 +1,48
8,68 + 0,45
9,96 + 1,45
13,58 £ 0,96
12,11 +£2,03

49x108 kob/ml

15x10% kob/ml
108x108 kob/ml
76x10° kob/ml
67x10° kob/ml

81x108 kob/ml
32x108 kob/ml
75%108 kob/ml

84x108 kob/ml
141x108 kob/ml
126x108 kob/ml
51x108 kob/ml
35%108 kob/ml

84x10° kob/ml

68x10% kob/ml
156x10% kob/ml

68x108 kob/ml

37x10% kob/ml

138%107 kob/ml
64x10" kob/ml
3x107 kob/ml

53x10% kob/ml

169x107 kob/ml
42x108 kob/ml
140x107 kob/ml

118%108 kob/ml
71x108 kob/ml

56x108 kob/ml

103x108 kob/ml
60x108 kob/ml
280x107 kob/ml
96x10® kob/ml
88x 108 kob/ml
141x10" kob/ml
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Mikroorganizmalar

Sekil 4.6 Mikroorganizmalarin AFM1°1 baglama oranlari
4.3. Mikroorganizma Yogunlugunun Belirlenmesi

Caligmanin bu bolimiinde yiiksek baglama ozelligi gosteren Lactobacillus
plantarum NRRL B-4496 ile farkli mikroorganizma yogunluklarinda analizler
yapilmustir. Bu degerler; 10® kob/ml ve 10 kob/m!’dir. 108 kob/ml yogunlugunda
yapilan analizlerdeki AFM1 pikleri belirgin olarak goriilmistir (Sekil 4.7).
Mikroorganizma yogunlugu arttirildiginda ise (10™ kob/ml) kromatogramdaki
AFMI1 piklerinde gozle goriiniir bir azalmanin oldugu goriilmiis ancak baz
cizgisinde giiriiltii gézlenmistir (Sekil 4.8). Bu ¢aligmalarda inkiibasyon siiresi 1
saat, inkiibasyon sicakligt 37°C ve AFMI1 konsantrasyonu 5 ppb’dir.
Mikroorganizma yogunlugunun arttirilmasinin baglama orami iizerine pozitif bir
etkisinin oldugu goriilmistir. Bir literatiir calismasinda Lactobacillus rhamnosus
GG ve Lactobacillus rhamnosus LC-705 kullanilarak farkli mikroorganizma
yogunluklarinda analizler yapilmigtir. Mikroorganizma yogunlugunun artmasinin
baglama orani {izerine olumlu etkisi oldugu belirtilmistir. Minimum 2x10° kob/ml
mikroorganizma yogunlugunda dikkate deger bir AFB1 baglama orani goriildiigii,
2x10" kob/ml mikroorganizma yogunlugunda ise baglanmadan kalan AFBI
oraminin L.rhamnosus GG i¢in %0,1°den az, L.rhamnosus LC-705 igin ise
%13’den az oldugu belirtilmistir (El-Nezami vd., 1998).
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Sekil 4.7 10° kob/ml mikroorganizma yogunlugunda kromatogram goriintiisii
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Sekil 4.8 10" kob/ml mikroorganizma yogunlugunda kromatogram gériintiisii
4.4, Inkiibasyon Siiresi

Calisgmanin bu bolimiinde yiiksek baglama ozelligi gosteren Lactobacillus
plantarum NRRL B-4496 ile farkli inkiibasyon siirelerinde analizler yapilmustir.
Bu inkiibasyon siireleri; 30 dk, 2 saat, 4 saat, 16 saat ve 24 saattir. Analizlerde
mikroorganizma yogunlugu 10® kob/ml, inkiibasyon sicakligi 37°C ve AFMI
konsantrasyonu 5 ppb’dir. En yiiksek baglama orani ilk 30 dk igerisinde
gerceklesmis ve %31,13 olarak tespit edilmistir. 2 saat inkiibasyon siiresinde

baglama orani %18,65, 4 saat inkiibasyon siiresinde baglama oran1 %15,74, 16
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saat inkiibasyon siiresinde baglama oram1 %21,72, 24 saat inkiibasyon siiresinde
ise baglama orani %20,95 olarak tespit edilmistir. Bu bulgulara gore inkiibasyon
stiresinin baglama orani {izerine dogrusal bir etkisinin olmadigi goriilmiistiir.
Literatiirde de UHT yagsiz siitte S. cerevisiae ve laktik asit bakterileri kullanilarak
37°C’de baglanma caligmalar1 yapilmistir. Caligmalar 30 dakika ve daha uzun
stirelerde gergeklestirilmistir. S. cerevisiae ile yapilan c¢alismada ilk 30 dk’da
9%90,3+0,3 baglanmanin oldugu bildirilmis ve bu sonucglara gore etkilesim
stirelerinin baglanmay1 6nemli diizeyde etkilemedigi belirtilmistir (Serrano-Nifio
vd., 2013). AFBI1 ile PBS sivisinda yapilan bir ¢alismada ise adsorbant olarak L.
rhamnosus GG ve L. rhamnosus LC-705 suslar1 kullamilmistir. L. rhamnosus GG
ile yapilan calismada 4 saat inkiibasyon siiresinde %77,0+0,4, 24 saat inkiibasyon
stiresinde ise %75,3+1,3 baglanma go6zlenmistir. L. rhamnosus LC-705 susu
kullanildiginda 4 saat inkiibasyon siiresinde %75,2+1,2, 24 saat inkiibasyon
stiresinde ise %76,1+4,3 baglanma oldugu gozlenmistir (Pierides vd., 2000). Bu
sonuglara gore inkiibasyon siiresinin baglanmayi onemli diizeyde etkilemedigi
gorilmiistiir. Bu calismadaki inkiibasyon siireleri ve baglama oranlar1 Cizelge 4.3
ve Sekil 4.9’da ayrmtili olarak verilmistir. Inkiibasyon siireleri ve baglanma

miktarlar1 Sekil 4.10°da ayrintili olarak verilmistir.

Cizelge 4.3 Inkiibasyon siiresinin baglanmaya etkisi

Mikroorganizma Sus Numarasi Siire % Baglanma
Lactobacillus plantarum NRRL B-4496 30 dk 31,13 +£3,28
Lactobacillusplantarum NRRL B-4496 2 saat 18,65 + 3,28
Lactobacillus plantarum NRRL B-4496 4 saat 15,74+ 1,53
Lactobacillus plantarum NRRL B-4496 16 saat 21,72+ 1,69

Lactobacillus plantarum NRRL B-4496 24 saat 20,95 + 5,64
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Inkiibasyon Siiresi Baglanma Oram Grafigi
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Sekil 4.9 Inkiibasyon siiresinin baglanmaya etkisi

Inkiibasyon Siiresi Baglanma Miktan Grafigi
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Sekil 4.10 Inkiibasyon siiresinin baglanma miktarma etkisi
4.5. Inkiibasyon Sicakhg

Calisgmanin bu bolimiinde yiiksek baglama ozelligi gosteren Lactobacillus
plantarum NRRL B-4496 ile farkli inkiibasyon sicakliklarinda analizler
yapilmistir. Bu sicaklik degerleri; 4 °C, 15 °C, 37 °C ve 45 °C’dir. Analizlerde
mikroorganizma yogunlugu 10® kob/ml, inkiibasyon siiresi 1 saat ve AFMI
konsantrasyonu 5 ppb’dir. En yiiksek baglama orani 4 °C’de gergeklesmis ve
%15,34 olarak tespit edilmistir. 15 °C inkiibasyon sicakliginda baglama oram
%15,55, 37 °C inkiibasyon sicakliginda baglama orami %10,41 ve 45 °C
inkiibasyon sicakliginda baglama orani %6,24 olarak tespit edilmistir. Literatiirde
ise genellikle 37 °C inkiibasyon sicakliginda ¢alisildig1 goriilmiistiir (Shah ve Wu,
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1999; El-Nezami vd., 1998; Peltonen vd., 2000; Shah ve Wu, 1999; Lahtinen vd.,

2004; Serrano-Nifio v

d., 2013; Ismail vd., 2016). inkiibasyon sicakliklar1 ve

baglama oranlar1 Cizelge 4.4 ve Sekil 4.11°de ayrmmtili olarak verilmistir.
Inkiibasyon sicakliklar1 ve baglanma miktarlar1 Sekil 4.12°de ayrintili olarak

verilmisgtir.

Cizelge 4.4 Inkiibasyon sicakliginin baglanmaya etkisi

Mikroorganizma Sus Numarasi Sicakhk % Baglanma
Lactobacillus plantarum NRRL B-4496 4°C 15,34 £ 1,62
Lactobacillus plantarum NRRL B-4496 15°C 15,55+ 1,27
Lactobacillus plantarum NRRL B-4496 37°C 10,41 +£6,21
Lactobacillus plantarum NRRL B-4496 45 °C 6,24 + 3,28

20.00

15.00

10.00

5.00

Baglanma orani1 (%)

Inkiibasyon Sicakligi Baglanma Oram

Grafigi
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Sekil 4.11 Inkiibasyon

sicakligimin baglanmaya etkisi
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4.6. AFM1 Konsantrasyonu

Calismanin bu bolimiinde yiiksek baglama oOzelligi gosteren Lactobacillus
plantarum NRRL B-4496 ile farkli AFMI Kkonsantrasyonlarinda analizler
yapilmistir. Bu konsantrasyon degerleri; 5 ppb, 10 ppb, 15 ppb ve 20 ppb’dir.
AFMI1 konsantrasyonunun baglanan AFM1 miktarina ve baglama oranina etkisi
incelenmistir. Analizlerde mikroorganizma yogunlugu 10® kob/ml, inkiibasyon

stiresi 1 saat ve inkiibasyon sicakligi 37°C’dir.

En yiiksek baglanan AFM1 miktar1 20 ppb konsantrasyonda gerceklesmis ve 4,34
pg olarak tespit edilmistir. 5 ppb konsantrasyonda baglanan AFM1 miktar1 1,37
pg, 10 ppb konsantrasyonda baglanan AFM1 miktar1 2,10 pg ve 15 ppb
konsantrasyonda baglanan AFM1 miktan ise 2,53 pug olarak tespit edilmistir. Bu
bulgulara gére AFM1 konsantrayonunun arttirilmasimin baglanan AFM1 miktari
iizerine pozitif bir etkisinin oldugu goriilmistiir. Literatiirde miktarsal olarak
baglanma g¢aligmalarinin kisitli oldugu goriilmiistiir. AFM1 konsantrasyonlart ve

baglanan AFM1 miktarlar1 Sekil 4.13’de ayrintili olarak verilmistir.

Aflatoksin M1 Konsantrasyonu Baglanma
S Miktar1 Grafigi
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Sekil 4.13 AFM1 konsantrasyonunun baglanma miktarina etkisi

En yiiksek baglama orani 5 ppb konsantrasyonda gergeklesmis ve %27,32 olarak
tespit edilmistir. 10 ppb konsantrasyonda baglama orant %21,00, 15 ppb
konsantrasyonda baglama orani %16,89 ve 20 ppb konsantrasyonda baglama orani
ise %21,78 olarak tespit edilmistir. Bu bulgulara gére AFM1 konsantrasyonunun
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baglama orani iizerine dogrusal bir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir. Literatiirde
AFM1 konsantrasyonunun baglanma orani iizerine etkisi ile ilgili kisith ¢alismanin
oldugu, 0,05 ppb ve 0,1 ppb konsantrasyonlarda yapilan bir ¢alismada baglanma
oraninda dikkate deger bir farklilik olmadig1 belirtilmistir (Lahtinen vd., 2004).
AFM1 konsantrasyonlar1 ve baglama oranlar Cizelge 4.5 ve Sekil 4.14°de ayrintili

olarak verilmistir.

Cizelge 4.5 AFM1 konsantrasyonunun baglanmaya etkisi

Mikroorganizma Sye neM % Baglanma
Numaras1  Konsantrasyonu
Lactobacillusplantarum NRRL B-4496 5 ppb 27,32+5,63
Lactobacillus plantarum NRRL B-4496 10 ppb 21,00+3,15
Lactobacillus plantarum NRRL B-4496 15 ppb 16,89+3,16
Lactobacillusplantarum NRRL B-4496 20 ppb 21,78+5,84

Aflatoksin M1 Konsantrasyonu Baglanma Oram
3500 27,32 Grafigi

30,00~ 21,78
2500 - 21,00
16,89
20,00 -
15,00 -
= 10,00
o]
M 500 -
5 10 15 20

Aflatoksin M1 Konsantrasyonu (ppb)

lanma Oram (%)

Sekil 4.14 Konsantrasyonunun baglanmaya etkisi
4.7. Canhhgin Etkisi

Caligmanin bu bolimiinde yiiksek baglama ozelligi gosteren Lactobacillus
plantarum NRRL B-4496 ile canli ve Oli hiicreler kullanilarak analizler
yapilmistir. Mikroorganizmalarin 6ldiirme islemi otoklav kullanilarak 1 saat,
100°C’de yapilmistir. Bu calismalarda inkiibasyon siiresi 1 saat, inkiibasyon
sicakligr 37°C, AFM1 konsantrasyonu 5 ppb ve mikroorganizma yogunlugu 10°
kob/ml’dir. Canli hiicrelerde baglama oran1 %40,11, 6li hiicrelerde ise baglama
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orani %39,07 olarak tespit edilmistir. Bu bulgulara goére hiicrelerin canli ya da 6lii
olmasinin baglama oran1 {izerine dikkate deger bir etkisinin bulunmadig
gorlilmiistiir. Yapilan bir literatiir ¢alismasinda UHT yagsiz siitte laktik asit
bakterilerinin ve Saccharomyces cerevisiae’nin AFM1’i baglama etkinligi
aragtirllmigtir. Kullanilan mikroorganizmalar 1sil islem (100 °C, 1 saat) ile
oldirilmiis ve 37°C’de baglanma denemeleri yapilmigtir. S. cerevisiae
hiicrelerinin 30 dakikada %90,3+0,3 baglama gosterdigi gozlenmistir. (Serrano-
Nifio vd., 2013). Yapilan baska bir literatiir ¢alismasinda ise L. rhamnosus GG ve
L. rhamnosus LC-705 suslar1 kullanilmistir. Baglanma denemeleri canli hiicrelerde
ve 1 saat kaynatilarak Oldiirme islemi uygulanan o6li  hiicrelerde
gerceklestirilmigtir. PBS sivisinda 15-16 saat inkiibasyon siiresinde yapilan
baglanma denemelerinde L. rhamnosus GG susu i¢in canli hiicrelerde %50,7+2,1,
Oli hiicrelerde ise % 57,843,3 baglanmanin oldugu belirtilmistir. Yine ayni
caligmada L. rhamnosus LC-705 susu ile yapilan baglanma denemelerinde canli
hiicrelerde %46,3+2,6, olii hiicrelerde ise %351,6£3,0 baglanmanin oldugu
gozlenmistir (Pierides vd., 2000). Literatiir ¢alismalarindaki sonuglara gore 6li
hiicrelerle de galigmalarin oldugu ve baglanmanin gergeklestigi goriilmiis ancak bu
artisin dikkate deger diizeyde olmadigi gozlenmistir (Serrano-Nifo vd., 2013;
Pierides vd., 2000).

4.8. Baglanma Stabilitesi

Calisgmanin bu bolimiinde yiiksek baglama ozelligi gosteren Lactobacillus
plantarum NRRL B-4496 ile analizler yapilmistir. Bu ¢aligmalarda inkiibasyon
siiresi 1 saat, inkiibasyon sicakligi 37°C, AFM1 konsantrasyonu 5 ppb ve
mikroorganizma yogunlugu 108 kob/ml’dir. Baglanma islemi gergeklestikten sonra
PBS ile 5 kez yikama islemi yapilarak AFM1’in geri kazanimi saglanmustir.
Yikama iglemi 1 dakika vorteks ile yapilmistir. Bu islemlerin sonucunda ilk
baglanma %10,54 iken 1. yikamada %6,62, 2. yikamada %6,08 oraninda AFM1
mikroorganizmalara bagli olarak kalmistir. Diger yikamalarda ise siipernatanta
gecen AFMI tespit edilmemistir (Sekil 4.15).

Yapilan bir literatiir c¢alismasinda iki farkli AFMI1 konsantrasyonunda
Lactobacillus plantarum ile analizler yapilmis ve PBS ile 3 kez yikama islemi
gergeklestirilmistir. 0,05 ppb AFMI1 konsantrasyonunda 1. yikama islemi

sonucunda geri kazanim orani %29,4, 2. yikama islemi sonucunda geri kazanim
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orani %4,4 olarak tespit edilirken 3. yikama iglemi sonucunda tespit edilmemistir.
0,1 ppb AFM1 konsantrasyonunda ise 1. yikama iglemi sonucunda geri kazanim
orant %52,3, 2. yikama islemi sonucunda geri kazanim orani %9,2 ve 3. yikama
islemi sonucunda geri kazanim orani %]1,2 olarak tespit edilmistir. Literatiir
caligmasindaki sonuglara goére bizim c¢aligmamizda da oldugu gibi AFM1 ile
mikroorganizma arasindaki bagin yikama ile ayrildig, stabil olmadig1 belirtilmistir
(Ismail vd., 2016).

Baglanma Stabilitesi Grafigi
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Sekil 4.15 Yikama sayisina bagli baglanma stabilitesi grafigi
4.8. pH

Caligmanin bu bolimiinde yiiksek baglama oOzelligi gosteren Lactobacillus
plantarum NRRL B-4496 ile farkli pH degerlerinde analizler yapilmistir. pH
degerleri; 3, 6,8 ve 7,4 olarak ayarlanmistir. Analizlerde mikroorganizma
yogunlugu 10® kob/ml, inkiibasyon sicakligi 37°C ve AFMI konsantrasyonu 5
ppb’dir. Baglanma oranlarinin birbirine yakin degerler oldugu gézlenmistir. pH
3’de %10,27, pH 6,8’de %11,58, pH 7,4’de %10,54 olarak tespit edilmistir (Sekil
4.16). Baglanma miktarlar1 ise pH 3’de 0,51ug, pH 6,8’de 0,58ug, pH 7,4’de
0,53ug olarak tespit edilmistir (Sekil 4.17). Bu bulgulara gére farkli pH degerinde

caligmanin baglama orani {izerine dogrusal bir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir.
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pH Baglanma Orani Grafigi
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Sekil 4.16 pH degerinin baglanmaya etkisi
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Sekil 4.17 pH degerinin baglanma miktarina etkisi

4.9. Adsorpsiyon izotermleri

Yapilan ¢aligmalar sonucunda Langmuir, Freundlich ve Langmuir-Freundlich
(Sip’s) izoterm modelleri olusturulmustur. izoterm modelleri icin hesaplanan

sabitler Cizelge 4.6’da verilmistir.
10%kob = 0,1 mg mikroorganizma olarak hesaplama yapilmustir.

Dogrusallagtirmaya dayali modeller karsilastirilmis oldugunda, adsorpsiyon
verilerinim Freundlich izoterm modeline daha uygun oldugu goriilmektedir

(Sekil4.18 ve Sekil 4.19).
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Dogrusal olmayan denklem coziimiine dayali Sip’s adsorpsiyon izoterm modeli ile

adsorplanan madde miktar1 deneysel veriler ile en fazla uyum gostermistir.

Cizelge 4.6 izoterm modellerinin verileri

Modeller
) Sicaklik K. (mL/mg) a_(mL/pg) R?
L
angmuir 37°C 3,7608 0,0406 0,3699
Ke
ng (mL| " 2
Freundlich Sl —| — ' A
mg| pg
37°C 5,2509 1,4300 0,8824
Kir acr
Langmuir- Limg o 1V 5
Freundlich Steakhik 'Ei mL i [ Nir — | N
. mgl g ml
(Sip's) -
37°C 32,1839 0,4644 1,1675 -

Langmuir izoterm modeli igin Cyp, Ce, Qe V& Cc/Qe degerleri Cizelge 4.7°de, izoterm
grafigi ise Sekil 4.18’de goriilmektedir

Cizelge 4.7 Langmuir izoterm modeli verileri

Co(ng AFM1/L) C. (ugAFM1/L) Je (ngAFM1 /mg cell) Ce/qe (mg cell/L )
5 ppb 3,63 ppb 13,70 0,03
10 ppb 7,90 ppb 21,00 0,04
15 ppb 12,47 ppb 25,30 0,05

20 ppb 15,64 ppb 43,60 0,04
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Sekil 4.18 Langmuir izoterm grafigi

Freundlich izoterm modeli i¢in Cy, Ce, Qe, IN(Ce) Ve In(qe) degerleri Cizelge 4.8°de,
izoterm grafigi ise Sekil 4.19°da goriilmektedir.

Cizelge 4.8 Freundlich izoterm modeli verileri

Co(ng AFMI1/L) Ce (ngAFM1/L) Je (ngAFM1/mg cell)  In(C,) In(qe)
5 ppb 3,63 ppb 13,70 1,29 4,92
10 ppb 7,90 ppb 21,00 2,07 5,35
15 ppb 12,47 ppb 25,30 2,52 5,53
20 ppb 15,64 ppb 43,60 2,75 6,08
7.00
6.00 - y =0.6993x + 3.961
R2=
5.00 - Q/Q&%ﬂ/e
.00
=)
£3.00 -
2.00 -
1.00 -
0.00 T

000 050 100 150 200 250 3.00
In(ce)

Sekil 4.19 Freundlich izoterm grafigi
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Adsorpsiyon denge verilerinin Sip’s izoterm modeli kullanilarak modellenmesi ile
bulunan izoterm sabitleri Cizelge 4.6’da sunulmustur.AFM1 adsorpsiyon deneysel
verilerin teorik model verileri ile uyumu sekil 4.20°de degerlendirilmistir.Dogrusal
olmayan denklem ¢6ziimiine dayali Sip’s modelinin deneysel verilerle daha

uyumlu oldugu anlagilmstir.

Deneysel ve teorik (Sip's model) qe grafigi
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Sekil 4.20 Adsorpsiyon verilerinin Sip’s izoterm modeli ile uyumu
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu tez ¢alismasinda siit ve siit lirlinlerinde bulunan, saglik iizerine olumsuz etkileri
olan AFM1’in fonksiyonel gida iiriinlerinin iiretiminde kullanilan ve insan
saglhigina olumsuz etkisi olmayan laktik asit bakterileri ile baglanarak ortamdan
uzaklastirma &zellikleri arastirilmistir. Bu amagla mikroorganizma tarama islemi
yapilmig ve mikroorganizma yogunlugu, inkiibasyon siiresi, inkiibasyon sicakligi,
AFMI konsantrasyonu, canlilik, pH gibi parametrelerin baglanma tizerine etkileri
tespit edilmistir.

Yapilan baglanma denemeleri sonucunda analiz yapilan mikroorganizmalar
igerisinde yiiksek baglama 6zelligi gosterenler; Lactobacillus plantarum NRRL B-
4496, Lactobacillus paracasei subsp. paracasei NRRL B-4560, Lactobacillus
reuteri NRRL B-14170, Lactobacillus casei subsp. casei NRRL B-441,
Lactobacillus rhamnasus NRRL B-442 ve Lactobacillus helveticus NRRL B-734
olarak bulunmustur.

Caligmalarda kullanilan Lactobacillus plantarum insan sagligina olumsuz etkisi
olmayan ve gidalarda dogal olarak bulunan probiyotik bir mikroorganizmadir.
Tursu, boza, salgam suyu ve geleneksel fermente et lriinleri gibi gidalarin

iiretiminde kullanilir. Bu nedenle , detoksifikasyon ¢alismalari i¢in de uygundur.

Calisilan farkli parametreler icerisinde inkiibasyon siiresi ve canliligin baglanma
orani iizerine dikkate deger bir etkisinin olmadigi goriilmiigtiir.

Inkiibasyon sicakliginin arttirilmasinin baglama orani iizerine negatif bir etkisinin
oldugu gozlenmistir. Simdiye kadar yapilan c¢aligmalarda, AFMI1’in
mikroorganizmaya baglanmas ile ilgili farkli sicakliklarin etkisi {izerine sonuca
rastlanamamistir. Bu anlamda tez calismasindaki sonucglar 6nemli olabilir ve
ayrica sicakligin arttirilmast ile adsorpsiyonun azalmasi fiziksel adsorpsiyonu
destekler niteliktedir.

AFM1 konsantrasyonunun artmasinin baglanan aflatoksin miktari {izerine olumlu
etkisi bulunurken baglama oran1 {izerine dogrusal bir etkisinin olmadig:

goriilmiistiir.
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Mikroorganizma yogunlugunun arttiritlmasinin baglama orani iizerine pozitif bir
etkisinin oldugu, mikroorganizma ve AFM1 arasinda olusan baglanmanin PBS ile
yikamalar neticesinde sinirli diizeyde desorpsiyonun oldugu goézlenmistir. Bu
sonu¢ da fiziksel adsorpsiyonu destekleyen niteliktedir ve baglanma
mekanizmasinda AFM1’in yapisinda bir degisiklik olmadan PBS soliisyonuna geri
dénmiis oldugunu gostermektedir.

Bu bulgular dogrultusunda, gida uygulamalarinda toksin baglayict organizmalar
ile daha iyi sonuglar alinabilmesi adina plan ve dizayn yapmak miimkiin
olabilecektir. Bu c¢alismadaki veriler siitten AFMI1 uzaklastirilmasinda
kullanilabilir.Bir ¢ok mikroorganizmay1 taramak, sicaklikla ilgili farkli degerlerde
caligilmast ve adsorpsiyon izoterm modellerinin olusturulmasi tez ¢aligmasinin
literatiire katmis oldugu yeni bilgilerdir ve. AFM1’in olumsuz etkilerini ortadan
kaldirmak i¢in gelecekteki caligmalarda faydali olacaktir. Sonug olarak, baglanma
mekanizmasinin fiziksel adsorpsiyon oldugu , AFM1 uzaklagtirma verimliligi en
yliksek suglarin secilmesinin ve en uygun sartlarin belirlenmesinin AFM1
dekontaminasyonu calismalarinda kullanilabilecegi goriilmiistiir.
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