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Aflatoksinler : Kimyasal Yapilari, Toksisiteleri
ve Detoksifikasyonlari '

Sennur OZKAYA? , Ayhan TEMiZ®

Girig

Funguslar genellikle Ustlin antibiyotik kaynaklari olarak taninmakta, insan ve
hayvanlarda toksik etki gosteren metabolitler Urettikleri daha az bilinmektedir.
Antibiyotikler gibi funguslarin ikincil metabolizmalari sonucu sentezlenen toksik
maddelere genel olarak “mikotoksin” denilmektedir. 1930 ve 1940°h yillarda fungus
kaynakli antibiyotik olarak c¢aligilan birgok madde, buglin yuksek canllara
gosterdikleri  toksik etkiler nedeniyle mikotoksin olarak siniflandinimistir.
Mikotoksinler, esas olarak protein yapisinda ve antijen 6zellikte olan bakteriyel
toksinlerin aksine, ¢ok cesitli kimyasal yapi ve biyolojik aktiviteye sahip
maddelerdir. Kuflerin hemen her yerde bulunabilmeleri ve birgok gida ve yem
maddesinde geliserek toksinlerini olusturabilmeleri nedeniyle, mikotoksinler ¢ok
dnemli dogal toksinler olarak kabul edilmektedir (1-3). Uzerinde en ¢ok calisiimis
mikotoksin grubu olan aflatoksinler 1960 yilinda kesfedilmis ve 1962 yilinda da
guclu bir “hepatotoksik” ve “hepatokarsinojen” etkisi oldugu anlasiimigtir (3,4).
Aflatoksinler, Aspergillus flavus‘un bazi suslari, Aspergillus parasiticus‘un ise
hemen hemen batin suslari tarafindan Uretiimektedir (4,5). Ancak 1987 yilinda
A.flavus’a fenotipik olarak benzeyen Aspergillus nomius (6) ve son olarak da
Aspergillus pseudotamarii olarak isimlendirilen bir tirin (7) de aflatoksin Urettikleri
belirlenmistir.

Aflatoksinlerin Kimyasal Yapisi

Aflatoksinler, “difurokumarosiklopentenon” ve “difurokumarolakton” gruplarinda
siniflandiriimigtir (6). Aflatoksinlerin aflatoksin B4, By, G1 ve G, olmak Uzere dort
ana fraksiyonu bulunmaktadir. Bu isimlendirme ince tabaka kromatografisinde,
uzun dalga boyu UV isi1d1 altinda aflatoksin B4 ve By'nin mavi, aflatoksin G4 ve
G2'nin ise yesil floresan vermesiyle iligkilidir (4,8). B toksinleri kumarin yapidaki
lakton halkasina eklenmis siklopentenon halkasi, G toksinleri ise ek bir lakton
halkasi icermektedir (Sekil 1).
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Sekil 1. Bazi aflatoksinlerin kimyasal yapilari (6)




Toksijenik A.flavus kultUrleri ve aflatoksin ile kontamine olmus Urlnlerdeki biyolojik
aktiviteden aflatoksin B4 ve daha az olarak da aflatoksin G1 sorumludur. Bu durum,
her iki toksinin terminal furan halkasininin 8, 9 karbon pozisyonunda bir doymamis
baga sahip olmasiyla iligkilendiriimektedir (8). Aflatoksin B, , B4’in, aflatoksin G, de
G<’in dihidro turevleridir (6) ve “in vivo” kosullarda metabolik olarak B1 ve G+'e
okside olmadiklari sirece biyolojik olarak inaktiftirler (8). Bu dort aflatoksin diginda
aflatoksin M4 ve aflatoksin M, olarak isimlendirilen dnemli iki aflatoksin tirevi daha
bulunmaktadir. M toksinleri aflatoksinli yemle beslenen laktasyon devresindeki
memeli hayvanlarin sutlerinden ve idrarlarindan izole edilmigtir. Bu toksinler de
ince tabaka kromatografisinde, uzun dalga boyu UV 15191 altinda mavi floresan
verirler ve B toksinlerinden daha dusuk R; degerlerine sahip olmalariyla ayrilirlar
(4,6). Aflatoksin M1 ve M,, aflatoksin B4 ve By'nin hidroksi turevleridir, aflatoksin
M, ayni zamanda, dihidro-aflatoksin My’dir (Sekil 1). Aflatoksin By ve G¢'in
hemiasetal tUrevleri olan aflatoksin By, ve Gy, da (Sekil 1), A.flavus’'un dogal
metabolitleri olarak izole edilmislerdir. Bu turevler, aflatoksin B ve G{in asit
ortamda hidroksillenmesi ile de elde edilmektedir ve bu 6zellikten aflatoksin B¢ ve
G+’in dogrulanmasinda yararlaniimaktadir (6).

Aflatoksinler, metanol, kloroform ve diger birgok organik ¢6zicude
cozunebilmektedir. Ancak sudaki ¢ozunurlikleri azdir (10-30 pug/mL). Toksinler,
UV 1sigini (362 nm) kuvvetle absorblarlar ve aflatoksin B4 ve B i¢in 425 nm de;
aflatoksin G4 ve G igin ise 450 nm de floresan emisyonu olustururlar. Aflatoksinler
gida ve yem maddelerinde ¢ok stabildir, ancak ¢ok dusuk veya yuksek pH’larda
(3'den az ve 10’dan buyuk), okside edici ajanlarla ve oksijen olan ortamda UV
Isigina maruz kaldiklarinda hizla aktivasyonlarini yitirirler (8,9).

Aflatoksinlerin Toksisitesi

Aflatoksinler yuksek dozlarda akut, sub-letal dozlarda ise kronik toksisite
goOstermektedirler. Duslk dozda surekli alimlari, birgok hayvan denemesinde
karsinojen etki ile sonuglanmistir. Aflatoksinler icerisinde en ylksek toksisiteyi
aflatoksin B4 gostermektedir. Aflatoksinlerden hayvanlarin birgcodu etkilenmektedir,
ancak duyarlilik turden tlre degismektedir ve ayni turin gen¢ olanlar yaglh
olanlardan daha duyarlidir. Ayrica toksik etki, tUketilme miktari ve sikligina,
hayvanin cinsine, yasina, cinsiyetine, saglik durumuna ve beslenmesine bagli
olarak degismektedir (4,10,11). Civciv, pilic ve ordek yavrulari en duyarli
olanlardir, bunlari sirasiyla hindi yavrusu, sullin palazi, tavuklar ve bildircinlar izler.
Memeliler arasinda ise aflatoksinden etkilenme sirasi; 3-12 haftalik domuzlar,
hamile domuzlar, yetigkin domuz, sigir ve koyunlar seklindedir. Alabaliklar ve
kopekler de aflatoksine duyarli hayvanlardir. Alabaliklarda, ppb duzeyindeki gok
dusuk konsantrasyonda bile karaciger kanseri etkisi gorilmektedir (4,12).

Aflatoksinler yUksek dozlarda akut toksisiteye neden olabilirler. Hayvanlarin
cogunda gozlenen akut aflatoksikozisin klinik bulgulari; istah azalmasi, agdirhk
kaybl, norolojik anormallikler, mukoz membranlarda sarilik, kasilma ve sonunda
olumdur. Karacigerde rengin agilmasi veya tamamen renksizlesme ve yag birikimi
belirgin olarak gorulur. Vucut bosluklarinda sivi birikimi ile bdbrek ve bagirsaklarda
kanama da meydana gelebilir (4).



Aflatoksinlerin akut toksisitesi deney hayvanlarinda bu sekilde go6zlendidi gibi,
insanlarda akut zehirlenme yaptigini gosteren olaylar da literatire gegmistir.
Tayvan’da kUflu piring tiketen 26 kisi hastalanmis ve bunlarin arasinda 3 ¢ocuk,
ayaklarda 6dem, karin agrisi, kusma, karacigerde buyume gibi belirtilerden sonra
dlmistir. incelenen piring drneklerinde 200 ppb aflatoksin By bulunmustur.
Uganda’da 15 yasinda bir ¢ocuk, Tayvan'daki ¢ocuklara ¢ok benzer belirtilerle
O0lmus ve bu ¢ocugun da 1.7 ppm aflatoksin iceren “cassava” yedigi belirlenmigtir.
Patolojik bulgu olarak akcigerde 6dem, kalp yetmezligi, karacigerde nekroz ve
yaglanma gorulmagtur. Ayni aileden iki gocuk daha hastalanmis, ancak daha az
yedikleri igin kurtulabilmiglerdir. Tayland’da da 3 yasindaki bir ¢ocuk “Reye’s
sendromu” sonucu 8lmus ve gocugun 2 gun dnce yedigi pirincin 10 ppm aflatoksin
icerdigi saptanmistir (4). 1974’de Hindistan’da, 15 ppm kadar yuksek dizeyde
aflatoksin iceren kontamine misiri yiyen 320 kisinin %25’ élmastur. Ancak bu
kadar yuksek bir kontaminasyonla karsilasma olasiligi ¢ok azdir (3). Birgok
arastirmada, cocuklarda goérlilen ve kusma, hipoglisemi, konvulsiyon (kivranma,
cirpinma) ve koma ile karakterize olan, ¢gogu kez de 6lumle sonuglanan Reye’s
sendromu ile aflatoksin aliminin iligkisi olabilece@i bir¢ok arastirmada da ileri
surilmektedir (11,13,14).

Aflatoksinler, sub-letal dozlarda, kronik etki gdstermektedir. Sub-letal dozlarda
aflatoksin uygulanan hayvanlarda, karkasin sararmasi ve karacigerde siroz
gorulmustar (4). Duslk dizeyde ancak uzun sureli aflatoksin alimi ise, birgok
deney hayvaninda karaciger kanseri ile sonuglanmaktadir. Deney hayvanlarindan
alinan bu sonuglara bagli olarak aflatoksinin kuvvetli bir hepatokarsinojen
oldugunun belirlenmesi Uzerine, insanlar Uzerindeki etkisini anlamak amaciyla ¢ok
saylda etiyolojik ¢alisma yapilmistir. Asya ve Afrika’'nin gesitli Ulkelerinde yapilan
bu calismalarda; karaciger kanserine yakalanma sikligi ile, aflatoksinle kontamine
olmus gidalarin tuketim dizeyi arasinda kuvvetli bir iligski gézlenmigstir (14,15). Bu
etiyolojik calismalarda bir donem diger hepatokarsinojenik etmen olan hepatit B
virust enfeksiyonunun dikkate alinmadigi gerekgesiyle bir tartisma baslatiimistir
(16). Ancak son yillarda yapilan molekuler genetik ¢alismalarda, aflatoksinin
insanlarda karaciger kanserine neden oldugu konusunda 6nemli bulgular elde
edilmigtir (17).

Aflatoksin B+’in karsinojenite ve mutajenitesi vicuttaki metabolizmasi sonucunda
ortaya ¢gikmaktadir. Aflatoksinler, hayvanlarda 6ncelikle mikrozomal ve stoplazmik
oksigenaz enzim sistemleri tarafindan metabolize edilmektedir. Bu enzim
sistemleri, esas olarak karaciger hucrelerinin endoplazmik retikulumunda bulunan,
sitokromla iligkili enzimlerle, O,’ye ve NADPH’a bagimli enzimlerin kompleks bir
organizasyonudur. Bu enzimler, gesitli hidroksillenmis turevlerin ve yuksek reaktif
Ozellige sahip epoksid metabolitin olusmasiyla sonuglanan aflatoksin B4'in oksidatif
metabolizmasini  katalize etmektedir (15). Bu sistemlerle aflatoksin Bq'in
metabolizma yollari ve aflatoksin Bq'in g¢esitli metabolitlere biyotransformasyonu
Sekil 2’de goriimektedir.

Aflatoksin M4 daha 6nce de deginildigi gibi, aflatoksin B4'in hidroksillenmis
turevlerinden biridir ve karsinojenik gucunun aflatoksin Bs'den 10 kat daha dusuk
oldugu belirtiimektedir. Mikrozomal hidroksilasyon ve demetilasyon reaksiyonlari
sonucunda olugsan aflatoksin Q4 ve P1 metabolitleri de aflatoksin By'den ¢ok daha
az aktif olan maddelerdir. Bu nedenle bu reaksiyonlar, detoksifikasyon prosesi
olarak kabul edilmektedir. Metabolizmada aflatoksin Bi'in detoksifikasyonu;



hidroksillenmis metabolitlerin sllfat ve glukuronik asitle birleserek, suda
¢ozUnebilir sulfat veya glukuronid esterlerine donismesi, ardindan da idrar ve
safra ile atilmasi ile tamamlanmaktadir. Bu biyotransformasyon olaylarinda esas
onemli olan proses, yine bu enzim sistemleriyle meydana gelen, aflatoksin B4'in
epoksidasyonu prosesidir. Burada, bifuran halkasindaki ¢ift bagin epoksidasyonu
sonucu ¢ok reaktif bir form olugsmaktadir.
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Sekil 2. Aflatoksin B1'in vicuttaki metabolizmasi (15)

Bu elektrofilik epoksid DNA, RNA ve protein gibi hlcresel makromolekullerdeki
cesitli nukleofilik merkezlere kovalent olarak baglanabilir. Aflatoksin B+'in epoksi
formunun bu aktiflesme reaksiyonunun sonucunda DNA ile birleserek AFB;-N’-
Gua kompleksini olusturdugu bilinmektedir. Bu kompleks organizma veya hucreler
icin biyolojik bir tehlike olusturmakta ve karsinojenik ve genotoksik etkilerin
sorumlusu olarak degerlendiriimektedir. Sekil 3'de AFB4-N'-Gua kompleksinin
yapisi gorulmektedir. Kenya’nin aflatoksin B4 alimi ile karaciger kanseri arasinda
pozitif iliski bulunan bir bdlgesinde hastalardan toplanan idrarlarda AFB;-N’-Gua
kompleksi belirlenmigtir (8,15).
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Sekil 3. AFB4-N"-Guanil kompleksi (15).

Bu epidemiyolojik, genetik ve deneysel bulgular sonucunda, Uluslararasi Kanser
Arastirma Kurulusu (IARC; International Agency for Research on Cancer)
tarafindan 1993 yilinda yapilan siniflamada, aflatoksin B4 “yeterli kanit elde edilmis
insan karsinojenleri (sinif 1)”, AFLM4 de "muhtemel insan karsinojenleri (2B sinifi)"
icersinde yer almistir (18). Avrupa Birligi'nin “Gida Maddelerinde Bazi
Kontaminantlarin Maksimum Dduzeylerini Belirleyen Komisyon Direktifi’nde;
Ozellikle aflatoksin B4 olmak Uzere, aflatoksinlerin genotoksik karsinojen maddeler
oldugu, bu nedenle herhangi bir NOEL (No Observable Effect; gdzlenebilir etki
olusturmayan duzey) ve ADI (Acceptable Daily Intake; kabul edilebilir gunlik alim
miktari) degerinin belirlenemedigine deginiimektedir (19).

Turkiye 'de Aflatoksin Limitleri

Bugun dinyada hemen hemen butun ulkeler, bu tehlikeden korunmak ve ihrag
ettikleri Grunlerin geri donusunu azaltmak igin gida ve yemlerde bulunabilecek
aflatoksin duzeyleri igin limitler belirlemektedir. Avrupa Birligi’nin yukarida sézu
edilen direktifinde; “...buglnkl bilimsel ve teknolojik bilgilerin ve Uretim/depolama
tekniklerindeki gelismelerin, bu toksinlerin olusumunu tamamen 6nleyemedigi ve
bu -ve yukarida s6zu edilen- nedenlerle de, mumkun oldugu kadar dusuk limitler
belirlenmesi gerektigi” belirtiimektedir (19).

Ulkemizde de, Tirk Gida Kodeksinde (20) gidalar, Tarim ve Koyigleri
Bakanhdrnin Tebligi'nde (21) ise yemler igin aflatoksin limitleri belirlenmistir

(Cizelge 1).

Aflatoksinlerin Detoksifikasyon ve Dekontaminasyonlari

Aflatoksin sorunu, insan saghgi icin buyuk bir tehlike olugturmasinin yani sira, ayni
zamanda ekonomik yonden de buyuk onem tasimaktadir. DUnyada bu nedenle
meydana gelen ekonomik kayiplarin milyarlarca dolara ulastigi belirtiimektedir.
FAO, 1985 yilinda, dinya gida Uretiminin %25’inin mikotoksinlerle kontamine
oldugunu hesaplamistir. Bu ekonomik kayiplar Ureticinin Gran kaybi, hayvan ve st



kayiplari; isletmecinin ve dagitimcinin yuksek maliyetler ve son olarak tuketicinin
yuksek fiyatlar ve saglik giderlerinin artmasi nedeniyle olumsuz etkilenmesine yol
acmaktadir. Ayrica bu konudaki mevzuat maliyetleri, arastirma ve egitim
maliyetleri de ek bir ekonomik yuk getirmektedir (3,18).

Cizelge 1 : Turkiye’de gida ve yemlerde bulunmasina izin verilen aflatoksin (AFL)
duzeyleri (ppb) (20,21)

Gida ve Yem Tiirii AFLB; (Btigjgféz) AFLM;
Gidalar
»  Findik, yerfistigi ve diger yagli
kuru meyveler, yagli tohumlar,
incir, Uzum ve diger kurutulmus
meyveler ve bunlardan Uretilen
islenmis gidalar 5.0 10.0 -
= Baharat 5.0 10.0 -
= Tahillar ve tahil Urdnleri 2.0 4.0 -
= Peynir - - 0.25
= Sut - - 0.05
= Sittozu - - 0.5
= Bebek mamalari ve devam
formulleri (sut bazli) ) i 0.05
= Bebek mamalari ve bebek gidalari
= Diger gida maddeleri i
5 10
Yemler
* Yem hammaddeleri 50 - -
= Gevis getiren hayvanlarin karma 50
yemleri(kuzu-buzagi yemleri harig)
= Kumes kanatlilari karma yemleri 20 ) i
(genglerin yemleri harig)
» Diger karma yemler 10 - -

Batin bu nedenlerle, gida ve yemlerde aflatoksin olusumunun 6nlenmesi blyuk
onem tasimaktadir. Aflatoksin olusumunun 6nlenmesinde oncelikle hammaddenin
tarlada gelisimi, hasati, depolanmasi, nakliyesi, Urlne iglenmesi ve Urun elde
edilmesi asamalarindaki kuf kontaminasyonunun engellenmesi veya en aza
indirilmesi 6nem tasimaktadir. Mikrobiyal kontaminasyonu tarlada kontrol altinda
tutmak ¢ok guctur. Ancak, mikrobiyal kontaminasyon Urunin hasati ve onu izleyen
asamalarda alinacak hijyen ve sanitasyon onlemleri ve bilingli uygulamalarla
buayuk oOlcude engellenebilir. Aflatoksin olusumunun 6nlenmesinde ikinci ve daha
da 6nemli adim ise hammadde, ara Urunler ve son urtine gesitli sekillerde bulasan
kuf/kuflerin gelisiminin dnlenmesidir. Bu da Uretimde iyi bir teknoloji kullanma ve
bilingli uygulamalarla mimkdn olabilir. Ancak kuflerin gelisme isteklerinin az
olmasi ve buna bagh olarak da hemen hemen her yerde ve kosulda Uremeleri



nedeniyle, mikotoksin olusumunun 6nlenmesinde buyuk guglukler yasanmakta ve
cogu kez basarisiz kalinabilmektedir. Aflatoksin kontaminasyonunun 6nlenemedigi
durumlarda Urinden aflatoksinin uzaklastiriimasi ve detoksifikasyon amaciyla ¢ok
sayida aragtirma yapilmakta ve fiziksel, kimyasal ve biyolojik bircok yodntem
denenmektedir (22-25).

Fiziksel ayirma yontemleri arasinda, elle veya elektronik yollarla ayiklamadan
aflatoksin dlzeylerini azaltmak igin yaygin olarak vyararlaniimaktadir. Rengi
degismis, bozulmus, sekli bozuk taneleri ayiklayarak aflatoksini azaltma yoninde
en iyi sonuglar yerfistigi sektorinde alinmistir. Misir veya pamuk tohumu gibi
urinlerde ise bu yodntemi uygulamada gugluklerle karsilasildigindan siklikla
kullaniimamaktadir. Urlinler bir kiif bozulmasi gdstermedigi halde mikotoksinleri
onemli duzeylerde icerebilmektedir. Bu nedenle ayiklama ile son Urunde
baslangictakinden dusuk aflatoksin dizeylerine ulasilsa bile, c¢ogu kez
kontaminasyonun tamami giderilememektedir (24). Kuflerin gelistigi danelerin
yogunlugunun, saglam danelere gbére daha az olmasindan yararlanilarak
aflatoksinin  azaltiimasiyla ilgili ¢aligmalar da yapilmistir (26). Fiziksel
dekontaminasyon ydntemleri arasinda, iyonize ve iyonize olmayan iginlarin,
solvent ekstraksiyonlarinin, adsorbsiyon ve mikrodalga ile isil islemin aflatoksin
uzerine etkileri de incelenmektedir (22,27).

Gida katkilar1 ve kimyasal adsorbanlar da, potansiyel dekontaminasyon yéntemleri
olarak dikkate alinmaktadir. Tabata ve ark..(28), ¢cok sayida gida katki maddesini
bu yonden incelemis ve bazilarinin gida maddesine eklenen aflatoksin dizeyini
azalttigini gozlemistir. Diger taraftan, patulin ve okratoksin A'nin aktif karbonla
giderilmesinde basarili sonuglar alinmistir (29,30). Sindiriimeyen bazi adsorban
maddeler ise ticari olarak yemlerde kullaniimaktadir (31). Fiziksel ve kimyasal
detoksifikasyon ydntemlerinin birlikte kulllanildi§i c¢alismalar da yapilmaktadir
(32,33). Kimyasal kontaminasyon islemleri igersinde amonyaklama islemi bazi
ulkelerde yasal olarak kabul gormustur ve bu ulkelerde yem hammaddelerinde
yaygin olarak kullaniimaktadir (24,31).

Aflatoksinin UrGinden uzaklastiriimasi ile ilgili olarak arastirilan farkh yontemler,
belirli derecelerde basarili bulunmalarina kargin; yeterli detoksifikasyon duzeylerini
saglayamamalari, besin 0gelerinde kayiplara neden olmalari ve yuksek maliyet
gerektirmeleri gibi 6nemli dezavantajlara sahiptir. Bu alanda c¢alisan birgok
arastirici; dekontaminasyon icin en iyi ¢dzimun, biyolojik detoksifikasyon olacagi,
bunun tehlikeli kimyasallarin kullaniimasini 6nleyecegi ve gida/yemlerde besin
degerleri ve vyenilebilme oOzelliklerinde onemli kayiplara neden olmayacagi
konusunda birlesmektedir (31).

Biyolojik yontemlerden Uzerinde en c¢ok calisilanlardan biri, mikotoksinin
fermantasyon yoluyla giderilmesidir. iki farkli calismada, zeralenon ve fumonisinle
kontamine olmus misirlardan etanol eldesi sirasinda toksin miktarindaki degisim
izlenmis; her ikisinde de Uretilen etanolde toksin bulunmazken, toksinin diger
fraksiyonlarda kaldigi belirlenmistir ( 34,35).

Alkol fermantasyonunun trikotesenler Uzerine etkisinin incelendidi bir ¢alismada
da, trikotesenlerin kendi tirevleri olan maddelere donustigu gorulmastur (31). Bir
calismada, deoksinivalenol (DON, vomitoksin) ve fumonisinin  etanol
fermantasyonunda stabil oldugu (36); bir baska calismada da bira Gretiminde alkol



fermantasyonu sirasinda, U¢ Saccaromyces cerevisiae susunun malttaki
okratoksin A, fumonisin B4 ve By'yi azalttigr gorulmustar. Ayrica, izim suyunun
alkol fermantasyonu sirasinda da trikotesenlerin degrade oldugu rapor edilmigtir.
Mikroorganizmalarin gesitli mikotoksinler Gzerine etkisini inceleyen bir gok ¢alisma
yapilmig; okratoksin A’'nin  rumenden izole edilen 3 bakteri tarafindan,
diasetoksisirpenol (DAS) ve bir turevinin topraktan izole edilen bir mikrobiyal
karisimla, zeralenonun cesitli maya kultirleri tarafindan degrade edildigi
gorulmustar (37). Son yillarda, laktik asit bakterileriyle aflatoksinin uzaklastirilmasi
ile ilgili olarak yapilan ¢alismalardan da olumlu sonug¢ alindidi bildiriimektedir (38-
41).

Flavobacterium aurantiacum ile Dekontaminasyon

Aflatoksinin kesfedildigi 1960’h yillarda, aralarinda kuf, maya, aktinomiset, bakteri
ve alglerin bulundugu yaklasik 1000 mikroorganizmanin, aflatoksin By ve Gy’i
parcalama veya biyodonlusume ugratmasi yonunde etkileri olup olmadiginin test
edildigi ¢alisma sirasinda bu konudaki ilk bulgular elde edilmistir. Bu ¢alismada,
higbir maya, aktinomiset ve algin aflatoksin Gzerinde etkili olmadigi belirlenmis;
bazi Pseudomonas turlerinin aflatoksini azalttigi goértilmuisse de, bunun ortam pH’
sindaki yukselmeye bagl oldugu anlasiimigtir. Kuf ve kuf sporlari ile yapilan
denemelerde, Aspergillus niger suslarinin aflatoksin B¢'i belli élglide azalttigi,
ancak bunun uzun bir inkiibasyon suresinde gercgeklestigi; Penicillium raistrickii ve
bazi kif sporlarinin da, aflatoksin B+‘in bir kismini ince tabaka kromatografisinde
farkll R¢lerde floresan veren maddelere donustlirdigu gozlenmistir. Bu ¢alismada
Flavobacterium’un 7 farkh tirG de dahil olmak Uzere test edilen butin bakterilerin
aflatoksin Uzerinde etkisiz oldugu goérultrken, yalniz Flavobacterium aurantiacum
NRRL B-184 susunun aflatoksini ortamdan uzaklastirabildigi belirlenmistir (42).

Flavobacterium, agarli kiltir besiyerlerinde sari — turuncu renkli kolonileri ile
karakterize olan ve karbohidratlardan zayif asit olusturabilen, Gram-negatif |,
fakultatif anaerobik, gubuk seklinde olan bir bakteri cinsidir (43). Flavobacterium
cinsine giren tirler genelde 30 °C ve hemen altindaki sicakliklarda
gelisebilmektedir. Bu bakterinin gok az sayidaki tiiriiniin 37 °C’de (reyebildigi
belirtilmistir (44).

Bergey’s Manual’in 1984 yilinda yayinlanan baskisinda (43) Flavobacterium cinsi
icine F. aquatile, F. breve, F. balustinum, F. meningosepticum, F. odoratum, F.
multivorum, F. spiritivorum olmak Uzere 7 tur dahil edilmektedir. Bergey’'s
Manual’in sekizinci baskisinda (44) ise tlr sayisi 12 olarak belirtiimektedir. F.
aurantiacum turine ise, so0zu edilen Bergey's Manual baskilarinda
rastlanamamistir. F. aurantiacum NRRL B-184 susu “Northern Regional Research
Laboratory, ABD"de tanimlanan ve isimlendirilen bir bakteridir. Ciegler ve ark..(42)
gerceklestirdikleri arastirmada “Flavobacterium aurantiacum” olarak izole edilen ve
“F. aurantiacum NRRL B-184" olarak tanimlanan bu bakterinin Bergey’s Manual’in
altinci baskisinda yer alan F.aurantiacum’un ve diger Flavobacterium turlerinin
Ozelliklerine tam uyum gostermedigine deginmislerdir. Arastiricilar F.aurantiacum
NRRL B-184 olarak isimlendirilen bu bakterinin, aerobik, Gram-negatif, cubuk
sekilli, hareketsiz bir bakteri oldugunu ve “tryptone-glucose-yeast extract (TGY)”
agarli besiyerinde, yuvarlak, parlak turuncu renkte, kubbeli, purtizsiz ve sinirlari



belirgin koloniler olusturdugunu belirtmistir. Ayrica ¢alismada, bakterinin jelatini
sivilastirmadigi, litmus milk besiyerinde 48 saatte 5mm’nin Ustinde alkali
reaksiyon verdigi, nitrattan nitrit olusturmadigi, sitratta gelismedigi ve indol, nigasta
hidrolizi, glukoz, sukroz ve laktoz negatif 6zellik gosterdigi belirtilmigtir.

Ciegler ve ark..(42) tarafindan vyapilan calismada, 107-10" adet/mL
konsantrasyonda F. aurantiacum NRRL B-184 bakteri hucresi tarafindan, TGY
sivi besiyerinde bulunan degisik konsantrasyondaki (270-5000 ng/50mL)
aflatoksin B1'in 44 saat iginde %38-74 arasinda degisen oranlarda uzaklastirildigi
gorulmustar. Aflatoksinli ve aflatoksinsiz TGY broth besiyerinde gelistirilen durgun
faz hacreleri, aflatoksin iceren fosfat tamponunda inkibe edilmis; her iki durumda
da toksinin ortamdan uzaklastigi gorulmus ve toksinli besiyerinde gelistirilen
hicrelerle, toksinsiz olanlarda gelistirilen hicrelerin aflatoksini uzaklastirma
oranlari degismemistir. Toksindeki azalma, hucre sayisi ve inkubasyon suresinin
artirlmasiyla orantil olarak artmistir. Calismada, otoklavlanmis F.aurantiacum
kalturandeki 61U hucrelerin, hicre sayisi ile orantil olarak aflatoksin B+‘i ¢ozeltiden
uzaklastirdigi tespit edilmistir. Bu calismada, 3x10'%/50mL hiicreyle inkiibe edilen
aflatoksin Bq‘in yaklasik olarak %70’'i ¢ozeltide belirlenememistir. Ancak olu
hlcreler ¢ozeltiden uzaklastirilip, hicre peleti suyla yikandiginda toksin tamamen
geri alinmistir. Ayrica 6lu hucrelerle, inkUbasyon suresi ve/veya hucre sayisi
artinimasinin ~ toksinin %70’'inden daha fazlasinin uzaklastirimasi Uzerine
herhangi bir olumlu etkisi olmamistir. Buna karsiik durgun faz hucreleri
(2x10"%/50mL hiicre) tarafindan 1‘er mg B ve G; iceren fosfat tamponundan, bu
toksinler 3-4 saatte tamamen uzaklastirlmigtir. Canli  hdcrelerin  ortamdan
uzaklastirdigi toksin, suyla veya sonik islemle ya da aflatoksinler i¢in kuvvetli bir
¢ozlcu olan kloroformla yikayarak bile geri alinamamistir. Canli hicrelerin
inklbasyondan sonra otoklavlanmasi da toksinin geri dontusunu saglamamistir. Bu
nedenle arastiricilar, canli hicrelerle geri donugsuz bir uzaklasma gergeklestigi
sonucuna varmiglardir.

Ayni yillarda, bu olayin daha ayrintih incelendigi diger bir ¢calismada da (45),
10""/mL diizeyinde canli hiicre iceren bir sivi ortamda, 7 ppm aflatoksin By'in 4
saat inkUbasyonla tam olarak uzaklastigi ve toksinin suyla, kloroformla ve sonik
islemle geri alinamadigi tekrar gorulmustur. Ayni deneme otoklavlanmig hicrelerle
yapildiginda da, aflatoksin Bqin hemen hemen ayni oranda ortamdan
uzaklastinldigi, ancak buradaki toksinin geri alinabildigi ve canli hucrelerle elde
edilen sonucun tersine, inkibasyon suresi uzadiginda toksin azalisinin devam
etmedigi belirlenmistir. Buna bagli olarak arastiricilar, aflatoksinin geri-donlssiz
olarak uzaklasmasinin, ancak canli F. aurantiacum hucreleri ile mimkuin oldugunu
belirtmislerdir.

Test c¢Ozeltilerinden olumlu sonu¢ alinmasi Uzerine ayni arastiricilar, F.
aurantiacum’u gesitli gidalar Gzerinde de denemislerdir (42). Bu denemelerde,
toksijenik bir A.flavus susu geligtirilerek aflatoksin olugsmasi saglanan urtnlerde
calisiimis; 2x10" / mL F. aurantiacum hiicresi ile 28 °C de 12 saatlik inkiibasyon
sonunda soya fasulyesindeki 8 ppm duzeyindeki aflatoksin 2 ppm dizeyine
inerken, misir ve yerfistiginda, sirasiyla 16 ve 13 ppm dizeyindeki aflatoksin B ve
G1'in, %100 oraninda ortamdan uzaklastigi gérilmustir. inkibasyon siresi
uzatildiginda soya fasulyesinde kalan aflatoksinin de giderildigi gézlenmistir. Sut,
bitkisel yag ve fistik ezmesi gibi sivi ve yari-kati Urunlerde ise, 4x10""/mL bakteri
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hicresi ile 12-14 ppm duzeyindeki aflatoksin B+'in 2-3 saat gibi kisa slrelerde
sifira veya iz miktarlara dustugu belirlenmistir.

Ayni calismada, bakteri hucreleriyle aflatoksini giderilmis olan c¢ozeltiler 6rdek
yavrulariyla test edilerek yeni toksik formlar olusup olusmadigi toksikolojik yonden
incelenmistir. Buna gore, tek basina 7 ve 8 ug aflatoksin By ve G4 verildiginde,
ordek yavrularinda “bile duct hyperplasia” gorulurken; canh hucrelerle islem
goérmuis 30 ve 52.5 ug gibi yuksek duzeydeki aflatoksin B1 ve G4 verilen ordek
yavrularinda herhangi bir histolojik degisiklik gozlenmemistir. Bu sonuglara bagl
olarak arastiricilar, canli F. aurantiacum hucrelerinin ¢ozeltideki aflatoksini
detoksifiye ettigini ve yeni toksik pargcalanma Urdnlerinin olusmadigini
belirtmiglerdir (42).

Lillehoj ve ark.. (45) tarafindan yapilan c¢alismada; aflatoksinin F. aurantiacum
hicreleri Uzerine etkisi, toksinin organizmaya baglanma miktari ve baglanma
mekanizmasi incelenmigtir. Bu ¢alismada, yuksek konsantrasyonda (5 ug/mL’den
fazla) aflatoksin bulunan ortamda gelisen F. aurantiacum hlcrelerinin
morfolojisinin degistigi; hucre boyunun aflatoksin miktarina ve inkibasyon suresine
bagli olarak belirgin sekilde uzadigi, ipliksi bir gorinum alan bu hucrelerde daha
sonra da sigkinlik ve dallanmalar meydana geldigi goérulmustar. Arastiricilar bu tip
bir degisikligin, penisilin gibi hucre duvari inhibitorlerinin etkisine benzedigini
belirtmiglerdir. Calismada, test ¢ozeltilerine eklenen %1 glukoz, 0.01 M azid veya
1000 Unite/mL penisilin, canli hicreler tarafindan toksinin uzaklastirilmasini
etkilememis ve toksinin en fazla azalisi 35 °C sicaklikta ve pH 6.75de
gerceklesmistir. Ayrica, ¢alismada kullanilan hucre duvari pargalanmis bakteri ve
izole edilmis hucre duvari preparatlari da toksini uzaklastirmakta basarili olmus,
ancak toksin bu preparatlar suyla yikandiginda geri alinabilmigtir. Arastiricilar bu
sonuglari, toksinin canli hiucreler tarafindan metabolik olarak kullanildigi ve geri-
donugsuz olarak gideriimesi igin saglam ve tam hucre yapisina ihtiya¢ oldugu
seklinde degerlendirmiglerdir. Ayrica, aflatoksinin muhtemelen baslangicta hicre
dis yluzeyine hidrojen veya van der Waals badlariyla zayif olarak baglandigini,
geri-donugsuz uzaklastirmanin ise, canh hucreler tarafindan ve daha yavas olarak
gerceklestirildigini belirtmiglerdir. Ancak bunun bir varsayim oldugunu, ol ve canli
hicreler tarafindan uzaklastirma arasinda higbir iligskinin olmayabilecegini de ifade
etmiglerdir.

Daha sonra baska bir arastirma ekibi tarafindan bu bakteri yeniden ele alinmis ve
yerfistigi sutinde denenmistir. Arastiricilar, éncelikle F. aurantiacum durgun faz
hdcrelerinin elde edilmesi igin uygun bir besi ortami ve yerfistigi sutinde bu
bakterinin gelisme karakteristiklerini belilemek amaciyla galismislar ve triptic soy
broth (TSB) besiyerinin bu amag igin uygun oldugunu; yagh yerfistig1 sutunde F.
aurantiacun’un, yagi %50 oraninda azaltiimis olana gore daha yavas durgun faza
ulastigini ve bakterinin stabilitesini en iyi pH 7.0’de korudugunu gostermislerdir
(46). Ayni arastiricilar, bakteri tarafindan vyerfistigi sutindeki aflatoksinin
giderilmesi Uizerinde de calismislar; 10° hiicre/50 mL (2x10” hiicre/mL) diizeyinde
24 saat inkibasyon sonunda, aflatoksin miktarinda, fosfat tamponu ¢ozeltisi ile
yag! alinmamig ve yagi % 50 azaltilmis olan iki tip yerfistigi sutu ortamlarinda,
sirasiyla %40, %23 ve %74 bir azalma oldugunu belirlemislerdir (47).

Line ve Brackett (48) tarafindan, aflatoksinin uzaklasmasini etkileyen faktorler
incelenmis; hicre sayisi ve kultir yasinin aflatoksinin degradasyonunda etkili
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oldugu, transfer sayisinin ise etkili olmadigi bildiriimistir. Calismada, 72 saatlik geg
durgun faz kualturanun, 48 saatlik durgun faz kalturine gore toksini daha yuksek
oranda ortamdan uzaklastirdigr goérulmustur. Aragtiricilar, bunun nedeninin
anlasilamadigini, ancak bunun bu devrede hlcrenin bazi konformasyonal ve
metabolik degisiklik geciriyor olmasina bagl olabilecegini belirtmislerdir. Hucre
sayisl ile ilgili olarak da, yaklasik 1x10° kob/mL ve daha fazla sayidaki hdcrenin
fosfat tamponunda aflatoksini uzaklastirabildigi, daha az hiicreyle (~1x10° kob/mL)
ise, aflatoksinin ortamdan olgulebilir dizeyde uzaklastirilamadigr gorulmustir.
Diger taraftan 8 ay boyunca 3 glinde bir yapilan kultir transferi isleminin de fosfat
tamponu ortamindan aflatoksinin uzaklasgtiriimasini etkilemedigi belirlenmistir.

Line ve ark. (49) nin F. aurantiacum tarafindan gerceklestirilien aflatoksin
degradasyonunun mekanizmasini ¢bzmeye yonelik olarak gerceklestirdigi bir
calismada, radyoaktif olarak isaretlenmis olan aflatoksin B4, canh ve 0Olu bakteri
hacreleriyle 72 saat inkube edilmis ve belirli periyodlarla sulu fazlar ve bunlarin
kloroform ekstraktlari "C icerigi ydniinden analiz edilmistir. Bu radyoaktivite
analizleri, kloroformda c¢oziinen ['“C] aflatoksin Biin canli F. aurantiacum
hicreleri tarafindan hizla suda ¢ozunUr drunlere donustugunu gostermistir. F.
aurantiacum  hucresi icermeyen kontrol oOrneklerinde 72 saat sonra bile
radyoaktivitenin % 99.7’si kloroform fazinda bulunurken, canli hicrelerin
bulundugu ortamlarda ise 6 saat sonra kloroform fazinda radyoaktivitenin yalniz %
24.1’'i kalmigtir. Denemenin surdurtldugu zaman igersinde (72 saat) suda
¢6zlnebilir degradasyon Urlnlerinin artis hizi ve orani ile, kloroform fazinda
radyoaktivitenin azalma hizi ve oraninin hemen hemen ayni oldugu goérulmugtur.
Bu durum, “sabit biyokutlede ve surekli olarak azalan substrat duzeylerinde hiz,
kalan substratin konsantrasyonu ile dogru orantiidir” seklinde tanimlanan ve
sudaki, topraktaki birgok bilesigin dekompozisyonunda gorulmus olan tipik “birinci
derece (first — order)” kinetigine uygun bulunmustur.

Ayni calismada oOlU hicrelerle islemden sonra da, sulu fazda bulunan
radyoaktivite, hi¢ hucre bulunmayan kontrollerle yakin olmus, kloroform fazinda
kontrolden az, canli hiicrelerinkinden fazla bulunmustur. inkiibasyon sirasinda
*C0, de 6lclilmiis, kontrol ve 8l hiicrelerde hig radyoaktif CO, dlglilmezken, canli
hiicreler tarafindan giderek artan diizeylerde '*CO, serbest kalmistir. Ayrica hiicre
peletindeki radyoaktivite dlgimlerinde de, canli hicrelerin peletlerinde baslangigta
goérulen radyoaktivite hizla azalirken, olu hucrelerde baslangigtan c¢alismanin
sonuna kadar (72 saat boyunca) degismemistir. Bu da, baglangigta olu ve canli
hicrelerde, bir olasilikla aflatoksin  Bs‘in hlicre duvarina baglanmasinin
gerceklestigini, ancak canli hdcrelerde hizla suda ¢dzinebilir maddelere
donustugu halde, 6lu hucrelerin Uzerinde kaldigi ve gegici bir uzaklagtirma oldugu
anlamina gelmektedir. Arastiricilar galismanin butin bu sonuglarini, aflatoksin
B+‘in canh F. aurantiacum hucreleri tarafindan aktif olarak metabolize edildiginin
kaniti olarak degerlendirmistir.

Line ve Brackett (50) tarafindan yapilan bir ¢galismada da, F. aurantiacum’un
aflatoksin B+‘in degradasyonuna, ortama ikinci bir karbon kaynagi olarak eklenen
besin 0Ogelerinin ve toksin konsantrasyonunun etkisi incelenmistir. Bu amagla
bakteri hicresi iceren fosfat tamponu veya triptic soy broth (TSB) test ¢ozeltilerinin
bir bolimune yalniz radyoaktif olarak isaretlenmis aflatoksin B4, diger bir bélumine
de hem isaretlenmis, hem de isaretlenmemis aflatoksin B eklenmis ve 28 °C’de
72 saat inkiibe edilmistir. Hiicre stipernatantinin ve "COy’in suda ve kloroformda
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¢6zlinen kisimlarinin analizleri; eklenen besin 6gelerinin (TSB) ve isaretlenmemis
toksin ekleyerek toksin konsantrasyonunu artirmanin, aflatoksin B4‘in mikrobiyal
doénusuimine (transformasyon) 6nemli bir etkisinin olmadigini gdstermistir. Bu
gozlemin, Lillehoj ve ark.. (45)'un, ikinci karbon kaynagi olarak %1 glukoz
ekledikleri ve degredasyona etkisinin gozlenmedigi ¢alismanin sonuglariyla uyum
gosterdigi  belirtiimigtir. Arastiricilar, bu ¢alismanin sonuglarina bagli olarak,
F.aurantiacum‘un aflatoksin B+‘i degradasyonu ile ilgili metabolizmasi hakkinda
bazi ipuglari elde ettiklerini belirtmiglerdir. Eklenen besin 6gelerinin degradasyon
uzerinde etkili olmamasi ve canli hicrelerle aflatoksin B4‘in suda ¢6zlnebilir
(iriinlere donlsmesi; degradasyonun, “ko-metabolizma™, organik bilesiklerin
akiimiilasyonu® veya konjugasyon reaksiyonlari® gibi mekanizmalarla iligkili
olmadigi; ancak, mikroorganizmanin hem karbon, hem de enerji kaynagi olarak
tek bir bilesikten yararlandidi metabolizma sekli olan “mineralizasyon” sonucu
meydana gelebilecegi seklinde yorumlanmigtir. Mineralizasyonda,
mikroorganizmalar organik substratlari inorganik Urlnlere donustarirken,
substrattaki karbonun bir kismi hlcresel yapilarin igine asimile olmakta ve bu
asimilasyon nedeniyle de biokitle ve populasyon artmaktadir. Bu durum,
mineralizasyonun, c¢ogalma ile iligkili bir proses oldugunu gostermektedir.
Arastiricilar, yapilan ¢alismalarda F.aurantiacum hucre sayisinda, ¢ogalma olarak
degerlendirilecek bir artis gorulmemesinin de, mineralizasyonun, deneme suresi
olarak alinan suregten sonra da devam ediyor olabilecedine veya ylksek
konsantrasyonlarda aflatoksin B+‘in F.aurantiacum hucreleri igin toksik olabilecegi
bulgusuna (45) bagli olabilecegini belirtmiglerdir. Bu c¢alismayla ileri surllen,
“‘degradasyonun bir mineralizasyon prosesi igersinde gergeklestigi ve disaridan bir
enerji kaynagina ihtiyag gostermedigi” hipotezinin kesinlesmesinin, bu yéntemle
detoksifiye edilen yem ve gidalarda besin kalitesini olumsuz etkilemeyecegini
goOstermesi yoninden de énemli oldugu belirtiimektedir.

F.aurantiacum'un aflatoksin B4‘i ortamdan uzaklagstirma yetenegi ile ilgili
calismalar, bu degradasyonun mekanizmasini ¢ézmeye yoénelik olarak strmustur.
Cunki mekanizma ve meydana gelen degradasyon urunleri tam olarak
anlasilamadigi surece, bu yontemin uygulamaya sokulmasinin mimkin olmadigi
dugunulmektedir. Ancak degradasyon ile iligkili enzim veya enzim sistemleri ve
degradasyon metabolizmasi belirlendikten sonra; enzimlerin gen kodlamasi
yapilip, plazmidlerin igine yerlestirilerek veya detoksifikasyonda kullanilacak baska
bir organizmaya transfer edilerek ya da daha da ileri giderek, direncli Grtnler elde
etmek amaciyla genetik materyal dogrudan bitkide kullanilarak uygulamaya
aktarilabilmesini saglayacak ¢alismalarin yapilabilecegi belirtiimektedir (51).

Degradasyon mekanizmasini ¢ozmeye yonelik bu calismalardan birinde,
degradasyon prosesleri ile iligkili oldugu dusunilen bazi enzim sistemlerinde
yeralan bazi metal ko-faktérlerin (Cu*?, Mn*?, Zn*? ve Co*?), F.aurantiacum

* Ko-metabolizma : mikrobiyal aktiviteye bir karbon bilesiginin konu oldugu; ancak gelisme
icin karbonun mikroorganizma tarafindan asimile edilmedigi reaksiyonlar (50).

® Organik bilesiklerin bir mikroorganizma icinde akiimiilasyonudur. Bu tip ortamdan
uzaklastirma sekli ¢esitli pestisitlerde gézlenmistir ve yalniz gegici uzaklastirma meydana
getirmektedir (50).

® Konjugasyon, bir organik kimyasalin, aminoasit veya karbohidrat gibi dogal olarak olugan
bilesiklerle birlesmesini saglayan mekanizmalardir ve proses genellikle geri donusludur
(50).
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tarafindan aflatoksin B+‘in degradasyonunda etkili olup olmadidi ve eger bir etki
varsa bunun, selator (EDTA, etilendiamintetraasetikasit ve OPT ; 1,10 fenantrolin)
varliginda da surup surmedigi arastinlimistir (52). 1 ve 10 mM konsantrasyonlarda
iki degerlikli bakir iceren ortamlarda; 4, 24 ve 48 saat inkUbasyondan sonra
degradasyonun kontrollerden o6nemli Olgude dusuk oldugu, 0.1 mM
konsantrasyonda ise farkli olmadigi gorulmuagtir. TmM EDTA veya 1mM OPT
eklenmesi, 1 ve 10 mM Cu*?ile, 4, 24 ve 48 saat sonra; 0.1 mM Cu*? ile, 24 ve 48
saat sonra meydana gelen degradasyonu inhibe edici etki Anlenememigtir.
Arastiricilar, Cu**In bakteri lizerinde toksik etkiye sahip olabilecegini; yaptiklari bir
on calismada da, Cu*? ile inkiibe edilen hiicrelerin sayisinda yaklasik 1.5 — 2 log
dizeyinde bir azalma gorduklerini bildirmiglerdir. Ancak bu toksik etkinin bir enzim
veya enzim sistemi Uzerinde de olabilecegi ve aflatoksin B1 degradasyonuyla iligkili
bir rediiktaz sistemini inhibe etme olasilig tizerinde de durulmustur. iki degerlikli
mangan eklenen hucrelerde ise, 0.1 mM konsantrasyonda etki Onemli
bulunmamig, 1 ve 10 mM konsantrasyonda ise, 4. ve 24. saatten sonra
degradasyonda onemli bir azalma oldugu goriimistir. On calismalarda Mn*2
bulunan ortamlarda hicre sayisinda azalma go6zlendiginden, iki degerlikli
manganin da yuksek konsantrasyonlarda aflatoksin B4 degradasyon sisteminin
genlerini baskilayici olabilecegi veya enzimin bu degradasyon igin daha dusik
affiniteye sahip veya inaktif hale donusturilebilecedi olasiigi belirtiimigtir. 1 mM
EDTA veya OPT tarafindan 1 mM Mn*?in baglanmasi, 4 ve 24 saat sonra
aflatoksin B1‘in degradasyonunu 6nemli dlgude arttirmig, 1 mM OPT’nin 10 mM
Mn*? iceren ortama eklenmesi ise artirmamistir. Bu bulgu, Mn*?In aflatoksin B
degradasyonu Uzerinde inhibisyon etkisinin yalniz yuksek konsantrasyonlarda
oldugu seklinde degerlendirilmistir.

iki degerlikli ¢inko eklenen &rneklerde de degradasyon, 1 ve 10 mM
konsantrasyonlarda, 4, 24 ve 48 saat sonra 6nemli dlgude azalmistir. 1 mM EDTA,
1 ve 10 mM Zn*#nun bu inhibitdr etkisini onleyemezken, OPT Zn+2’yu baglamis ve
degradasyonun inhibisyonunu dnlemistir. Ancak, 10 mM konsantrasyondaki Zn*?
varliginda OPT, yalniz Zn*? bulunanlara goére daha yilksek bir degradasyon
saglamistir. Buna ragmen, yalniz aflatoksin B4 bulunan ortamdaki kontrol
hdcrelerinin  degradasyon oranindan daha az degradasyon gerceklesmistir.
Zn**nun degradasyon ile iliskili olan enzim veya enzim sisteminde konformasyonal
bir degigiklige neden olarak aktiviteyi etkileyebilecegi Uzerinde durulmustur.
Calismada, Co™In degradasyonda hicbir degisiklige neden olmadi§i goriimis ve
bu nedenle selator denemesi de yapiimamisgtir.

Arastiricilar bu ¢alismanin sonuglarini degerlendirirken baska calismalarda elde
edilen asagidaki bilgileri dikkate almiglardir:

= Cu*?, Methylosymus trichosporium’da “coziinebilir metan monoksigenaz
(sMMO)” In reduktaz ve hidroksilaz komponentlerinin bir inhibitoradur.

= Mn*?, Acromobacter tiirlerinin karbofuran hidrolaz ve fungal sistemlerde

lignini degrade eden peroksidazlar gibi ¢esitli enzim sistemlerinin dnemli bir
aktivatoradur.

14



= Zn*?, alkol dehidrogenazlarin bir ko-faktdrii ve transkripsiyon faktorlerinin,
DNA polimerazlarin ve karbonil anhidrazlarin aktivasyonu ve DNA
baglanmasinda duzenleyici bir rol oynamakta olup, ayni zamanda
M.trichosporium’un hidroksilazi ve glukoz — 6 — fosfat dehidrogenazin bir
inhibitéruduar.

Arastiricilar  sonug olarak, Cu*?>, Mn*?, Zn'nun degradasyonda gosterdigi
inhibisyonun, aflatoksin B4 degradasyon ile iligkili 6zel bir enzim veya enzim
sisteminin kesin kanitlarini saglamadigini; ancak bu organizma tarafindan
aflatoksinin  degradasyonda bir redlktaz sisteminin rol oynadigini ileri
surebileceklerini; bu  katyonlarin  hdcresel fraksiyonlar ve/veya enzim
preparasyonlari Uzerindeki etkisini belirlemeye yodnelik ¢alismalarin yapiimasini
gerektigini belirtmiglerdir.

Yine ayni arastiricilar tarafindan bu kez, F.aurantiacum tarafindan gergeklestirilen
aflatoksin B; degradasyonu lizerine, divalent katyon olarak Ca** ve Mg*®un;
selator olarak da yine EDTA ve OPT’nin etkisi incelenmistir (D’'souza ve Brackett,
2000). Calismada Ca*? ve Mg*?un seciime nedeni olarak, bu elementlerin
enzimlerin blylk béliminde dogal aktivatorler olmalari gdsterilmistir. Mg*?un;
membranlari stabilize ettigi, protein ve nukleik asitlerin yapisal butunlagana
korudugu, ribozomlari stabilize ettigi, ATP ile bir ko-faktér olarak davrandigi ve
enzimleri aktive ettigi; Ca*?un ise, cesitli enzimlerin fonksiyonlari ve yapilarinda
onemli rol oynadigi, 6rnegin y—karboksiglutamat dekarboksilazin énemli bir ko-
faktort oldugu bildirilmistir. Yalniz aflatoksin B1 ve bakteri hicresi iceren fosfat
tamponunda (kontrol) 48 saat sonra elde edilen degradasyon; 0.1 ve 10 mM Ca
eklenmis olanlarda 16 ve 24. saatlerde de artis gostermis, ancak yalnizca 48.
saatteki artis kontrolden énemli diizeyde farkli bulunmustur. Benzeri sonug Mg*?
ile de elde edilmistir. Degradasyondaki bu artisin, bu divalent katyonlarin glikoliz
ve trikloroasetik asit siklusunda cesitli dehidrogenazlar ve dekarboksilazlarin
onemli ko-faktorleri olmalarina bagl olabilecegi belirtiimigtir.

Hiicre preparasyonlarina divalent katyonlar (Ca*? ve Mg*?) olmaksizin EDTA ve
OPT ilavesi ile 24. saatteki degradasyon onemli olgide artmistir, 16 ve 48.
saatlerdeki artiglar dGnemli olmamigtir. Ayni sekilde 0.1 ve 1 mM OPT ilavesi de 24
saat inkibasyondan sonra onemli 6lgude daha yuksek degradasyon saglamistir.
Ancak 10 mM OPT’de 24 saat inkibasyondan sonra bir azalma gorulmustur.
Degradasyonda selatorlerle elde edilen bu artisin; EDTA'nin metal iyonlarinin
baylk bolimunu selatlayabilmesi, ayrica bir metalloproteinaz inhibitéri olmasi,
OPT'nin ise iki degerlikli Cu, Fe ve Zn ve U¢ degerlikli Fe’ye ylksek affinite
gOsteren bir selator olmasi ile iligkili oldugu ve EDTA ve OPT ile inhibitorlerin
(muhtemelen Ca*® ve Mg*? disindaki katyonlarin) baglanmasiyla agiklanabilecegi
belirtilmigtir.

Ortama 1 mM EDTA’nin Ca*? ile birlikte eklenmesi durumunda, degradasyonda bir
degisiklik olmamistir. Ancak, Ca*? ile birlikte 1 mM OPT’nin eklenmesi 6nemli
Olclide degradasyonu dustrmustir. En yiksek degradasyon 1mM OPT + 10 mM
Ca™ile gerceklesmis ve 1 mM ve 0.1 mM Ca*? + 1 mM OPT ortaminda azalma
olmustur. Mg*? ile birlikte 1 mM EDTA veya 1 mM OPT varli§inda da degradasyon
kontrollerden daha dusuk olmustur.
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Bitlin bu sonuclara bagli olarak; Ca*®> ve Mg* katyonlarinin F. aurantiacum
degradasyonunu tesvik ettigi, bu katyonlarin selatorler tarafindan baglanmasinin
onlar F. aurantiacum hiicreleri tarafindan kullanilamaz hale getirdigi ve Mg*? ‘un
bu tesvik etkisinin muhtemelen daha yuksek oldugu belirtiimistir. Arastiricilar,
sonuglarinin  bu reaksiyonun kesin kanitini saglamiyorsa da, degradasyon
sirasinda bir reduktaz — dehidrogenaz enzim sistemi yoluyla aflatoksin B+‘in furan
halkasinin reduksiyonunun sozkonusu olabilecegini; bir bagka olasiligin da,
dekarboksilazlar aracihiyla aflatoksin B+‘in kumarin halkasinin dekarboksilasyona
ugramasi olabilecegini belirtmiglerdir.

Smiley ve Draughon (53), F. aurantiacum  tarafindan aflatoksin Bj
degradasyonunun bir proteine bagli olup olmadigini arastirmiglardir. islenmemis
(crude) protein ekstraktlari ile yaptiklari ¢alismada, degradasyondaki enzimatik
prosesle ilgili bilgi de elde etmek amaciyla; proteinaz K, DNase 1 ve pHnin
degradasyon Uzerindeki etkileri de incelenmigtir. Protein ekstraktlari (800 nug
toplam protein/mL) sulu ¢ozeltilerdeki aflatoksin B1i % 74.5 oraninda ortamdan
uzaklastirmistir. Isil islem gérmus proteinle ise, aflatoksin B1 kontrolle yaklagik
olarak ayni duzeyde (%5) azalmigtir. Ancak bu bulgu, diger hucre bilesenleri ve
yapilarinin da sicakliga dayanikli olmamasi nedeniyle, degradasyonun bir enzime
bagh oldugunu kesin olarak kanitlayamamaktadir. Proteinaz K ile islem gormus
protein ekstraktlarinin da aflatoksin B1‘i % 34.5 oraninda azalttigi goéralmugtur.
Proteinaz K spesifik olmayan bir proteazdir ve protein ekstraktinda bulunan batun
proteinlerle reaksiyona girmektedir. Protein ekstraktindaki diger proteinler de
proteinaz K igin substrat olabilecegdi igin, degradasyonun % 100 inaktivasyonu
beklenmemektedir. Arastiricilar proteinaz K ile islem gérmus protein ekstraktlarinin
degradasyonu azaltmasinin, degradasyonun bir proteine ve belki de bir enzime

bagli oldugunu go6sterdigini belirtmisti. DNase 1 islemi sonucunda ise,
degradasyon %80.5 oraninda gergeklesmistir. Bu islem, degradasyonun bakterinin
genomik DNA’sina spesifik olmayan bir baglanmayla iligkili olup olmadigini
anlamak amaciyla yapiimistir. DNase, 3’-hidroksil oligonukleotidleri Ureten tek ve
cift heliksli DNA’y1 degrade eden bir enzimdir. Bu sonu¢ degradasyonun, aflatoksin
B1in bakterinin kromozal DNA’sina baglanmasiyla meydana gelmedigini
gOstermektedir. Aflatoksin B+in DNA'ya baglanmadan &nce epoksi forma
donusmesi gerekmektedir, ancak bakterinin mikrosomal enzimleri olmadigi igin
epoksidasyon da beklenmemekte ve bu durumda DNA'ya baglanma

gerceklesmemektedir. DNase 1 ile igslem goérmis ekstraktta gorilen
degradasyonun, hi¢ islem gérmemis olanlardan biraz daha ylksek olmasi da
(sirasiyla %80.5 ve 74.5) DNA ve aflatoksin B4 arasinda meydana gelebilecek
spesifik olmayan interaksiyonlar igersinde baglanmada bir rekabetin ortadan
kalkmig olmasina baglanmistir. pH'nin degradasyona etkisini 6lgen bir deneme de
yapilmis ve pH 5, 6, 7 ve 8 arasinda en yuksek degradasyon, nétral pH da
gerceklesmistir. Aflatoksin By degradasyonu ile pH arasinda bulunan iligki tipik bir
enzimatik reaksiyon olarak degerlendirilmigtir.

D’souza ve Brackett (53), yine degradasyonun mekanizmasini ¢ézmeye yonelik
olarak calismiglar; indirgenme kosullarinin ve seril ve sulfidril grup inhibitérlerinin
degradasyon uzerine etkisini arastirmiglardir. Calismada, reduksiyon kosullarinin
etkisini incelemek amaciyla L-sistein kullaniimig; 0.1, 1 ve 10 mM L-sistein
konsantrasyonunun degradasyon Uzerine bir etkisi gorulmemistir. Bu sonug, L-
sisteinin, F. aurantiacum tarafindan gercgeklestirilen aflatoksin B
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degradasyonunda etkili bir reduksiyon ajani olmadigi ya da reduksiyon kosullarinin
degradasyonda onemli olmadigi seklinde degerlendirilmigtir. Seril ve sulfidril
gruplarinin degradasyondaki onemini anlayabilmek amaciyla da, bu gruplarin
inhibitdrleri olan, sirasiyla fenilmetilsulfonil floriir (PMSF) ve Cd*? kullanilmistir.
Eger seril ve slfidril gruplari degradasyonla iligkili ise, inhibitoérlerin kullaniimasinin
degradasyonu onlemesi veya azaltmasi beklenmektedir. 1 ve 10 mM Cd*?
varliginda inhibisyon meydana gelmis; 1 mM EDTA ve 1 mM OPT eklenmesi de
inhibisyonu 6nleyememistir. PMSF ile inkube edilen hiacrelerde de 1 mM
konsantrasyonda 6nemli inhibisyon gériilmustiir. Arastiricilar, Cd*? ve PMSF
calismalarinda gorulen inhibisyonun; degradasyonla iligkili enzim sistemindeki seril
ve sulfidril gruplarinin inaktif hale gelmesiyle iliskili olabilecegi gibi; metabolizmasi
icin ihtiyag duydugu seril ve sdlfidril gruplarini inaktif hale getirerek
mikroorganizmanin kendisine de toksik etki gosteriyor olabilecegini belirtmislerdir.
Calisma ile, seril ve sulfidril gruplarinin dnemli oldugu anlagiimigsa da, bunlarin
degradasyonla iligkisinin esas olarak hicresel fraksiyonlar ve enzimatik
preparasyonlarla ¢alisilarak kesinlestirilebilecegi vurgulanmigtir.
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