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oz

Aflatoksin M1 (AFMT1), siit ve siit driinleri yoluyla insanlara bulasabilen, 1stya dayanikli ve hepatotoksik
etkileriyle dikkat ¢eken bir mikotoksindir. Bu calismada, Lactobacillus acidophilus, Limosilactobacillus reuteri ve
Lacticaseibacillus rhammosus suslarinin, fosfat tamponlu tuzlu su ortaminda AFM1 baglama kapasiteleri
degerlendirilmistir. Her bir bakteri tek basina ve kombinasyon halinde kullanilarak farkli islemlere (ultrasonla
aktivasyon; 1s1, asit ve ultrasonla inaktivasyon) tabi tutulmustur. Bulgular, uygulanan islemlerin timiiniin
baglanma oranlarimi anlamlt bicimde artirdigini géstermistir (P<0.05). En yiiksek baglanma orani (%33.5),
ultrasonla aktive edilmis bakterilerin birlikte kullanildigi grupta saptanmustir. Laktik asit bakterileri tek bagina
degetlendirildiginde fizyolojik duruma gére baglanma oranlart arasinda anlaml bir fark tespit edilmezken,
bakterilerin birlikte bulundugu gruplarda farkliliklar gézlemlenmistir. Canli bakterilerin yer aldigi miks
gruplarda (%30-33.5), 1st ve asitle inaktive edilen gruplara (%14.5-19) gore daha yiksek baglanma
belirlenmistir (P<0.05). Sonug olarak mevcut veriler laktik asit bakterilerinin biyolojik detoksifikasyonda etkili
bir yontem olabilecegini g6sterirken, farkli aktivasyon ve inaktivasyon islemlerinin etkinliginin
degetlendirildigi daha ayrintilt arastirmalara ihtiyag duyulmaktadir.

Anahtar kelimeler: Aflatoksin M1, biyolojik detoksifikasyon, laktik asit bakterileri, ultrason teknolojisi

*Yazismalardan sorumlu yazar / Corresponding author;
tevhideelifguner@gmail.com, Tel: (+90) 266 613 6692 / 241328

Hakan Tavsanli; ORCID no: 0000-0002-5124-3702
Tevhide Elif Gliner; ORCID no: 0000-0002-8706-1417
Blisra Aslan Akyol; ORCID no: 0000-0002-4123-8408
Cengiz Gokbulut; ORCID no: 0000-0002-4912-7307

883



884

H. Tavsanli, T.E. Gliner, B. Aslan Akyol, C. Gokbulut

THE EFFECT OF ULTRASOUND AND ALTERNATIVE TREATMENTS
APPLIED TO LACTIC ACID BACTERIA ON AFLATOXIN M1
DETOXIFICATION IN PHOSPHATE-BUFFERED SALINE

ABSTRACT

Aflatoxin M1 (AFM1) is a heat-resistant mycotoxin with hepatotoxic properties that can be
transmitted to humans through milk and dairy products. This study evaluated the AFM1 binding
capacities of Lactobacillus acidophilus, Limosilactobacillus reuteri, and Lacticaseibacillus rhamnosus strains in a
phosphate-buffered saline medium. Each bacterial strain was tested individually and in combination
under various treatment conditions, including ultrasonic activation and inactivation by heat, acid, and
ultrasound. The results revealed that all treatments significantly increased binding rates (P<0.05). The
highest binding rate (33.5%) was observed in the group where ultrasound-activated bacteria were
used in combination. While no significant differences were found among individual strains depending
on their physiological state, notable variations emerged in the mixed-strain groups. Binding levels
were significantly higher in mixtures containing live bacteria (30-33.5%) compared to those with
heat- or acid-inactivated bacteria (14.5-19%) (P<0.05). These findings indicate that lactic acid
bacteria may serve as an effective tool for biological detoxification, although further studies are
needed to assess the efficiency of various activation and inactivation methods.

Key words: Aflatoxin M1, biological detoxification, lactic acid bacteria, ultrasound technology

GIRIS

Mikotoksinler, kiiflerin metabolik faaliyetleri
sonucunda sentezlenen ve hem insan hem de
hayvan sagligint tehdit eden toksik bilesiklerdir.
Bunlar  arasinda  aflatoksinler,  molekiiler
stabiliteleri ve biyolojik aktiviteleri nedeniyle 6ne
ctkan en tehlikeli toksin grubudur. Aflatoksin B1
(AFBY), Oozellikle _Aspergillus (A.) flavus, A.
parasiticns  ve A.  nomins tirleri  tarafindan
tretilmektedir. Insanlarin mikotoksinlere
maruziyeti,  dogrudan  kontamine  tarim
trinlerinin (tahil, misir, meyve vb.) alimi1 sirasinda
veya c¢iftlik hayvanlarinin mikotoksinlerle bulagik
olan yemleri tiiketmesiyle alinan mikotoksinlerin
karacigerde metabolize olarak “carry over”
seklinde  AFM1 formuna  déntsmesiyle
gerceklesebilmektedir (Fashandi vd., 2018). Bu
metabolit, siit ve diger biyolojik sivilar yoluyla
insan beslenme zincirine dahil olabilmektedir.
AFMUT’in  karsinojenik ve genotoksik etkileri,
Ozellikle bagisiklik sistemi gelismemis bireylerde
daha ciddi sonuglar dogurabilmektedir. Son
yillarda sadece siit degil, ayni zamanda peynir,
yogurt, et ve anne sutl gibi cesitli besin
matrikslerinde de AFM1 tespiti yapimasi, bu
toksinin yayginligini ortaya koymustur (Turna ve
Wu, 2021). Tirkiye ve Sili'de yapilan caligmalar,
st ve anne st yoluyla cocuklarin AFM1’e
maruz kalabildigini ve bu durumun halk saglhg:
acisindan  6nemli  bir tehdit olusturdugunu

gbstermistir (Uniisan, 2019; Foerster vd., 2023).
Bu durum, AFMU!’in yalmizca bolgesel degil,
kiiresel diizeyde de halk sagligi acisindan 6ncelikli
bir kontaminant oldugunu gostermektedir.

Bu baglamda, aflatoksinleri gida zincirinden
uzaklastirmak veya seviyelerini tolere edilebilir
duiizeylere indirmek amaciyla ¢ok sayida fiziksel,
kimyasal ve biyolojik detoksifikasyon stratejisi
gelistirilmistir. Bu yontemler arasinda, glivenli ve
sturdurilebilir ~ 6zellikleri  nedeniyle  biyolojik
yaklasimlar 6n plana ¢tkmaktadir. Ozellikle laktik
asit bakterileri (LAB), hiicre duvari yapilarinda yer
alan bilesenler araciligtyla toksinlere
baglanabilmektedir (Peltonen vd., 2001). Canliik
durumuna  bagli  olarak  toksin  baglama
kapasitesinde  degisiklikler —gbzlenmekte, bu
farklligin arkasindaki mekanizmalar tam olarak
netlestirilememektedir. Yapilan bazi
aragtirmalarda, hicre inaktivasyonu ile yiizey
alaninin  artmast  veya  yuzey yapilarinin
reorganizasyonu gibi faktorlerin bu duruma katks
sagladigt  belirtilmistir  (Haskard vd., 2001).
Literatiirde, LAB’lerin toksin baglama etkinligini
artirmaya yonelik farkli inaktivasyon tekniklerine
literatiirde sik¢a yer verilmektedir. Bunlar arasinda
wsiyla inaktivasyon, asidik muameleler ve son
yillarda dikkat ¢eken ultrason (US) uygulamalart
yer almaktadir. US, bakteriler tzerinde hem
fiziksel hem de termal etkiler yaratabilmekte;
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hiicre zarinda degisikliklere yol acarak ylzey
Ozelliklerini degistirebilmektedir (Guimaries vd.,
2021).

Bu calismada, farkli durumlara (canly US ile
aktive; asit, 1s1 ve US ile inaktive) maruz birakidmis
Lactobacillus acidophilus, Limosilactobacillus reuteri ve
Lacticaseibacillus — rbamnosus  suslarinin,  fosfat
tamponlu tuzlu su (PBS) ortaminda AFMI1
baglama kapasiteleri degerlendirilmistir. Model
sistem olarak PBS’nin tercih edilmesinin nedeni,
stit gibi kompleks matrikslerde 6zellikle kazein
varliginin AFM1 baglanma analizlerini etkileyerek
sonuglarin  yorumlanmasint  zorlastirmasidir
(Chavarria  vd., 2017). Boylelikle yalnizca
mikrobiyal baglanma kapasitesine odaklanmak
mumkiin hale gelmistir. Bu ¢alismadan elde edilen
bulgular, ileride gerceklestirilecek gida modelleme
calismalarina temel olusturabilecegi gibi, LAB
temelli biyolojik detoksifikasyon stratejilerine de
bilimsel katki saglamay1 hedeflemektedir.

MATERYAL VE YONTEM

Kullanilan Bakteri Suslar1 ve Kiiltiirlerin
Hazirlanmasi

Bu calismada, son yillarda probiyotik 6zellikleri en
yogun sekilde arastirtlan suglar tercih edilmistir.
Lactobacillus acidophilus CECT 4529,
Limosilactobacillus ~ renteri  DSM 17938 ve
Lacticaseibacillus  rhamnosus ATCC 7469 suslart
kullandmistir.  Bakteri  izolatlarr,  Balikesir
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Besin Hijyeni ve
Teknolojist Anabilim Dali kaltar
koleksiyonundan temin edilmistir. Canlandirma
amaciyla, her bir sus 10 ml MRS (De Man, Rogosa
and Sharpe) Broth (Merck, Almanya) icinde
37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda siispansiyonlar soguk ortamda (4°C),
5000 rpm hizda 15 dakika santrifiijlenmis ve stvi
faz uzaklastirllmistir. Kalan hiicre peletleri 10 ml
PBS ile vortekslenerek yitkanmistir. Bu islem iki
kez tekrarlanmistir. Yikanan stspansiyonlar,
McFatland 0.5 standardina (yaklagtk 1.2X10%
kob/ml) gore ayatlanmistir. Dogrulamalart icin
MRS Agar’a ticli ekim yapilmis ve 37°C’de 48 saat
inktibasyon yapilmistir.

Fosfat Tamponlu Tuzlu Su Cozeltisinin
Hazirlanmasi

Calismada kullandmak tizere PBS (Sigma-Aldrich
SIAL-P4417) ¢ozeltisi, tretici talimatina uygun
sekilde hazirlanmustir. Bir adet PBS tableti, 100 ml
saf suya ilave edilerek ¢6zilmis, ardindan
115°C’de 10 dakika sitreyle otoklavlanarak
sterilizasyon saglanmistr. Hazirlanan  ¢Ozelti,
deney Oncesi oda  sicakligina  getirilerek
kullandmugtir.

Aflatoksin M1 Stok ve
Soliisyonlarinin Hazirlanmasi
AFM1 standardi (Lab. Instruments), asetonitril
(ACN) icinde ¢Oziinmis stvi formda temin
edilmistir (=1.1 ml, 10 pg/ml). Stok solisyon, 0.5
ml standart ¢6zeltinin 9.5 ml ACN ve ultra saf su
(1:1, v/v) karisimi ile seyreltilmesiyle 500 ng/ml
konsantrasyonunda  hazirlanmistir. Istktan
korunmast amactyla aliminyum folyo ile sarilan
solusyon, +4°C’de muhafaza edilmistir. Her
deney Oncesinde, stok ¢ozeltiden belirli hacimde
alinarak steril distile suyla 1:10 oraninda seyreltme
yaptlmis ve 50 ng/ml’lik taze calisma solisyonu
hazirlanmistir.

Calisma

Deney Gruplarinin Olugturulmasi ve Iglemler
Calismada farklt uygulamalara tabi tutulan LAB
hticreleri asagidaki sekilde deney gruplarina
ayrilmistir:

K (Kontrol): 0.4 ml AFM1 (50£0.01 ng/ml) ve
9.6 ml PBS iceren, bakteri icermeyen gruptur.
Kontrol grubunda AFM1 dizeyi 2 ng/ml
belitlenmistir.

CB (Canlt Bakteri): Canli LAB hiicreleri 5000
rpm’de 15 dakika santriftij edilerek siipernatantt
uzaklastirilmis ve olusan pelet baglanma testine
alinmustir.

11 (Ist ile Inaktive): LAB’ler 10 ml PBS igerisinde
121°C’de 15 dakika otoklavlanarak inaktive
edilmistir (Shahin, 2007).

Al (Asit ile Inaktive): 2M HCl iceren 10 ml ¢ézelti
icinde bakteriler 37°C’de 1 saat inkiibe edilerek
inaktivasyon saglanmustir (Peltonen vd., 2001).
UI (US ile Inaktive): 100 ml PBS icindeki bakteri
sUspansiyonuna, problu ultrasonik  sistem
(Bandelin Hd 2200.2, TT 13, Amplichron®) ile
%100 genlikte 20 kHz frekansta, sicaklik 90°C’ye
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ulasana kadar (yaklastk 16 dk 15
uygulanmustir.

UA (US ile Aktive): 100 ml PBS icindeki
stispansiyona, %15 genlikte 20 kHz frekansta ve
stcakltk 45°C’ye ulasana kadar (yaklasik 10 dk 54
sn) US uygulanmustir. Ardindan, Ornekler
santrifiijlenmis, 10 ml PBS ile iki kez yikanarak
baglanma deneyi icin hazirlanmistir.

sn) US

Bakterilerin Durumunun
Belirlenmesi

Her deney grubu icin, uygulama Oncesi ve sonrast
bakteri canliligt ve sayisal yogunlugu, MRS Agar’a
dékme plak yontemiyle ve her biri ti¢ paralel
olacak sekilde belirlenmistir. CB grubu i¢cin uygun
dilisyonlardan, inaktive gruplar icin ise dogrudan
stspansiyonlardan ekim yapilmistir. UA grubunda

Fizyolojik

uygulama  6ncesi ve  sonrast  sayimlar
karsilastirdmistr (Cizelge 1).
Cizelge 1. Calisma gruplarinda kullanilan LAB sayilart (kob/ml)
Table 1. 1.AB counts used in the experimental groups (cfu/ ml)
) ; : UA (6nce) UA (sonra)
CB II Al Ul UA (before) UA (after)
L. acidophilus 2.0x108 0 0 0 1.0x108 3.0x108
1.2X108 0 0 0 1.4x108 1.4x108
1.1x108 0 0 0 1.2Xx108 2.2x108
L. reuteri 1.8X%108 0 0 0 4.0x108 1.0x108
1.6X108 0 0 0 4.0x108 5.0x108
1.2X108 0 0 0 4.0x108 3.0x108
L. rhamnosus 2.0x108 0 0 0 1.1x108 1.0x108
1.5X108 0 0 0 1.6X108 3.0x108
1.2x108 0 0 0 1.4Xx108 2.0x108
Miks 1.1x108 0 0 0 1.0x108 3.0x108
1.3X108 0 0 0 3.0x108 1.0x108
2.0x108 0 0 0 2.0x108 2.0x108

CB: Canli LAB; II: Ist ile inaktive edilmis LAB; Al: Asit ile inaktive edilmis LAB; UI: PBS icerisinde US ile inaktive
edilmis LAB; UA: PBS icerisinde US ile aktive edilmis LAB; Miks: L. acidophilus, L. reuteri ve L. rhamnosus bir arada.
CB: Live 1LAB; II: Heat-inactivated 1.AB; Al: Acid-inactivated 1.AB; Ul: Ultrasound-inactivated 1. AB in PBS; UA:
Ultrasound-activated 1. AB in PBS; Miks: L. acidophilus, L. reuteri, and 1. rhamnosus used in combination.

Aflatoksin
Belirlenmesi
Yaklasik 108 kob/ml iceren LAB peletlerinin
Uzerine 2 ng/ml AFM1 c¢ozeltisi ilave edilerek,
tim ornekler 37°C’de 1 saat inklibe edilmistir.
Ardindan 6rnekler 4°C’de 5000 rpm’de 15 dakika
santrifiijlenmis, peletler atlmis ve olusan
stipernatantlar -20°C’de HPLC analizine kadar
muhafaza edilmistit. HPLC analiz glntnde
stipernatantlardan 0.5 mllik 6rnekler alnarak
AFM1 miktart tayin edilmistir. Sipernatantlarda
tespit edilen AFM1 diizeyi 2 ng/ml baslangic
inokiilasyonundan ctkarilarak ytizdesi alinmustir.
B (%) =(A-S)/A) X100

Baglanma yiizdesi (%o)

A: Baslangic AFM1 miktari (2 ng/ml)

S: Stipernatantta kalan AFM1 miktari (ng/ml)

M1 Detoksifikasyonun

Aflatoksin M1 Miktarinin Yiiksek Basingh
Sivi Kromatografisi ile Belirlenmesi

AFM1 diizeyleri, Balikesir Universitesi Tip
Fakiltesi Tibbi Farmakoloji Laboratuvari'nda
bulunan High-Performance Liquid
Chromatography (HPLC) sistemi (Agilent 1260,
Almanya) kullanilarak  belirlenmistir.  AFMI1
standart soliisyonu (500 ng/ml), analitik saflikta
AFM1 standardi ile asetonittil ve ultra saf su (1:1,
v/v) kullanilarak  hazitlanmistir. Bu  stok
solusyondan 1, 5 ve 50 ng/ml yogunlugunda ara
standart sollisyonlart hazirlanmis, korelasyon
katsayist (r?) hesaplanarak yontemin dogrulugu
teyit edilmistir (Cizelge 2). Orneklerin HPLC
analizine baslamadan 6nce, icinde AFMI1
bulunmadig: bilinen PBS 6rnekleri Eppendorf
tiiplerine aktarllmis ve biri bos olmak tizere, 1, 2
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ve 5 ng/ml olacak sekilde AFM1 standart
soliisyonu ilave edilmistir. Hazirlanan bu calisma

(Sekil 1). Bos PBS, 2 ng/ml yogunlugundaki PBS
ornegi ve 5 ng/ml yogunlugundaki standart

yogunluklarinin kromatografik analizleri yapilarak ~ soliisyona  ait ~ kromatogramlar — Sekil — 2'de
standart egriler olusturulmus ve elde edilen sunulmustut.
korelasyon katsayist (r*) degerleri, yOntemin
dogrulugunu teyit etmek amaciyla hesaplanmistir
Cizelge 2. HPLC analizi ile AFM1 igin belirlenen validasyon parametreleri
Table 2. V alidation parameters determined for AFM1 by HPLC analysis
Parametreler AFMI1
Parameters
LOD degeri
LOD valne 025 ng/ml
LOQ degeri
LOO vaine 0.75 ng/ml
Calisilan yogunluklar
Tested concentrations 1-5 ng/ml
2 degeri
2 valne 0.99998
PRI S
Giin ici geri alim (%) 92 30
Intra-day recovery (%)
Giin igi varyasyon katsayist (%0) 8.69
Intra-day coefficient of variation (%) )
Giinler arast geri alim (%) 92,81
Inter-day recovery (%) '
Ginler arast varyasyon katsayist (%0) 3.39

Inter-day coefficient of variation (%)

LOD: En kiigiik tespit limiti; LOQ: En kii¢tik yogunluk belirleme limiti; r2: Korelasyon katsayist.
LOD: Limit of detection; 1.OQ: Limit of guantification; r*: Correlation coefficient

2,5 .
R>=10,9996 ..~

2
s
<
:%5 1
A~ 4

05 o
0 e
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00
Yogunluk (ng/ml)

Sekil 1. AFM1 analizi i¢in ¢alistlan yogunluklarin kalibrasyon egrisi
Figure 1. Calibration curve of the tested concentrations for AFMT analysis
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FLD1 A, Ex=360, Em=440 (AFT-M1-ELIF-3\AFT-M! 2024-06-04 15-30-42'81G1000034.0)
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Sekil 2. A: 2 ng/ml yogunlugunda hazitlanan PBS 6rneginin kromatogrami; B: 5 ng/ml
yogunlugundaki standart kromatogrami; C: Bog PBS kromatogrami.
Figure 2. A: Chromatogram of the PBS sample prepared at a concentration of 2 ng/ ml; B: Chromatogram of the
standard solution at a concentration of 5 ng/ ml; C: Chromatogram of blank PBS.
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AFM1 duzeyleri Markaki ve Melissari (1997)
tarafindan bildirilen yéntem modifiye edilerek
belirlenmistir. Buna gére ekstraksiyon i¢in 0.5 ml
PBS o6rnekleri 2 ml’lik Eppendorf tiplerine
aktarilarak 1 dakika vortekslenmistir. Daha sonra
1 ml asetonitril eklenerek 2 dakika boyunca
vortekslenmigtir. Ardindan, Orneklere 0.2 g
magnezyum silfat (MgSOy) eklenerek tekrar
vorteks islemi uygulanmustir. Ornekler 12.000
rpm'de, 10 dakika boyunca mikrosantrifiij edilerek
stpernatant ayrilmis ve pipet yardimiyla alinarak
10 mllik cam tiplere transfer edilmistir.
Stpernatant,  65°C’ye  ayarlanmis  vakum
konsantratérde ucurulduktan sonra 200 pl mobil
faz ile c¢ozdurilmis ve 75 ul’si analiz icin
kromatografik sisteme enjekte edilmistir. Analiz
oncesinde, yontemin validasyonunda en dusiik
tespit limiti (LOD) ve en kigik yogunluk
belirleme limiti (LOQ) saptanmustir (Cizelge 2).
Analizlerde C18 kolon (Eclipse XDB, 5um,
4.6x250 mm) ve kolon koruyucu olarak Niikleosil
C18 (3um) kartus kullandmustir. Kolon sicaklig
60°C’ye ayatlanmis olup, floresan dedektérde 360
nm cksitasyon ve 440 nm emisyon dalga
boylarinda analiz gerceklestirilmistir.

Istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler IBM SPSS 26 (USA) programi
ile degerlendirilmistir. Verilerin dagilim uygunlugu
Kolmogorov-Smirnov testi ile incelenmis, gruplar
arast farklar One-Way ANOVA ve Duncan ¢oklu
karsdastirma testi ile analiz edilmistir. Tim
analizlerde P<0.05 istatistiksel anlamlidik st
olarak kabul edilmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

AFMT’in stit ve siit Griinlerinde bulunmast hem
halk sagligi hem de gida giivenligi agisindan ciddi
riskler tasimaktadir. Ozellikle 1stya dayaniklt yapist
nedeniyle klasik yontemlerle uzaklastirilamamast,
biyolojik detoksifikasyon yaklasimlarina olan ilgiyi
artirmaktadir. Bu baglamda, toksin baglama
potansiyeline sahip LAB’lerin farklt 6n islemlerle
degerlendirilmesi, alandaki mevcut eksikliklerin
giderilmesine katki sunmaktadir.

Bu calismada, farkli 6n islemlere tabi tutulmus
LAB’lerin PBS ortaminda AFM1 baglama
kapasiteleri degerlendirilmistir. Bu amagcla; canly,
aktivasyon diizeyinde US uygulanmis, 1s1, asit ve
US ile inaktive edilmis L. acidophilus, L. reuters, L.
rhammnosus ile bu U¢ tirin karisimindan (miks)
olusan toplam altt farkli grup incelenmistir

(Gizelge 3).

Cizelge 3. Tum ¢aligma gruplarinda AFM1 konsantrasyonu * standart sapma (% baglama orant).
Table 3. AFMT1 concentration & standard deviation (Yo binding rate) in all study groups.

CB 11 Al UA Ul
Bakteriler K
Bacteria 2.00£0.01 (0)
1. acidaphilus 1.501+0.18 1.4410.09 1.6610.11 1.4010.18 1.6310.25
(25.0)b7 (28.0)b2 (17.0)p7 (30.0)b2 (18.5)b7
I reteri 1.474+0.17 1.6610.21 1.70£0.19 1.59+0.34 1.6410.20
: (26.5)b7 (17.0)b2 (15.0)b7 (20.5)bA (18.0)6PA
L. rbammosus 1.48+0.17 1.7510.25 1.7310.19 1.4940.19 1.60%0.25
: (26.0)>A (12.5)bA (13.5)bA (25.5)bA (20.0)bA
Miks 1.40%0.09 1.62%0.11 1.71£0.08 1.3340.17 1.53%0.04
(30.0)bB (19.0)bA (14.5)bA (33.5)bB (23.5)bAB

K: PBS + AFMT1 (kontrol); CB: Canlt LAB + PBS + AFMT; II: Ist ile inaktive edilmis LAB + PBS + AFMT1; AT: Asit ile
inaktive edilmis LAB + PBS + AFM1; UA: US ile aktive edilmis LAB + PBS + AFMT1; UI: US ile inaktive edilmis LAB
+ PBS + AFM1; Miks: L. acidophilus, L. renteri ve L. rhamnosus bir arada; +>: Her bir siitunun kendi icerisinde sahip oldugu
farkli Gst simgeler arasindaki ortalamalar anlamli derecede farkhidir (P<0.05); A-B: Her bir satirin kendi igerisinde sahip
oldugu farkls st simgeler arasindaki ortalamalar anlamli derecede farklidir (P<0.05).

K: PBS + AFMT (control); CB: Live LAB + PBS + AFMT; II: Heat-inactivated 1. AB + PBS + AFM1; Al: Acid-inactivated
L.AB + PBS + AFM1; UA: Ultrasound-activated 1. AB + PBS + AFM1,; Ul: Ultrasound-inactivated . AB + PBS + AFM1;
Miks: L. acidophilus, L. reuters, and 1. rhammnosus combined; a-b: Mean values within each column that do not share a common superscript

differ significantly (P<0.05); A-B: Mean values within each row that do not share a common superscript differ significantly (P<0.05)
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Kontrol (K) grubunda, 2.00+0.01 ng/ml
dizeyinde AFM1 tespit edilmis ve baglanma
gbzlenmemistir. Kontrol disindaki tim gruplarda
anlamh dizeyde (P<0.05) AFM1 baglanmast

gbzlemlenmistir. Buradan bakterilerin
detoksifikasyonda kullanimimnin  etkili oldugu
gorilmektedir.  Calismada LAB  tirlerinin

seciminde probiyotik 6zellikleri arastirilan ve ticari
preparatlart en yogun bulunan suslar sec¢ilmistir.

Canlt bakterilerin  kullanmildigt CB  grubunda,
baglama oranlart L. acidophilus icin %025.0, L. reuteri
icin %26.5, L. rhamnosus igin %26.0 ve miks icin
%30.0 olarak tespit edilmistir. UA grubunda ise
bu oranlar sirasiyla %30.0, %20.5, %25.5 ve
%33.5’tir. CB ve UA gruplari arasinda istatistiksel
olarak anlaml fark bulunmamistir (P>0.05). UA
uygulamasinda disik glicli US’nin hiicre zarinda
hafif gecirgenlik artisina ve baglayict yiizeylerin
daha erisilebilir hale gelmesine neden oldugu
dastnilmektedir (Ojha vd., 2017; Guimaraes vd.,
2021; Tavsanl vd., 2024). Akustik kavitasyon
meydana gelmeksizin olusan mekanik etkiler,
bakteriyel metabolizmanin uyarilmast ve ylizey
proteinlerinin Gretimi gibi stirecleri etkileyebilir.
Artan metabolik aktivite sonucu bakterilerin
hticre duvarindaki baglanabilir bolgelere toksinin
daha kolay erismesi saglanmis olabilir. Bununla
birlikte, aktivasyon sonrast 1 saatlik inkiibasyon
bakteri sayilarinda arts
gozlenmemistir (Cizelge 1). Benzer sekilde, stt
ortaminda  dugtik glcli  US  uygulanan
calismalarda da  hiicre  sayilarinda  artis
gbzlenmedigi, ancak metabolik profillerde
farkliliklar meydana geldigi bildirilmistir (Wu vd.,
2000; Tavsanh vd., 2024; Giner vd., 2025).
Literatiirde, siit ortaminda digsik gicte US
uygulanmasiyla L. rhamnosusun %43.5 oraninda
AFM1 detoksifikasyonu sagladigi bildirilmistir
(Guner vd., 2025). Mevcut calismada siit yerine
PBS ortaminin tercih edilmesi, baglanma
oranlarinin daha distk tespit edilmesine neden
olmus olabilir. Brackett ve Marth (1982), kazein
fraksiyonlarinin AFM1’e gram basina 17.9-55.3
pg arasinda baglandigint bildirmistir. Bu duruma
baglt olarak siit ortamindaki protein varhg
baglanmayz artirict bir etken olabilir.

sonucunda

Literatiirde, LAB’nin  mikotoksin  baglama
kapasitesini etkileyen pek c¢ok faktér oldugu
bildirilmistir. Bu faktSrler arasinda kullanilan
probiyotik suslarin tlrline, hiicre yapisina (canlt
veya inaktive olmast), inkibasyon siresi, pH,
bakteri yogunlugu ve kullandan ortamin
Ozelliklerine baglt olarak degismektedir. Ayrica
suslarin  kombinasyon halinde kullanilmast ve
uygulanan aktivasyon/inaktivasyon islemleri de
baglanma kapasitesini o6nemli Olctde
etkilemektedir (Campagnollo vd., 2020; Macit vd.,
2024). Literatirde, PBS ortaminda canl L. reuteri
ile AFM1 baglanmasina iliskin sl sayida
calisma bulunmaktadir. Bu nedenle, farkli
ortamlar, kosullar, inkiibasyon stireleri ve toksin
konsantrasyonlart kullanilarak tirler arasindaki
baglanma oranlart  karsilastrilmistir.  Serrano-
Nifio vd. (2013) PBS ortaminda gergeklestirdikleri
calismada L. reuter/nin  baglanma oranlar
(%019,95-25,28) bizim bulgularimizla uyumludur.
Ayrica, canlt L. rhamnosusun baglanma orani,
Abbes vd. (2013) ie Kabak ve Var (2008)
tarafindan bildirilen degerlerle 6rtismekte, ancak
Bovo wvd. (2013) calismasinda daha distuk
baglanma oranlart gbzlemlenmistir. Canli L.
acidophilus ile yapilan aragtirmalar ise degisken
sonuclar sunmakta; bazt calismalar mevcut
bulgularla benzer baglanma oranlar1 bildirirken
(Kabak ve Var, 2008; Serrano-Nifio vd., 2013),
digerleri daha yiksek (Elsanhoty vd., 2014;
Abdelmotilib vd., 2018) veya daha distik oranlar
rapor etmistir (Pierides vd., 2000; Sanaldi ve
Coban, 2023). Literatiirde farkli deneysel
kosullarin  kullanilmasi, baglanma oranlarinin

dogrudan karsidastirlmasim  zorlagtirmaktadir.
Ancak  genel olarak  yapilan  calismalar

incelendiginde, c¢alismada kullanilan bakteriler
arasindaki baglanma oranlarindaki farkhliklarin,
bakterilerin alt tiitleri arasinda dahi gbzlemlenen
varyasyonlarla agiklanabilecegi goriilmektedir.

Ist ile inaktive edilen (1) grupta baglanma oranlari
%28.0 (L. acidophilns), /017.0 (L. reuters), %012.5 (L.
rhamnosus) ve %19.0 (miks) olarak belirlenmistir.
Yapilan calismalarda, bakterilerin  toksinleri
ortamdan uzaklastirmasinin buyik 6lciide htcre
duvart yapiaryla iliskili oldugu bildirilmistir
(Haskard vd., 2001). Isil islemletin, hicre
ylzeyinde Maillard reaksiyon tirtinlerinin olusumu
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ve artan hidrofobik 6zellik gibi degisimlere yol
acarak toksin baglama kapasitesini artirabilecegi
bildirilmektedir (Piotrowska, 2014). Pierides vd.
(2000), L. acidophilusun benzer bir baglanma
kapasitesine (%25.5) sahip oldugunu bildirirken,
farkli calismalarda daha yiksek (%45.9-58.98)
(Elsanhoty vd., 2014; Abdelmotilib vd., 2018)
veya daha dustik (%16.82) (Kabak ve Var, 2008)
oranlar tespit edilmistir. Bu farkliliklarin sus
farklihgt  ve  toksin  konsantrasyonundan
kaynaklanabilecegi dustiniilmektedir. Literatir
taramalarina gore, PBS ortaminda 1s1 ile inaktive
edilen L. reuteri Uzerine yapilmis benzer bir
calismaya rastlanmamustir. L. rhammnosus igin
yapilan calismalarda da farklt baglanma oranlar
tespit edilmistir. Kabak ve Var (2008) ile Bovo vd.
(2013), bu bakterinin sirastyla %23.37 ve %35.69
oraninda AFM1 bagladigini bildirmistir. Pierides
vd. (2000) ise tu¢ farkli I. rbammnosus susunun
%39.9, %51.6 ve %57.8 oranlarinda baglanma
kapasitesine sahip oldugunu rapor etmistir.

Literatiirde, aflatoksinlerin mikrobiyal htcre
duvarindaki ~ yapisal  bilesenlere  (6rnegin

peptidoglikan ve yiizey polisakkaritleri) fiziksel

olarak baglanarak ortamdan uzaklastirildig
belirtilmektedir. Bu stirecin biyolojik
parcalanmadan  ziyade adsorbsiyon = yoluyla

gerceklestigi vurgulanmistir (Haskard vd., 2001).
Ayrica hiicre yiizeyi ve duvar hacmindeki artisin
baglanma kapasitesini artirabilecegi
belirtilmektedir (Wang vd., 2015). Hatta aynt tir
igindeki farklt LAB suslarinin aflatoksin baglama
kapasitesinde belirgin farkliliklar gézlemlenebilir
(Ahlberg vd., 2015). Ancak calismamizda aymi
gruptaki bakteriler arasinda bu yénde anlamlt bir
farklilik gézlenmemistir. Bu benzerlik, test edilen
tim suslarin ylizey yapilarindaki ortak yapisal
6zelliklerden ve calismada inkibasyon siiresinin
sabit tutulmasindan  kaynaklaniyor  olabilir.
Bununla birlikte literatiirde LAB’ler arasinda
toksin baglama kapasiteleri bakimindan fark
olmadigint bildiren calismalar da mevcuttur
(Kabak ve Var, 2008; Bovo vd., 2013; Adriansyah
vd., 2022).

Asit ile inaktive edilen (Al) grupta baglanma
oranlart %17.0 (L. acidophilus), %015.0 (L. reuteri),
%13.5 (L. rbamnosus) ve %14.5 (miks) olmustur.

Asidik iglemlerin, hticre duvarindaki teikoik asit ve
polisakkarit yapilart hedef alarak glikozidik ve
amid baglarint parcalayabildigi, béylece gézenek
boyutunu  artirarak  baglanma  ylzeyini
genisletebildigi  bildirilmektedir (Haskard vd.,
2001; Bejaoui vd., 2004). Bu degisimlerin, hticre
ici baglanma dahil olmak tzere, toksin etkilesimini
kolaylastirabilecegi ifade edilmektedir. Literatiirde
asit ile Oldirilen LAB’lerin  baglanma
kapasitelerine dair PBS ortaminda yapian bir
calismaya rastlanmamustir. Karazhiyan vd. (2016),
asit ile inaktive edilen Saccharomyces cerevisiaenin
yogurt ortaminda %76.46 oraninda AFMI1
bagladigini bildirmistir. Bu yitksek baglanma
orani, farklt ortam kosullart ve mayalarin hticre
boyutunun laktik asit bakterilerinin  htcre
boyutlarina gbre ¢ok daha biylik olmasindan
kaynaklanmaktadir. Glner vd. (2025) tarafindan
ise st ortaminda asit ile inaktive LAB’lerin %18-
22.5 duzeyinde AFM1 bagladigi belirtilmistir.
Calismanin sonuclart mevcut ¢alisma bulgularina
benzerdir.

Ul grubundaki bakterilerin baglama oranlar
%18.5 (L. acidophilus), %018.0 (L. reuters), %020.0 (L.
rhamnosus) ve %23.5 (miks) olarak belirlenmistir.
Yiksek giicli US uygulamasiyla olusan akustik
kavitasyon; basing, lokalize 1sitma ve serbest
radikal iretimi gibi etkilerle htcre zarinin
butiinligini bozmakta ve bakteriyi inaktive
etmektedir  (Mehenktas, 2022; Onyeaka vd.,
2023). Bu silirecte membran gecirgenliginin
artmast ve hiicre iceriginin dis ortama salinmasi,
hiicre yiizeyine ve cevresine toksin baglanmasin
kolaylastirabilecek yapisal degisiklikler meydana
getirebilmektedir. Yapilan bir arastirmada AFB1
baglanma kapasitesinin bu degisimlerle arttig

rapor edilmigtir  (Abedi vd., 2022). Ancak
sonuglarimizda inaktive gruplar (II, Al Ul)
arasinda  istatistiksel ~ fark  bulunmamustir.

Karazhiyan vd. (2016) da yaptiklari calismada
sonuclarimiza benzer olarak 1si, asit ve US ile
inaktive edilmis mikroorganizmalar arasinda fark
olmadigint bildirmistir.

Arastirmamizda, farkli bakteri turlerinin AFM1
baglanma kapasitesinden ziyade, bakterilerin
birlikte bulunmasinin baglanma Uzerinde daha
belirgin bir etkiye sahip oldugu tespit edilmistir.
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Ozellikle bakterilerin canli olarak kullanildig
gruplarda bu etkinin istatistiksel olarak daha
anlamh dizeyde farklilik gosterdigi belirlenmistir
(P<0.05). Sanaldi ve Coban (2023), calismamizin
bulgularina benzer sekilde, PBS ortaminda miks
gruplarin (L. acidophilus, L. rbamnosus ve B. bifidun)
tek gruplara gbre daha fazla toksin bagladigin
bildirmistir. Bununla birlikte, bakterilerin tek
baslarina kullanildiklarinda, birlikte kullanimlatina
kiyasla daha yiiksek oranda toksin bagladigint
bildiren calismalarda mevcuttur (Halttunen vd.,
2008; El Khoury vd., 2011). S6z konusu
calismalarda kullanilan bakteri ve toksin tiirletinin
farkliligi, sonuglarin farklt olmasina neden olmus
olabilir. Farkli bakteri tirlerinin bir arada
kullanilmas, aralarindaki etkilesimlere bagh olarak
toksin baglama kapasitelerinde degisiklige yol
acabilir. Bu etkilesimler bazt durumlarda
sinerjistik ya da antagonistik 6zellik gosterebilir
(Halttunen vd., 2008).

Tim gruplar arasinda genel egilim canl
bakterilerin daha yitksek baglama oranina sahip
oldugunu gosterse de bu fark yalnizca miks
gruplarda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(P<0.05). Bireysel suslar icin canlt ve inaktive
gruplar arasinda anlaml fark saptanmamugstir
(P>0.05). Canlt ve inaktive bakterilerin toksin
baglama kapasiteleri arasinda fark olmadigini
rapor eden baska calisgmalar da mevcuttur (Lee
vd., 2003; Bueno vd., 2007; Chaudhary ve Patel,
2022).

Bu calisma, PBS ortaminda canli, US ile aktive
edilmis canli ve farklt yontemlerle inaktive edilmis
LAB’lerin karsilastirmali olarak degerlendirildigi
sinirll - sayidaki  arastrmalardan  biri  olmast
agisindan 6nem arz etmektedir. Ist ve asit gibi
cesitli  inaktivasyon  tekniklerinin  etkileri
karsilastirldmis ve miks gruplar ile tekli suslar
arasindaki  farkliliklar  istatistiksel ~ olarak
rapotlanmugtir. Ozellikle canlt ve US ile aktive
edilmis miks gruplarinin ytksek detoksifikasyon
potansiyeline sahip oldugu belirlenmigtir. Canlt
probiyotik bakterilerin insan sagligi tzerindeki
olumlu etkileri dikkate alindiginda, canl
mikroorganizma kullanimmnin sindirim  sistemi
fonksiyonlarinin  desteklenmesi ve bagisiklik
sisteminin gliclendirilmesi gibi 6nemli avantajlart
bulunmaktadir. Bununla birlikte, canlt

mikroorganizmalarin  bazt gida  Urilinlerinde
stabilite ve raf 6mri gibi smirlamalarinin varligi,
canlt bakterilerin kullanimini kisitlamaktadir. Bu
baglamda, US ile inaktive edilmis ya da diger
inaktivasyon yontemleri kullanilmis LAB formlari,
hem insan saghgl acgisindan faydali etkilerini
korumak hem de biyolojik detoksifikasyon
stratejilerinde  glivenli ve etkin bir alternatif
sunmak bakimindan O6nemli bir potansiyele
sahiptir.

SONUC
Son dénemde, siit ve siit triinlerinin fonksiyonel
Ozelliklerini  artirmak amaciyla yaygin olarak

kullanilan  laktobasil =~ suslart, bu calismada
aflatoksin detoksifikasyonu amactyla
degerlendirilmistir. ~ Elde  edilen  bulgular,

aflatoksinlerin etkisiz hale getirilmesine yonelik
yenilik¢i  yaklasimlarin  gelistirilmesine 6nemli
katkilar saglayabilir. Bu calisma, AFM1 gibi glicla
toksinlerin biyolojik yontemlerle
uzaklastirlmasinda ~ LAB’lerin  potansiyelini
degerlendirmeyi ve US gibi yenilikci teknolojilerin
mikrobiyal  ylizey yapilarinda  olusturdugu
degisimlerin baglanma kapasitesine etkisini ortaya
koymustur. Calismadan elde edilen sonuglar, gida
givenligi  perspektifinden  gidalarda  toksin
azalumina  yonelik  uygulanabilir  biyolojik
mudahalelerin sekillendirilmesinde yol g&sterici
olabilir.

CIKAR CATISMASI BEYANI
Yazar herhangi bir c¢ikar catismast
etmemektedit.

beyan

YAZARIARIN KATKISI

Yazarlar arastrmanin planlanmasi, yiritilmesi,
istatistiksel degerlendirilme ve makale yazim
asamasinda gorev almustir. Yazarlar makalenin
son halini okumus ve onaylamiglardir.
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