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OZET

ULTRASONLA AKTIVE VE ISI, ASIT, ULTRASONLA INAKTIVE
EDILMIS LAKTIK ASIT BAKTERILERININ SUTTE AFLATOKSIN M;
BAGLAMA DUZEYLERININ ARASTIRILMASI

Insan ve hayvan beslenmesinde aflatoksinler, toksik etkileri ile ekonomik
kayiplara ve saglik acisindan biiyiik tehlikelerin olusumuna neden olmaktadir. Bu
etkileri gidermenin yolu aflatoksin sindiriminin veya emiliminin engellenmesidir. Bu
anlamda c¢alismanin amaci, laktik asit bakterilerine (Lactobacillus acidophilus,
Limosilactobacillus reuteri, Lacticaseibacillus rhamnosus ve bakteriler bir arada
kullanildiginda) farkli aktivasyon (ultrason) ve inaktivasyon (is1, asit ve ultrason)
uygulamalarinin UHT yagsiz siit ortaminda, aflatoksin M; baglama etkinligini
arastirmaktir.

Calismanin sonucunda tiim uygulama gruplarindaki aflatoksin M; baglama
orani, kontrol gruplarina gore istatistiki olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Ayni
zamanda UHT vyagsiz siit igerisinde ultrason uygulanan gruplarda aflatoksin M;
baglama diizeyinin, kontrol gruplarina gore p<0.01 diizeyinde anlamli oldugu
belirlenmistir. UHT yagsiz siit ortaminda ultrason uygulanan gruplarin aflatoksin M
baglama orani (%34-43.5), canli, 1s1 ve asit ile inaktiflestirilen gruplarin yani sira fosfat
tamponlu tuzlu su ortaminda ultrason ile aktif/inaktiflestirilen gruplarin baglama
oranindan (%16.5-27.5) istatistiksel olarak anlamli1 derecede daha yiiksek bulunmustur
(»<0.01). UHT yagsiz siit ortaminda ultrason ile inaktiflestirilen grupta, bakteriler tek
basina veya bir arada kullanildiginda grup i¢i baglama oranlarinda istatistiksel olarak
anlaml bir fark tespit edilmemistir (p>0.05). Ancak, UHT yagsiz siit ortaminda
ultrasonla aktiflestirilen grupta, bakterilerin bir arada kullanildigi grup (%34) ile
Lactobacillus acidophilus (%43) grubu arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli
oldugu goriilmiistiir (p<0.05). UHT yagsiz siit ortaminda bir arada aktiflestirilen
bakterilerin aflatoksin M; baglama oram1 (%34) ile bir arada inaktiflestirilen
bakterilerin baglama orani (%43) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit
edilmistir (p<0.05).Bunun yaninda en yiiksek baglama UHT yagsiz siit ortaminda
ultrason ile inaktiflestirilen Lacticaseibacillus rhamnosus grubunda (%43.5), en diisiik
baglama ise aktiflestirilen bakterilerin bir arada kullanildiklar1 grupta (%34)
belirlenmistir (p<0.05). UHT yagsiz siit ortaminda ultrason ile aktiflestirilen bakteri



grubunda en yiikksek baglama kapasitesi Lactobacillus acidophilus’da (%43),
inaktiflestirilen bakteri grubunda ise en diisiik baglama oram1 Lactobacillus
acidophilus’da (%40.5) saptanmistir (p>0.05). UHT yagsiz siit ortaminda ultrason
uygulanan gruplar disinda, bakteri tiirlerinin (canli ve 1s1 ile inaktif Limosilactobacillus
reuteri harig) gruplar aras1 baglama oranlarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
tespit edilmemistir (p>0.05). Ancak canli Limosilactobacillus reuteri’nin baglama
orani (%28) ile 1s1 ile inaktif hale getirilmis Limosilactobacillus reuteri’nin baglama
orani (%16.5) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0.05).
Calismada, UHT yagsiz siit ortaminda ultrason uygulamasinin diger gruplara
gore daha etkili oldugu goriilmistir (p<0.01). Bu c¢alisma aflatoksin M;
detoksifikasyonunda, probiyotik bakterilerin siit igerisinde farkli inaktivasyon ve

aktivasyon yontemleri uygulanarak kullanilabilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Aflatoksin M, detoksifikasyon, laktik asit bakterileri, ultrason.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF AFLATOXIN Mi: BINDING LEVELS OF
ULTRASOUND ACTIVATED AND HEAT, ACID, ULTRASOUND
INACTIVATED LACTIC ACID BACTERIA IN MILK

Aflatoxins in human and animal nutrition cause significant economic losses
and pose serious health risks due to their toxic effects. The way to mitigate these effects
is to prevent the digestion or absorption of aflatoxins. In this context, the aim of the
study was to investigate the efficacy of aflatoxin M; binding in Lactobacillus
acidophilus, Limosilactobacillus reuteri, Lacticaseibacillus rhamnosus (individually
and in combination) under different activation (ultrasound) and inactivation (heat,
acid, and ultrasound) treatments in an ultra-high temperature (UHT) skim milk
medium.

The study found that the aflatoxin M; binding rate in all treatment groups was
statistically significant compared to the control groups (p<0.05). Additionally, in the
groups where ultrasound was applied in UHT skim milk medium, the aflatoxin M;
binding level was significantly higher than in the control groups (p<0.01). The
aflatoxin M, binding rate of the groups subjected to ultrasound in UHT skim milk
medium (34-43.5%) was statistically significantly higher than that of the live, heat-,
and acid-inactivated groups, as well as those activated/inactivated by ultrasound in
phosphate-buffered saline medium (16.5-27.5%) (p<0.01). In the UHT skim milk
medium, no statistically significant difference was observed in the binding rates within
the group where bacteria were inactivated by ultrasound, either individually or in
combination (»>0.05). However, in the group activated by ultrasound in the UHT skim
milk medium, a statistically significant difference was observed between the group
where bacteria were used in combination (34%) and the Lactobacillus acidophilus
group (43%) (p<0.05). A statistically significant difference was also detected between
the binding rate of bacteria activated together in UHT skim milk medium (34%) and
the binding rate of bacteria inactivated together (43%) (p<0.05). Furthermore, the
highest binding was observed in the Lacticaseibacillus rhamnosus group inactivated
by ultrasound in UHT skim milk medium (43.5%), while the lowest binding was found
in the group where bacteria were used in combination and activated by ultrasound

(34%) (p<0.05). Among the bacteria activated by ultrasound in UHT skim milk

\



medium, the highest binding capacity was recorded in Lactobacillus acidophilus
(43%), while among those inactivated by ultrasound, the lowest binding rate was also
observed in Lactobacillus acidophilus (40.5%) (p>0.05). Except for the groups treated
with ultrasound in UHT skim milk medium, no statistically significant difference was
detected in the binding rates of bacterial species (except for live and heat-inactivated
Limosilactobacillus reuteri) among the groups (p>0.05). However, a statistically
significant difference was found between the binding rate of live Limosilactobacillus
reuteri (28%) and that of heat-inactivated Limosilactobacillus reuteri (16.5%)
(p<0.05).

The study demonstrated that ultrasound treatment in UHT skim milk medium
was more effective than other methods (p<<0.01). This study suggests that probiotic
bacteria can be used for aflatoxin M detoxification in milk through different activation

and inactivation methods.

Keywords: Aflatoxin M, detoxification, lactic acid bacteria, ultrasound.
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SIMGE VE KISALTMALAR DiZiNi

% : Yiizde

ug : Mikrogram

ul : Mikrolitre

pm : Mikrometre

aw : Water Activitiy (Su Aktivitesi)

ACN : Acetonitrile (Asetonitril)

AD : Asit ile Denatiire Olmus LAB + UHT Yagsiz Siit+Aflatoksin M
AFB; : Aflatoksin By

AFB; : Aflatoksin B>

AFG : Aflatoksin G

AFG; : Aflatoksin G

AFM; : Aflatoksin M;

AFM; : Aflatoksin M»

CB : Canli Laktik Asit Bakterileri + UHT Yagsiz Siit + Aflatoksin M
CDC : Centers for Disease Control and Prevention (Hastalik Kontrol ve

Onleme Merkezleri)

CFS : Cell Free Supernatant (Hiicresiz Siipernatant)

CO2 : Karbondioksit

dk : Dakika

DNA : Deoksiribo Niikleik Asit

ELISA : Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (Enzime bagh
immiinosorban yontem)

FAO : Food and Agriculture Organization (Gida ve Tarim Orgiitii)

gr : Gram

GRAS : Generally Recognized as Safe (Genellikle Giivenli Kabul Edilir)

HCl : Hydrochloric Acid (Hidroklorik Asit)

HPLC : High Performance Liquid Chromatography (Yiiksek Performansh

Sivi Kromatografisi)
IARC : International Agency For Research on Cancer (Uluslararas1 Kanser

Aragtirmalar1 Ajansi
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ID : Is1 ile Denatiire Olmus Laktik Asit Bakterileri + UHT Yagsiz Siit+

Aflatoksin M;

K : Kelvin

kg : Kilogram

kob : Koloni Olusturan Birim

K : UHT Yagsiz Siit + Aflatoksin M; (Kontrol)

KUA : UHT Yagsiz Siite Aktivasyon Diizeyinde Ultrason Uygulamasi +
Aflatoksin M; (Kontrol)

KUI : UHT Yagsiz Siite Aktivasyon Diizeyinde Ultrason Uygulamasi +
Aflatoksin M; (Kontrol)

L : Litre

LAB : Laktik Asit Bakterileri

LOD : En Kiigiik Tespit Limiti

LOQ : En Kiigiik Yogunluk Belirleme Limiti

M : Molar

McF : Mac Farland

MeOH : Metanol

mg : Miligram

MgSOg4 : Magnezyum Stilfat

ml : Mililitre

Mix : Bir Arada kullanilan Lactobacillus acidophilus, Limosilactobacillus

reuteri, Lacticaseibacillus rhamnosus Bakterileri

MRD : Maximum Recovery Diluent

MRS : DeMan, Rogosa and Sharpe

ng : Nanogram (One Billionth of a Gram, Gramin Milyarda Biri)

PBS : Phosphate Buffered Saline (Fosfatla Tamponlanmis Tuzlu Su)

pH : Power Of Hydrogen (Hidrojenin Giicii)

12 : Korelasyon Katsayisi

RASFF : Rapid Alert System for Food and Feed (Gida ve Yem i¢in Hizli
Uyari Sistemi)

sn : Saniye

SUA : UHT Yagsiz Siit Icerisinde Ultrason ile Aktiflestirilmis Laktik Asit

Bakterileri + UHT Yagsiz Siit+ Aflatoksin M
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Sui

TGK
TLC
UA

UHT
Ul

US
uv
WHO

: UHT Yagsiz Siit I¢erisinde Ultrason ile Inaktiflestirilmis Laktik Asit
Bakterileri + UHT Yagsiz Siit+ Aflatoksin M

: Turk Gida Kodeksi

: Thin Layer Chromatography (ince Tabaka Kromatografisi)

: PBS Icerisinde Ultrason ile Aktiflestirilmis Laktik Asit Bakterileri +
UHT Yagsiz Siit + Aflatoksin M

: Ultra High Temperature (Ultra Yiiksek Is1)

: PBS Igerisinde Ultrason ile inaktiflestirilmis Laktik Asit Bakterileri
+ UHT Yagsiz Siit + Aflatoksin M

: Ultrason

: Ultraviyole

: World Health Organization (Diinya Saglik Orgiitii)
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1. GIRIS

Aflatoksinler, Aspergillus tiirleri tarafindan tiretilen, organizmalar i¢in zararli
olan, bagisiklik baskilayici, mutajenik, teratojenik ve kanserojen olabilen toksik
metabolitlerdir (Sarlak ve ark., 2017; Serrano-Nifo ve ark., 2013). Baslica aflatoksin
tiirleri arasinda aflatoksin B; (AFB1), aflatoksin B> (AFB,), aflatoksin G (AFG1) ve
aflatoksin G2 (AFG2) yer almaktadir. Tarimsal gida iiriinlerinde en toksik ve yaygin
olan1 ise AFB;’dir. Aflatoksin M1 (AFM), AFB; ile kirlenmis yemleri tiiketen gevis
getiren hayvanlarin karacigerinde biyotransforme olan AFB;’in 4-hidroksi tiirevidir.
AFMi, glukuronik asitle baglanarak safra yoluyla atilabilir veya sistemik dolagima
katilabilir. Sistemik dolasima giren AFM;, dogrudan viicuttan atilabilecegi gibi siite
de gegcis yapabilir. Dolayisi ile siitte AFM; birikimine neden olmaktadir (Fashandi ve
ark., 2018; Marchese ve ark., 2018). Siit toksini olarak da adlandirilan AFM;'in
sitotoksik, genotoksik ve kanserojen etkileri gosterilmistir (Bovo ve ark., 2013; Sarlak
ve ark., 2017). Ayn1 zamanda AFM;, Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi (The
International Agency for Research on Cancer) tarafindan Grup 1 insan kanserojeni
olarak da bildirilmistir (The International Agency for Research on Cancer [IARC],
2002).

Tiirkiye’deki siit ve siit iirlinlerinde rastlanan AFM; diizeyinin sistematik
olarak incelendigi bir calismada (2006-2016 yillar1 arasinda) orneklerin %49’unda
AFM; tespit edildigi, %21’inin ise yasal sinirlarin {lizerinde AFM; icerdigi
bildirilmistir (Uniisan, 2019). Bu durum siit ve siit iiriinleri yoluyla aflatoksinlere
maruziyetin giiniimiizde devam ettigini gdstermis olup giivenli siit ve siit tirlinleri
saglamak i¢in mikotoksin dekontaminasyon prosediirlerinin gelistirilmesi son derece

onemlidir (Wochner ve ark., 2019).

Besin acisindan zengin bir gida olan siit, insan sagligini1 destekleme, biiyliime
ve gelismeyi kolaylastirmada 6nemli bir rol oynar. Biiylimeyi siirdiirmek, enerji
saglamak, {iireme fonksiyonlarmi desteklemek, bakim ve onarim siireclerini

kolaylastirmak, istah1 azaltmak ve genel refah1 korumak i¢in ¢ok énemli olan bir dizi
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temel makro ve mikro besine sahiptir (Tadesse ve ark., 2024). Siit ve siit iiriinleri
onemli besin kaynaklar1 oldugundan, bu iiriinlerin AFM; ile kontaminasyonu insan
saglig1 i¢in potansiyel bir risktir. Ozellikle ¢ocuklarm ve genglerin 2-4 porsiyon, ileri
yaslardaki kisilerin 3 porsiyon siit ve siit tiriinleri tiiketimi 6nerilmektedir (Besler ve
ark., 2015). Ancak bagisiklik sistemi hassas olan bireyler ve bebeklerin siitte
bulunabilecek toksik maddelerden daha biiyiikk zarar gorecegi g6z Oniinde
bulunduruldugunda AFM;’e maruziyetin azaltilmasina yonelik stratejilere gereksinim

duyulmaktadir (Yilmaz ve Ozay, 2001).

AFM; endiistriyel termal islemlere karsi direnglidir, bu nedenle siitte AFM;
bulunmasi tiiketiciler i¢in saglik riski olusturmaktadir (El Khoury ve ark., 2011;
Martinez ve ark., 2019). Baz1 fiziksel ve kimyasal uygulamalarin aflatoksin
seviyelerini azalttig1 gosterilmis olsa da gidalardaki AFM; azaltimi i¢in etkili
stratejiler olarak onaylanmamistir. Bu nedenle, aflatoksin seviyelerini azaltmak i¢in
biyolojik ajanlar, 6zellikle probiyotik mikroorganizmalar gibi dogal baglayicilar

kullanilan ¢aligmalara dikkat artmistir (Meng ve ark., 2020; Panwar ve ark., 2019).

Son yillarda 6zellikle probiyotik bakteriler ile aflatoksinlerin biyolojik
detoksifikasyonu ile ilgili arastirmalar hiz kazanmistir. En sik  kullanilan
prosediirlerden biri ise kontamine ortamdan mikotoksinleri adsorbe edebilen laktik asit
bakterileri (LAB) tiirlerinin kullanilmasidir (Assaf ve ark., 2019). Mekanizma netlik
kazanmamis olsa da adsorbsiyonun; mikotoksin ve bakteri hiicre duvar1 bilesenleri
arasinda fiziksel bir bag ile meydana geldigi diisiiniilmektedir (Bovo ve ark., 2013).
Isil islem, bakteriyel hiicre duvarlarinda denatiirasyona neden olmaktadir.
Denatilirasyon ile aflatoksinlerin bakteri hiicre duvar1 ve plazma membran
bilesenlerine baglanmasi1 gergeklesebilir. Ancak hiicre canli oldugunda bunlara
erisilememektedir. Asit uygulamasi ise bakteri hiicre duvarindaki bazi baglari kirabilir.
Bu uygulamalar ile hidrofobik etkilesimler artabilir. Ayrica bakteri 6lii (inaktif)
oldugunda toksin ile bakteri arasindaki bag daha kalic1 hale gelmektedir (Haskard ve
ark., 2001; Lee ve ark., 2003). Gida teknolojisinde son donemlerde ©one ¢ikan
yontemlerden biri olan ultrason (US), ¢esitli islemlerde yaygin sekilde
kullanilmaktadir (Yuan ve ark., 2021). US uygulamasinin yogunluguna ve ortaya
cikan sicakliga bagl olarak mikroorganizmalarin aktivasyon/inaktivasyonuna neden

oldugu bildirilmistir (Guimaraes ve ark., 2021).
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Probiyotik bakterilerin aflatoksin baglama kapasitesi susun tiirii, toksin
konsantrasyonu, ortam pH’1 (power of hydrogen), bakteri konsantrasyonu, bakterilerin
fizyolojik durumu inkiibasyon sicakligi ve siiresine bagli olarak degisebilmektedir

(Fashandi ve ark., 2018).

Yapilan literatiir taramasinda canli, 1s1 ve asit ile muamele edilen probiyotik
bakterilerin aflatoksin konsantrasyonunu azaltmada etkili olabilecegi gosterilmistir.
Ancak asit ve US ile aktivasyon/inaktivasyona maruz birakilan LAB’nin siit ortaminda
AFM; baglama kapasitesi ile ilgili calismaya rastlanmamistir. Bu nedenle ¢alismada
Lactobacillus  acidophilus, Limosilactobacillus reuteri ve Lacticaseibacillus
rhamnosus, probiyotik bakterilerine US uygulanarak AFM; baglama oranlari
arastirilmistir. Bunun yaninda LAB’ler; 1s1, asit ve US ile inaktif hale getirilerek,
inaktivasyon yontemlerinin AFM; baglama oranlar1 tizerindeki etkileri karsilagtirmali
olarak  Dbelirlenmistir. Bu c¢alismanin  gelecekteki calismalarda baglanma

mekanizmalarinin netlesmesine katki sunmasi beklenmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kiifler

Kiifler, mantarlar (fungi) alemine ait Okaryotik mikroorganizmalar olup,
dallanmis filamentler (miselyum) seklinde yapilar olustururlar ve saprofit (¢lirtikgiil)
ya da parazit olarak yasamlarini siirdiiriirler (Kacaniova, 2003). Kiiflerin obligat aerob
Ozellikte oldugu ayn1 zamanda sicak ve rutubetli ortamlarda iyi tiredigi bilinmektedir
(Jaki¢-Dimi¢ ve ark., 2009). Buzdolabi sicakligi, pH 3.5 ve minimum 0.65 su
aktivitesinde (aw) dahi gelisebilmektedirler (Erol, 2007). Hifli yapilarindan dolay1
dogada yaygin olarak bulunurlar (K&ppen ve ark., 2010). Giiniimiizde yem ve gida
tirtinlerini kontamine eden 100.000’den fazla kiif tiirii mevcuttur (Hossain ve ark.,
2004). Gida ve yemlerin kiif ile invazyonuna hasat dncesi, hasat, isleme, tasima ve
muhafaza asamasinda rastlanmaktadir (Saini ve Kaur, 2012). Uygun ortam
kosullarinda kiifler, ham ve islenmemis materyalde ¢ogalarak bir yandan {iriiniin
nitelik ve niceligini degistirip kalite kaybina neden olmakta, diger yandan da diinya
capinda insan ve hayvan sagligi lizerinde 6liime varabilen ciddi saglik problemlerine
neden olan toksik metabolitleri (mikotoksin) olusturmaktadir (Karaca, 2005).
Mikotoksin kelimesi mykes (Yunanca, mantar) ve toxicum (Latince, zehir)
kelimelerinin birlesimiyle tiiretilmistir (K&ppen ve ark., 2010). Literatiire gére dogada
mikotoksin iireten yaklasik 400 adet kiif tiirtiniin 500°den fazla mikotoksin iirettigi
tespit edilmistir. Tiim kif tlirleri toksin iiretemez; ayn1 zamanda tiim sekonder kiif
metabolitleri de toksik degildir (da Rocha ve ark., 2014). Mikotoksinler, agirlikli
olarak Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Alternaria ve Claviceps cinsleri tarafindan
dretilir. Kiifler tarafindan sentezlenen mitotoksinlere aflatoksinler, okratoksin,
trikotesenler, zearalenon, patulin, fumonisinler 6rnek olarak verilebilir (Girgin ve ark.,
2001). Bunun yaninda kiifler, birkag¢ farkli mikotoksin {iretebilir ve baz1 mikotoksinler
birkag kiif tarafindan tiretilebilir (Jard ve ark., 2011). Kiifler, dogrudan enfeksiyonlara
yol acarak mikozis adi verilen hastaliklara neden olmaktadir. Ayrica, kiiflerin iirettigi

mikotoksinler, insanlarda ve hayvanlarda "mikotoksikozis" olarak bilinen toksik



sendromlara yol agarak ciddi saglik sorunlari olusturabilmektedir (Ozkaya ve ark.,

1999).

2.2. Mikotoksin Sentezini Etkileyen Faktorler

Kiif normal gelisimini tamamladiktan sonra mikotoksin sentezlenmeye baglar.
Mikotoksin iiretiminin baslangici genellikle stres tepkisi ile iliskilidir. Ornegin;
oksidatif stres, besin stresi, 151k, pH, sicaklik ve aw gibi ¢evresel faktorler bir¢ok kiif
tiiriinde mikotoksin iiretimini giiglii bir sekilde etkilemektedir (Reverberi ve ark.,
2010). Kiiflerin mikotoksinleri mikroorganizmalardan, nematodlardan, otlayan
hayvanlardan, insan ve boceklerden korunmak i¢in “kimyasal savunma sistemi’ olarak
gelistirdigi de diistiniilmektedir (Ertas ve ark., 2011). Her bir gidanin bilesimi, nem
orani, yapist ve bulundugu cevrenin iklim kosullari, iizerinde gelisen kiif tiirlerini,
cinslerini ve miktarlarin1 etkilemektedir. Buna bagl olarak, bu kiiflerin irettigi
mikotoksin tiirleri ve seviyeleri de degiskenlik gosterir (Tunail, 2000). Tarim ve hasat
sirasinda yapilan yanlis uygulamalar, yetersiz kurutma, isleme, paketleme, depolama
ve nakliye siiregleri, kiif olusumunu kolaylagtirarak mikotoksin {iretimini

artirabilmektedir (da Rocha ve ark., 2014).

2.3. Aflatoksinler

Bu toksinlere, Aspergillus’un bas harfi "A" ve flavus kelimesinden tiiretilen
"fla" eklenerek, sonuna "toksin" sOzciigli eklenmis ve bdylece "Aflatoksin" adi
verilmistir (Frazier, 1986). Aflatoksin, en tehlikeli mikotoksin ve gida giivenligi
sorunlart olan Aspergillus flavus, ve Aspergillus parasiticus kiiflerinin iirettigi son
derece toksik sekonder metabolitlerdir (Afshar ve ark., 2020). Metanol (MeOH),
kloroform ve benzen gibi ¢oziiciiler i¢inde ¢oOziiniirler ve diisiik molekiiler agirliga
sahiptirler (Campagnollo ve ark., 2016). Aflatoksinler, "difurokumarosiklopentenon"
ve "difurokumarolakton" smiflarina dahil bilesiklerdir (Ozkaya ve Temiz, 2003).
Toplamda Bi, B2, Gi, G2, M1 ve M, olmak iizere alt1 farkli tipi bulunmakla birlikte,
gidalarda en sik rastlanan tiir Bi'dir (Ashiq, 2015). Aflatoksin tiiriiniin isimlendirilmesi

ultraviyole (UV) 151k altinda gosterdikleri renklere gore belirtilmektedir. Mavi (blue)
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floresan verenler AFB; ve AFB», yesil (green) floresan verenler AFG; ve AFG,’dir.
AFB1 ve AFB: igeren yemlerle beslenen ineklerin siitiinde rastlanan, ana molekiile
benzer fakat daha az biyolojik etki gosteren tiirevler ise AFM; ve aflatoksin M>
(AFM;) olarak adlandirilmaktadir (Reddy ve ark., 2006). M harfi ise slite gecen
tirevleri oldugu icin "Milk Toxin" anlamini igerir. "1" rakami, yliksek diizeyde
toksisiteyi, "2" rakami ise diislik diizeyde toksisiteyi temsil etmektedir (Tung, 2019).
Dort ana aflatoksinden (B1, B2, Gi ve G2), G2 daha az toksik olmakla birlikte By tiim

aflatoksinler arasinda en toksik olanidir (Nazhand ve ark., 2020).

A. parasiticus siklikla yagl tohumlar1 kontamine ederek; Bi, B2, G1 ve G2
aflatoksinlerini tiretirken, 4. flavus genellikle tahillarda bulunur ve sadece Bi ve B2
aflatoksinlerini tiretir (Giorni, 2007). Aflatoksin iiretimini destekleyen kosullar, en ¢ok
subtropikal ve tropik iklime sahip 6zellikle gelismekte olan {ilkelerde daha yaygin
karsilagilan, %13"in tlizerindeki nem ve 24 ile 37°C arasindaki sicaklik degerleridir
(Jaki¢-Dimi¢ ve ark., 2009). Ciinkii bu bolgelerdeki sicaklik ve yliksek nem orani,
kiiflerin gelismesi i¢in ideal kosullar saglamaktadir. Ancak, 10-13°C'nin altinda ve 41-
42°C'nin tlizerindeki sicakliklarda aflatoksin iiretimi sinirlanmaktadir. Aflatoksin
tireten kiifler, pH 5-6 seviyelerinde en yiiksek toksin iiretimini gerceklestirmektedir.
pH 4’iin altindaki ortamlarda ise gelisimleri yavaslamakta ve tirettikleri toksin miktar1
da diismektedir. Optimum aw degerlerinin 0.82-0.99 araliginda oldugu bilinmektedir
(Giorni, 2007).

Aflatoksinler, yiiksek 1siya oldukga direnglidir ve ancak 300°C'nin iizerindeki
sicakliklarda tamamen parcalanabilir. Bu nedenle, siitte ve diger gidalarda bulunan
aflatoksinler, pastorizasyon, siit tozuna doniistiirme veya diger pisirme sicakliklarinda
kimyasal yapisini koruyarak bozulmadan kalir (Tuncer, 1987). Bazi raporlar ise
aflatoksinlerin pastdrizasyon ve sterilizasyon gibi 1sitma islemleri sirasinda stabil
oldugunu desteklerken (Awasthi ve ark., 2012; Govaris ve ark., 2001; Prandini ve ark.,
2009), digerleri pastorizasyonun siitteki AFM; miktarin1 kismen azaltabilecegini
desteklemektedir (Deveci, 2007). Literatiirde bildirilen verilerdeki cesitlilik, siit
islemede uygulanan genis sicaklik-zaman kombinasyonlari, AFM; kantifikasyonu i¢in
kullanilan farkli analitik yontemler (ELISA, HPLC ve TLC), bugiine kadar

arastirmada kullanilan hem dogal hem de yapay olarak kontamine edilmis AFM; ve



slitiin analiz yontemine atfedilebilir. Aflatoksinler 6zellikle bu yonleriyle insan sagligi

acisindan biiytik risk olusturmaktadir.

Kis mevsiminde toplanan siit Orneklerinde yaz mevsiminde toplanan siit
orneklerine kiyasla daha yliksek AFM; konsantrasyonlarina rastlanmaktadir. Yaz
mevsiminde siit hayvanlarinin meralarda otlatilmast siitteki AFM; miktarinin
azalmasini saglamaktadir. Kis mevsiminde ise hatali depolama kosullar1 nedeniyle
kontamine misir silaji, pamuk tohumu, soya fasulyesi, kuru ot ve bugdaya dayanan
yiiksek miktarda konsantre yem kullanilmasi aflatoksinle kontamine yemleri tiiketen
hayvanlarin siitlerinde AFM; artisinin goriilmesiyle sonuglanmaktadir (Shahbazi,
2017). Siit ve siit triinlerinde Giiney Asya ve Afrika llkelerinde yiiksek AFM;
diizeylerine rastlanmakta ayrica Avrupa ve Amerika Birlesik Devletleri’nde de artis
gosterdigini bildiren ¢aligmalar bulunmaktadir (Ferreira ve ark., 2019; McCullough ve
Lloyd, 2019). Siit ve siit {irlinlerinin giinliik tiiketiminin yan1 sira, 6zellikle ¢ocuk
beslenmesinde Onemli bir yere sahip oldugu dikkate alindiginda, uluslararasi
diizenlemelerde AFM; icin belirlenen maksimum st smir 0 ila 1 pgkg
(mikrogram/kilogram) arasinda degismektedir (Igbal ve ark., 2015). Tiirk Gida
Kodeksi’ne gore ise “cig siit, 1s1l islem goérmiis siit ve siit iiriinlerinin iiretiminde
kullanilan siit” i¢in izin verilen en yiikksek AFM; miktar1 0.05 pg/kg olarak
belirlenmistir (Tiirk Gida Kodeksi [TGK], 2011).

Aflatoksinlerin insan ve hayvanlarda olusturdugu akut ve kronik seyirli
mikotoksikoza “aflatoksikozis” denir (Celik, 2001). Yiiksek diizeyde aflatoksin
tilkketmek akut aflatoksikozis ile sonuglanir ve 6zellikle gelismekte olan {ilkelerde,
farkli akut zehirlenme vakalar1 ortaya ¢ikabilmektedir (Santini ve Ritieni, 2013). Akut
toksikoz belirtileri, akut karaciger hasari (hepatotoksisite), kusma, karin agrisi,
pulmoner veya serebral 6dem, nekroz, depresyon, anoreksi, sarilik, diyare, 1518a kars1
duyalilik, hemoraji (kanama), besinlerin emiliminde ve/veya metabolizmasinda
degisiklikler, hizli bir 6liim (genellikle birkag saat veya giin) seklindedir (Yang ve ark.,
2020). Ancak giinlimiizde, insanlarda akut aflatoksin toksisite insidansi ¢ok diistiktiir.
Genelde aflatoksin toksisitesinin kronik formu ile daha ¢ok karsilagilmaktadir. Uzun
siire diisiik seviyelerde aflatoksin tliketmek, kronik aflatoksikozis ile sonuglanir
(Yiannikouris ve Jouany, 2002). Kronik aflatoksikozis, konjenital bozulma ile iligkili

teratojenik etkiler (dogum kusurlar1) ile sonuglanmakta, 6zellikle ilk embriyonik
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evrede fetiiste sakatliklar ve embriyonun viicut tarafindan emilmesi goriilmektedir
(Scaglioni ve ark., 2014). Ayrica aflatoksinler, DNA {izerinde degisikliklere yol agarak
mutasyonlara, kromozom kirilmalarina, kazanilmasina veya kaybina neden olabilen
mutajenik etkiler ile kanser olusumuna zemin hazirlayan karsinojenik etkiler
gostermektedir (Thrasher ve Crawley, 2015). Toksisite ve karsinojenitenin baglica
hedef organi karacigerdir. Bagisiklik hiicreleri tizerinde toksik etkilerinin bulunmast,
onlar1 mikotoksinler arasinda en fazla arastirilan tiirlerden biri haline getirmistir.
Kronik aflatoksikozisin, fagositik aktiviteyi ve T ile B hiicrelerin sayisin1 azaltip
(immunsupresyon) bulasic1 hastaliklara karst direnci azalttigi rapor edilmistir

(Istigomah ve ark., 2017).

Epidemiyolojik, genetik ve deneysel calismalar sonucunda, karsinojenik ve
genotoksik 6zellik gostermeleri nedeniyle World Health Organization (Diinya Saglik
Orgiitii) ve Food and Agriculture Organization (Gida ve Tarim Orgiitii), AFB;’i “Simf
17, AFM7’1 de “Simif 2B” olarak siniflandirmistir (World Health Organization [WHO]
ve Food and Agriculture Organization [FAO], 1974). Ancak yapilan son ¢alismalarla
birlikte AFM1, AFB/'den yaklasik on kat daha az toksik olmasina ragmen sitotoksik
ve kanserojen etkileri benzer diizeyde olmasindan dolayr IARC (2002), AFM;’i
insanlar i¢in karsinojenik madde olarak kabul etmis ve “Grup 1 sinifina dahil etmistir

(Tablo 2.1).

Tablo 2.1. JARC’nin insanlarda kanser yapici etkisini degerlendirdigi maddeleri
siniflandirmada kullandig1 kategoriler (IARC, 2002).

Grup 1 Insanlarda kanserojen olan maddelerdir.

Grup 2A Insanlarda kanserojen olma olasil1g1 olan maddelerdir.
Grup 2B Insanlarda kanserojen olabilecek maddelerdir.

Grup 3 Insanlarda kanserojen olarak simiflanamayan maddelerdir.
Grup 4 Insanlarda kanserojen olma olasilig1 olmayan maddelerdir.




2.4. Gidalarda Kiif ve Mikotoksin Sorunu

Gidalar, karmasik bilesenler olup, tiim yasam bicimleri i¢in karbon, enerji ve
diger gerekli maddelerin temel kaynagini olusturur (Gupta ve Srivastava, 2014).
Ancak giinlimiizde, gidalarin dioksin, mikotoksin, agir metaller, pestisitler, polisiklik
aromatik hidrokarbonlar, ilaglar ve hormonlar gibi kontaminantlarla kirlenmesi, gida
giivenligi acisindan en biiylik endise konularindan biri haline gelmistir (Barreira ve
ark., 2010). WHO’ya gore diinya ¢apinda her yil 600 milyon gida kaynakli hastalik
vakas1 ve 420 bin 6liim, insan sagligini etkileyen, mikotoksin iiretimi olan, giivenli

olmayan gidalardan kaynaklanmaktadir (Li ve ark., 2023).

Kiifler ¢cok cesitli ¢cevresel kosullarda gelisme yetenekleri nedeniyle gida ve
yemlerin ortak kirleticileri olarak kabul edilirler (Barreira ve ark., 2010). Diger bir¢cok
mikrobiyal kirleticinin aksine, kiif tiirleri firsatg1 olmakla birlikte hemen hemen her tiir
gidada gelisebilmektedir (Cheong ve ark., 2014). Mitoksinlerin bir kismi endotoksin
olarak misel i¢inde birikme 6zelligine sahipken, cogu mikotoksin miselden substrata
dogru salgilanmaktadir. Bundan dolayr kiif iceren besinlerden miseller
uzaklastirildiginda besinde mikotoksin tehlikesi ortadan kalkmamaktadir (Liu ve ark.,
2020).

Kiif sporlar1 hijyenik kosullarin yeterli olmadig tiretim prosesine (gida isleme
alanlarma), ham maddeden, gidadaki bir bilesikten, konteynerlardan hatta hava,
kontamine giysi ve ayakkabilar yoluyla gegerek gida iirliniinii kontamine
edebilmektedir (Levinskaite, 2012). Kiif kontaminasyonlarinin diinya ¢apinda her yil
yaklasik 60 milyar dolarlik tarimsal iiretim kaybina neden olabilecegi bildirilmistir
(Varsha ve Nampoothiri, 2016). Kiif tiirleri tarafindan tiretilen mikotoksinler diinyanin
her yerinde bulunur, tropikal ve subtropikal bdlgelerde daha yiiksek prevalansa
sahiptir (Gruber-Dorninger ve ark., 2019). Ayrica kiiresel diizeyde gida ve yem
orneklerinin %30-100"inii kontamine etmektedir (Pinotti ve ark., 2016). Eskola ve ark.
(2020) ise kiiresel 1sinma ve hava sartlarinin etkisine bagli olarak diinya ¢apinda
mabhsiillerin %60-80'inin mikotoksinlerle kontamine oldugunu bildirmistir. Gida
irlinlerinin mikotoksinlerle kontamine olmasi, liretim, depolama ve dagitim gibi farkl
asamalarda gerceklesebilmektedir (Bayram ve Anli, 2008; Kabak ve Var, 2006). Gida
ve Yem icin Hizli Uyart Sistemi’nin (Rapid Alert System for Food and Feed) 2019
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yilindaki raporuna gore mikotoksinler gida iiriinleri iizerindeki en énemli 10 tehlike

arasinda listelenmistir (Rapid Alert System for Food and Feed [RASFF], 2019).

Cevremizde giin gectikge gida ve yemlerin aflatoksine maruz kalmasi halk
saglig1 yoniinden baslica endise konusu olmustur. Sili’de siitte tespit edilen AFM;
konsantrasyonlarinin 0 ila 13 yas arasi ¢ocuklarda halk saglig1 i¢in bir sorun olarak
kabul edildigi ve bebeklerin 6zellikle risk altinda oldugu bildirilmistir (Foerster ve
ark., 2023). Insanlarin mikotoksinlere maruziyeti dogrudan kontamine tarim
rtinlerinin (tahil, misir, meyve vb.) alimi sirasinda veya ciftlik hayvanlarinin
mikotoksinlerle bulagik olan yemleri tiikketmeleri ile mikotoksinlerin “Carry over”
ozelligi yoluyla meydana gelmektedir. Bu sebeple, toksin igeren yemleri tiiketen
hayvanlardan elde edilen gidalar (et, yumurta, siit) vasitasiyla toksinlerin insanlara
geemesi miimkiin olmaktadir (Tiryaki ve ark., 2011). Ayrica, toksinlerin metabolize
olmus halleri, insan siitiinde, baz1 organlarda ve nadiren de yagli kas dokularinda tespit
edilebilir (Tunail, 2000). Ozellikle AFM; kontaminasyonu siit ve siit iiriinlerinde kritik
rol oynamaktadir (Yiiksel ve Albayrak, 2020). Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri
(Centers for Disease Control and Prevention [CDC)]) tarafindan yaklasik 4.5 milyar
insanin kronik olarak mikotoksinlere maruz kaldigi bildirilmistir (Emmott, 2015).
2015 ile 2019 yillar1 arasinda Avrupa Birligi’ne iiye olan iilkelere ihra¢ edilen
tirlinlerde aflatoksin ile ilgili hizli uyar1 sistemi geri bildirim sayisina bakildiginda
Tiirkiye’ nin en yiiksek geri bildirim sayisina sahip oldugu bildirilmistir (Jallow ve ark.,
2021). Bunun yani sira, yasal limitlerin iizerinde bulunan maddelerin ihracatinin
yasaklanmasi, s6z konusu iiriinlerin i¢ piyasada yeniden tiiketime sunulmasina yol

acmaktadir (Kabak ve ark., 2006).

Mikotoksinler halk sagliginin yaninda {ilke ekonomilerinde de ciddi kayiplara
neden olmaktadir. Bu ekonomik kayiplar alti ana maddede 6zetlenebilir; (i) toksik
kiiflerin insan ve hayvanlarda neden oldugu hastaliklarin tedavi maliyetleri, (ii)
mikotoksin kontaminasyonu sonucu mahsullerde olusan deger kayiplari, (iii)
mikotoksinlerin hayvanlarda yol agtig1 saglik sorunlari nedeniyle meydana gelen
verim diislislerinden dogan masraflar, (iv) yem maddelerinden mikotoksinlerin
temizlenmesi i¢in gerekli olan maliyetler, (v) lilkelerin mikotoksin limitlerine uygun
olmayan iirtinleri ticari olarak ihra¢ edilmesinin engellenmesiyle ortaya ¢ikan zararlar,

(vi) mikotoksin yoOniinden yasal sinirlar iizerinde olan maddelerin ihracinin
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engellenmesi sonucunda tekrar i¢ pazarda bu iriinlerin tiiketilmesinden kaynakli

ekonomik kayiplar olarak siiflandirilabilir (Kabak ve ark., 2006).

Akdeniz iilkelerinde siit ve siit {iriinlerinde bulunan AFM; varligim1 20 yillik
stire boyunca (2000-2020) sistematik olarak inceleyen bir ¢calismada; AFM; goriilme
siklig1 %40 olarak belirlenmistir. Ayni ¢alismada ¢ig siitlerin %40’dan fazlasinda
AFM; tespit edilmistir. Tiirkiye’de yapilan 47 ¢calismada ise ¢ig siit orneklerinde tespit
edilen AFM; aralig1 0.0-0.30 ng/ml (nanogram/mililitre); 1s1 islem goérmiis siitlerde
0.0-0.70 ng/ml ve siit iirinlerinde ise 0.0-5.20 ng/ml oldugu bildirilmistir. Diinya
genelinde yapilan calismalarda da siit iirlinlerinde (AFM; konsantrasyonu yiiksekten
diisiige dogru; peynir > tereyagi > yogurt > siitlii tathh > dondurma) oldukga yiiksek
konsantrasyonlarda AFM; varlig1 bildirilmistir (Malissiova ve ark., 2024).

AFM| bakimindan peynir prosesi incelendiginde, krema ayrimi son tiriindeki
AFM; konsantrasyonunu etkileyebilmektedir. Bunun nedeni olarak, AFM; kazeinin
hidrofobik bdlgelerine baglanan suda ¢oziinen bir bilesiktir ve bu nedenle yagsiz
kisimda daha baskin olmaktadir (Kaniou-Grigoriadou ve ark., 2005). Battacone ve ark.

(2005)’a gore AFM1'in konsantrasyonu lorda siittekinden daha yiiksektir.

Peynir cesitlerinde AFM; seviyelerini etkileyebilecek bazi faktorler vardir
(Khaneghah ve ark., 2021). Bunlardan bazilar1 siit tiirii (sagilan hayvan, iilkenin
cografi kokeni ve mevsimsel kosullar), siitiin kontaminasyon derecesi (siit kalitesi),
peynir lretimi, olgunlasma ve depolama kosullar1 (tuz konsantrasyonu, bagil nem,
mayalama sicaklifi, kesim boyutu, baskilama siiresi, peynir ve tuzlu suyun pH') ve
toksin kantifikasyonunda kullanilan analitik yontemlerdir (Alahlah ve ark., 2020;
Battacone ve ark., 2005; Campagnollo ve ark., 2016; Casquete ve ark., 2017; Cavaliere
ve ark., 2006; Cavallarin ve ark., 2014; Chavarria ve ark., 2017; Hassan ve Kassaify,
2014; Kamel ve ark., 2017; Kure ve Skaar, 2019). Beyaz peynirde yapilan ¢alismada
0-90 giinliik olgunlagma sirasinda AFM; konsantrasyonundaki degisim ¢ok kiiclik bir
azalma ile ortalama %9.8 olarak kaydedilmistir (Colak, 2007). Baz1 ¢aligmalarda ise
peynirin olgunlagsma ve depolama siiresinin AFM; seviyelerini etkilemedigi rapor
edilmistir (Fernandes ve ark., 2012; Tha ve ark., 2013; Nilchian ve Rahimi, 2012).
Diger baz1 arastirmalarda ise bu durumun tam tersi olarak olgunlagsma ve depolamanin

AFM; seviyelerini artirdig1 ifade edilmistir (Hassan ve ark., 2018; Montagna ve ark.,
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2008). Bunun yaninda peynir tiirlerindeki AFM; konsantrasyonunun, toksinin zamanla
bozulmasi nedeniyle depolama sirasinda azaldigini bildiren g¢alismalar da vardir
(Anfossi ve ark., 2011; Oliveira ve ark., 2011). Aym degisken durumlar yogurt
orneklerinde de rapor edilmistir. Baz1 arastirmacilar (Blanco ve ark., 1993; Stoloff,
1980; Van Egmond, 1983) tarafindan yogurt prosesi boyunca AFM; diizeyinde
degisiklik olmadig: belirtilirken, digerleri tarafindan fermantasyondan sonra yogurt
orneklerindeki AFM; seviyelerinin baslangigta siite eklenenlere kiyasla 6énemli bir
diisiis gosterdigi bildirilmistir (Govaris ve ark., 2002). Fermantasyon sirasinda pH
seviyesinin diismesi, kazein gibi siit proteinlerinin yapisinin degistirerek yogurt
pihtisinin olusumu saglanmaktadir. Yogurt tiretimi sirasinda kazein yapisinda ortaya
cikan bu degisim, AFM'in kazeinle etkilesimini etkileyebilir ve ¢okeltideki toksinin
adsorpsiyonuna neden olabilir (Brackett ve Marth, 1982; Dosako ve ark., 1980).

Tiirkiye’de 2021-2024 yillar1 arasinda ¢ig siit Ornekleri ile yapilan
caligmalarda; Cilenti ve ark. (2024) tarafindan Adiyaman ilinde 2021-2022
tarithlerinde satisa sunulan 96 ¢ig inek siitlinde %44.79 oraninda pozitif sonug tespit
edilmistir. Maksimum tespit ettigi toksin konsantrasyonunun 0.054 ng/ml olmas: ile
birlikte sokak saticilarindan aliman orneklerin tamaminin pozitif sonu¢ verdigi
bildirilmistir. Calismada TGK’nin maksimum yasal sinirin1 asan 4 6rnegin 2’sinin
sokak siitii oldugu rapor edilmistir. Corum ilinde Ozbey ve ark. (2023) tarafindan 200
¢ig inek siitii orneginden yapilan ¢aligmada ise siitlerin %64.5’inde AFM; tespit
edilmis ve bunlarin 0.022-0.401 ng/ml arasindaki seviyelerde bulundugu bildirilmistir.
Yine baska bir calismada Diyarbakir ilinde kii¢iik olgekli aile tipi isletmelerden
toplanan 42 ¢ig inek siitlerinin %95.2’sinde AFM; tespit edilmis ve bunlarin
%16.6’s1n1n yasal sinir1 astigi bildirilmistir (Duman Aydin ve ark., 2023).

Tiirkiye’de peynir 6rnekleri ile 2020 yilinda yapilan ¢alismada Demir ve ark.
(2021) tarafindan Elazig, Kovancilar, Bingoél ve Tunceli'den toplanan taze beyaz
peynir orneklerindeki AFM; insidansinin sirasiyla 0.71-4.50 ng/ml, 1.80-4.33 ng/ml,
0.12-3.96 ng/ml ve 1.35-3.51 ng/ml arasinda degistigi bildirilmistir.

Dénmez ve Uzun (2024), Istanbul ilinde 84 tereyagi orneginde AFM;
diizeylerini 0.04-0.15 ng/ml arasinda ve orneklerin %79.7’sinin yasal sinirlar astigim

rapor etmistir.
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2.5. Mikotoksin Kontrol Yontemleri

Kiifler dogada yaygin olarak bulunmalari ve c¢ok dayanikli toksinler
(mikotoksin) liretmeleri nedeniyle bunlardan korunma ve kontrol olduk¢a zordur (Jard
ve ark., 2011). Mikotoksinlerin yan etkilerini azaltmak veya ortadan kaldirmak i¢in
farkls stratejiler gelistirilmistir. Bunlar; mikotoksik kiiflerin geligmesinin dnlenmesi ve
toksinlerle kirlenmis gida ve yemlerin detoksifikasyonu seklindedir (Hathout ve Aly,
2014). Bu bilesikleri ortadan kaldirma seceneklerini arastiran bir dizi ¢alismada,
sorunu ¢dzmenin en iyi yolunun mikotoksin olusumunu 6nlemek oldugu sonucuna
varilmigtir. Bu amagcla, tarimsal iiriinlerin mekanik hasar gormesini engellemek,
bitkileri dogru zamanda hasat etmek ve hayvanlara kiiflenmis yem vermekten
kaginmak onemlidir. Bunlarin yaninda yemlerde ve insan gidalarinda aw degerini
0.60’mn altina diistirmek, depolama esnasinda uygun muhafaza kosullar1 (sicaklik,
nem) saglamak, oksijen alimin1 durdurmak, gidalarin izlenebilirliklerinin siirekliligini
saglamak, yasal yonden kabul edilebilir mikotoksin limitlerini asan gida ve yemlerin
tiikketilmesini engellemek yapilabilecek uygulamalardandir (Kabak ve ark., 2006;
Magan ve Aldred, 2007; Magan ve ark., 2010). En etkili stratejinin kiif gelisimini
onleyerek mikotoksin sentezlenmesini engellemek olmasia karsin bu yontem pek
miimkiin  olmamaktadir  (Sevim, 2016). Bu nedenle, mikotoksinlerin
dekontaminasyonu, inaktivasyonu ve uzaklastirilmasina yonelik alternatifler

aranmalidir.

2.6. Mikotoksin Detoksifikasyon Yontemleri

Mikotoksinlerin saglik ve ekonomik ag¢idan neden oldugu sorunlar,
arastirmacilar1 gidalarda mikotoksin azaltilmasi veya tamamen ortadan kaldirilmasina
yonelik ¢alismalara yonlendirmis ve bu amacla “detoksifikasyon” olarak tanimlanan
uygulamalar ortaya konmustur (Yi1lmaz ve Ozay, 2001). Giiniimiizde mikotoksinlerin
gida ve yemlerden uzaklastirilmas1 amaciyla uygulanan islemler, fiziksel, kimyasal ve

biyolojik olmak iizere {i¢ ana kategoride toplanabilmektedir (Karlovsky ve ark., 2016).

Detoksifikasyon yontemlerinin kabul edilebilir olmasi i¢in FAO ve WHO nun

belirledigi kriterler sunlardir; (i) toksini etkisiz hale getirerek, pargalayarak
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uzaklastirmali, (ii) yeni toksik maddelerin olusumuna neden olmamali, (iii) iirliniin
besin degerini korumali, (iv) {iriin iiretim siirecindeki teknolojik islemleri biiyiik
Olclide degistirmemeli, (v) miimkiinse kiif sporlarin1 tamamen ortadan kaldirmalidir

(FAO ve WHO, 1974).

Fiziksel detoksifikasyon yontemleri arasinda; mekanik ayirma, yogunluk
farkina dayali ayristirma, yikama, parlatma, 6giitme ve ¢oziicii ile ekstraksiyon gibi
islemlerin yani sira termik inaktivasyon, ekstriizyon (sikistirma ve yiiksek 1sida igleme
yontemi), 1sinlama, mikrodalga ile 1sitma ve ultraviyole uygulamalar1 da
bulunmaktadir (Awad ve ark., 2010; Peltonen ve ark., 2001). Bugiine kadar incelenen
mikotoksinlerin 6nemli bir kismi1 geleneksel 1si1l islemlere (80-121°C) oldukga
dayaniklidir. Haglama, kizartma ve pastorizasyon gibi islemler sirasinda toksinlerin
miktarinda ya ¢ok az bir azalma gozlenmekte ya da hicbir degisiklik meydana
gelmemektedir (Mishra ve Das, 2003). Ornegin; 1s1l islem ile istenen etkiyi elde etmek
icin ham madde kalitesini diisiirecek olan ytiksek bir sicaklik kullanilmak zorundadir
(Guan ve ark., 2012). Tahillardaki mikotoksinlerin azaltilmasinda temizleme, yikama,
su ile ekstraksiyon, 6giitme, 1ginlama, yiizdiirme ve hasarli tanelerin ayrilmasi gibi
fiziksel yontemlerin yalnizca sinirlt bir etkiye sahip oldugu belirtilmistir (Karlovsky
ve ark., 2016). Ayn1 zamanda durulama ve soyma, mikotoksin ve yan iiriinlerini
soliisyonda birakarak ikincil kontaminasyona neden olabilmektedir (Abad ve ark.,
2002). Ayrica fiziksel yontemlerin biiytlik bir kisminin etkisiz oldugu, nispeten yiiksek
maliyetlere yol actigt ve uygulama sirasinda iriindeki faydali besin 6gelerinin
azalmasina veya tamamen yok olmasina neden olabilecegi ifade edilmektedir

(Kolosova ve Stroka, 2011).

Alkalizasyon, oksidasyon, asitlestirme, amonyaklastirma ve indirgeme dahil
olmak tizere kimyasal yontemler, gida ve yem endiistrisinde mikotoksin igerigini
gidermek veya azaltmak i¢in uygulanmaktadir (Jard ve ark., 2011). Bu maddeler
arasinda, kalsiyum hidroksit, monometilamin, sodyum bisiilfit, nemli ve kuru ozon,
klor gazi, hidrojen peroksit, askorbik asit, hidroklorik asit (HC), kiikiirt dioksit gazi,
formaldehit, amonyak ve amonyum hidroksit yer almaktadir (Awad ve ark., 2010).
Toksinleri dezenfekte etmek i¢in klor dioksit gibi kimyasal maddelerin kullanilmasi
gidalarin  goriinlimiinii ve tadin1 bozabilirmektedir (Yu ve ark., 2020a). Ozon

detoksifikasyonu, iiretim maliyetlerini artiran 6zel ekipman ve ek fonlar
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gerektirmektedir (Li ve ark., 2015). Detoksifikasyon elde etmek i¢in kimyasal
reaktiflerin kullanilmas1 da ham maddelerin kalitesini etkileyebilir ve daha fazla
kontaminasyona yol acabilir (Zhang ve ark., 2018). Dolayisiyla, ¢ogunlukla kimyasal
detoksifikasyon yontemleri FAO sartlarin1 karsilamamaktadir (Conte ve ark., 2020).
Buna ek olarak, kimyasal maddelerin tasinmasinin isgiler i¢in potansiyel bir risk
olusturabilecegi belirtilmektedir (Awad ve ark., 2010). Fiziksel ve kimyasal
yontemlerin ¢evre ve insan saglhigi tizerindeki bu olumsuz etkileri ve etkinlik agisindan
yetersiz kalmalar1 nedeniyle insan sagligina zarar vermeyen uygun maliyetli, glivenilir

ve etkili yontemlerin gelistirilmesi gereklidir (Liu ve ark., 2020).

Son zamanlarda, 1yi olarak tanimlanmis mikroorganizmalarin veya bunlarin
antimikrobiyal bilesiklerinin muhafaza i¢in gidalarda kullanimi, tiiketicilerin sentetik
kimyasallara giivenmek yerine daha dogal gida muhafaza yaklagimlarina taleplerinin
artmasi nedeniyle biiyiik bir ilgi gérmiistiir (Mishra ve Das, 2003). Ozellikle siit ve siit
tirlinlerinin; ¢ocuklar ve bagisiklik sistemi baskilanmig hastalar olmak iizere tiim yas
gruplari i¢in ihtiya¢ duyulan besin maddelerine sahip olmasi nedeniyle tiiketilmesi
onerilmektedir (Giirbay ve ark., 2006). Bu nedenle, insan tiiketimine yonelik gidalarin
giivenligini artirmak i¢in biyolojik detoksifikasyon dnlemlerinin gelistirilmesi esastir.
Biyolojik detoksifikasyonun fiziksel ve kimyasal detoksifikasyondan daha etkili
oldugu disiiniilmektedir (Yao ve Long, 2020). Biyolojik detoksifikasyon
caligsmalarinda LAB’ler, glivenli, ucuz, ¢evre dostu, hizli gelismeleri ve mikotoksinler
tizerinde yaklasik %12—-100 arasinda detoksifikasyon oranlarindan dolay1 6zellikle
arastirma konusu olmus ve ticari 6lgekte kullanilabilir hale gelmistir (Afshar ve ark.,

2020; Peles ve ark., 2021; Pop ve ark., 2022).

2.7. Laktik Asit Bakterileri

LAB’ler genellikle uzun veya kisa ¢ubuk ya da kok formunda bulunmaktadir.
Tamami gram-pozitif, spor olusturmayan, aside toleranshi o6zelliklere sahiptir.
Cogunlugu mikroaerofilik olmakla birlikte mutlak anaerob tiirleri de i¢cermektedir.
Ayrica katalaz negatif ve sitokrom igermeyen bir mikroorganizma grubunu
olustururlar (Cakmake¢1 ve ark., 2011; Kandler, 1983). Gram pozitif bakteri hiicre

duvari, D-amino asit iceren peptitler tarafindan ¢apraz baglanmis polisakkarit
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zincirlerinden olusan, peptidoglikan ve teikoik asit katmanlarindan olusmaktadir
(Vollmer ve ark., 2008). Optimum gelisme kosullarina gére mezofilik (20-30°C) ve
termofilik (37-45°C) olmak iizere ikiye ayrilmaktadir (Fashandi ve ark., 2018). Bu
bakteriler Bifidobacterium spp., Enterococcus spp., Lactobacillus spp., Leuconostoc
spp., Lactococcus spp., Pediococcusus spp., Streptococcus spp. gibi bir¢ok cinsten
olusmaktadir (Hladikova ve ark., 2012; Peles ve ark., 2021). Tim LAB’ler,
fermantasyon sirasinda karbonhidrat metabolizmasindan ana iirlin olarak laktik asit
tretmektedir. LAB’ler, heksozlardan laktik asit (% 50), asetik asit, CO:
(karbondioksit), etanol ve mannitol iireten heterofermentatif LAB ve heksozlardan
esas olarak laktik asit (% 85) lireten homofermentatif LAB olmak {izere iki ana
fizyolojik gruba ayrilmistir (Kandler, 1983). Laktobasil tiirleri, fermente gidalardan
dogal olarak izole edilir ve insan mikrobiyotasinin temel iiyeleridir. Insanlarda, agiz
boslugunu, gastrointestinal ve iirogenital yollar1 ve anne siitiinii kolonize ederler
(Somer ve ark., 2012). Bir biitiin olarak, bu cins insanlar i¢in faydalidir, birgok
probiyotik 6zellige sahiptir ve nadiren hastalikla iligkilendirilmektedir (Boonma ve

ark., 2014).

Simdiye kadar bircok LAB, gidalarda kiif olusumunu engelleme
yeteneklerinden dolay1 “Yesil koruyucular” olarak kabul edilmistir (Pawlowska ve
ark., 2012). LAB, gidalarda kullanim ig¢in giivenli oldugu, gidalarin raf omriini
uzattig1, yogurtta oldugu gibi sindirilebilirligi artirdig1, mikotoksinleri uzaklagtirmada
iyi islev gormeleri ve kolayca kiiltlirlenip muhafaza edilebilen ¢ok sayida sus oldugu

icin diger mikroorganizmalara gore daha ¢ok tercih edilmektedir (Wu ve ark., 2009).

LAB’lerin igerisinde probiyotik bakteriler de yer almaktadir. Probiyotikler
“yeterli miktarda alindiginda saglik yarar1 saglayan canli mikroorganizmalar” olarak
tamimlanmaktadir (Ozden, 2013). Ozellikle diyare, alerji, inflamatuvar-irritabl
bagirsak hastaliklari, Helicobacter pylori enfeksiyonu, obezite, diyabet,
gastrointestinal sistem kanseri vb. pek ¢ok hastalikla iliskisi gosterilmistir (Butel,
2014; Galli ve Risé, 2017). Probiyotiklerin kullaniminin temel nedeni, bu
mikroorganizmalarin uzun bir giivenilirlik ge¢gmisine sahip olmasi ve genel olarak
giivenli kabul edilmesidir (Generally Recognized As Safe [GRAS]). Baz1 LAB’lerin,
gastrointestinal sistemde canliliklarini siirdiirebilme gibi fizyolojik 6zellikleri, onlarin

probiyotik olarak kullanilma potansiyelini artirmaktadir. LAB’lerin bu yetenekleri,
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diisiik pH, safra tuzlar1 ve genis bir sicaklik aralifinda hayatta kalma ve gelisebilme

kabiliyetlerinden kaynaklanmaktadir (Giirsoy ve Kinik, 2011).

Probiyotikler ve probiyotik igeren diyet takviyelerinin tiiketimi gastrointestinal
sistem semptomlarini ve sagligini iyilestirmek i¢in onerilmektedir (Jana ve ark., 2020).
Probiyotikler, saglik iizerinde olumlu etkilerini yalnizca, tiikketim anina kadar besin
icerisinde minimum diizeyde bulunmasi gereken miktarda mikroorganizma
icerdiginde gosterebilir. TGK Etiketleme Yonetmeligi'ne gore, bir gidanin probiyotik
{iriin olarak siniflandirilabilmesi i¢in en az 10° kob/gr (koloni olusturan birim/gram)
canli probiyotik bakteri icermesi gerekmektedir (TGK, 2011). Ancak, depolama ve
sindirimin probiyotik canlilif1 iizerindeki olumsuz etkileri dikkate alindiginda, etkili
bir aktivite i¢in bu miktarm 108-10° kob/ml seviyesinde olmas1 6nerilmektedir (Knorr,
1998). Ayrica, sindirim sistemine 10° kob/ml canli hiicre alinabilmesi igin, probiyotik
tirtinlerin diizenli olarak yaklasik 100 g/giin tiiketilmesi gerektigi belirtilmektedir

(Karimi ve ark., 2011).

Lacticaseibacillus rhamnosus (eski adiyla Lactobacillus rhamnosus),
Lactobacillus acidophilus ve Limosilactobacillus reuteri (eski adiyla Lactobacillus
reuteri) insan bagirsagindan izole edilen en ¢ok calisilan ve uygulanan Lactobacillus
tiirlerindendir (Boonma ve ark., 2014; Giirsoy ve Kinik, 2011). L. rhamnosus GG,
1983'te Gorbach ve Goldin tarafindan izole edilen ve antibiyotikle iligkili ishal, idrar
yolu enfeksiyonlari, gida alerjileri hatta iilseratif kolit ve irritabl bagirsak sendromu
gibi iltihapl bagirsak hastaliklar tizerindeki yararli etkilerini vurgulayan ¢ok sayida
klinik ¢alismada kapsamli olarak arastirilmistir (Capurso, 2019; Segers ve Lebeer,
2014). Sonug olarak, L. rhamnosus, saghga faydali 6zellikleri nedeniyle en kapsamli
sekilde incelenen tiirlerden biri olarak ortaya ¢ikmustir (Hill ve ark., 2018). 1990
yilinda diskidan izole edilerek L. acidophilus adi verilen bakteri, giiniimiizde
probiyotik bakterilerin temsilcisi olarak bilinmektedir (Y 6riik ve Giiner, 2011). Glikoz
intoleransi ve oksidatif stresi geciktirdigi, total kolesterol seviyesini diistirdiigii rapor
edilmistir (Ejtahed ve ark., 2012; Yadav ve ark., 2006). Baslangicta anne siitiinde
kesfedilen ve su anda neredeyse tiim omurgalilarin ve memelilerin bagirsaklarinda
bulundugu bildirilen L. reuteri, iyi bagirsak kolonizasyonuna ve bakteriyosin

salgilama yetenegine sahiptir. Ayrica musin (mukoprotein) genlerine sahip olmasi

17



bagirsak organoidlerinin gelisimini ve olgunlagmasini tesvik etmekte ve musin

salgilanmasini artirmaktadir (Jiang ve ark., 2022).

LAB’ler, bagirsak sisteminin dogal florasi olmalarmin yaninda tarimin
baslangicindan itibaren yiyecek ve igecekleri korumak i¢in et, siit ve sebzelerin
fermentasyonunda kullanilmistir (Miller ve Wetterstrom, 2000). Bunun yaninda silaj,
sarap, eksi hamur ve bir¢ok yerli fermente gidanin iiretimi i¢in de gereklidir (Nuraida,
2015; Zannini ve ark., 2016). Mikotoksinlerin gida ve yemlerden biyolojik
yontemlerle detoksifikasyonunda, mikroorganizmalarin gida iiretiminde uygulanan
fermantasyon siirecleri sirasinda etkili olabilecegi one siiriilmiistiir (Assaf ve ark.,
2019). Bu faktorler ve teknolojik 6zellikleri nedeniyle Lactobacillus suslar1 gida
iretimi, muhafazast ve fermantasyonunda starter kiiltiir veya probiyotik
mikroorganizmalar olarak giderek daha fazla kullanilmaktadir (Douillard ve ark.,

2013).

LAB’ler, metabolik aktiviteleri sonucunda laktik asit lireterek pH seviyesini
diisiirmektedir. Bu 6zellikleri sayesinde, bircok fermente gidada aroma bilesenlerinin
olusumunu desteklemeleri ve pH’y1 etkin bir sekilde diigiirmeleri nedeniyle yaygin
sekilde kullanilmaktadir (Somer ve ark., 2012). Genel olarak, laktobasillerin siitii
asitlestirme kapasitelerinin 37°C ve 40°C sicakliklarda, 30°C’ye gore daha yiiksek
oldugu belirlenmis ve bu agidan en etkili suslarmn L. rhamnosus’a ait oldugu tespit
edilmistir. Bununla birlikte, yapilan caligmalarda incelenen laktobasiller arasinda
asitlestirme kabiliyeti en diisiik olan suslarin L. reuteri’ye ait oldugu gorilmiistiir
(Giirsoy ve Kinik, 2011). LAB’ler, tirettikleri metabolitlerle diger mikroorganizmalara
karst antimikrobiyal ve antagonistik etki gostermektedir. Laktik asit, asetik asit,
hidrojen peroksit, bakteriyosinler, diasetil, alkol ve CO> gibi olusturduklar
metabolitler, birgcok mikroorganizmanin gelisimini engellemektedir (Ceyhan ve Alig,
2012). Bunun yam sira L. reuteri suslan tarafindan gerceklestirilen metabolizmanin
son f{irtinleri olan bakteriyosinler, reuterin ve reuterisiklin gibi daha karmagik
molekiiller sentezlerler (Abuqwider ve ark., 2022). Ayrica hiicre yiizeyi ekstraktinin
gida endiistrisinde gida kaynakli patojenlere ve saprofitlere karsi alternatif bir
antimikrobiyal ve antibiyofilm ajan1 olarak kullanilabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Guan

ve ark., 2023).
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Son yillarda, paraprobiyotikler ve postbiyotikler olarak adlandirilan,
probiyotiklerin insan saglig: tizerindeki faydalarini ve etkilerini gosterebilmeleri i¢in
bakteriyel canliligin sart olmadig1 kavramina dayanarak yeni terimler ortaya ¢ikmustir.
“Inaktif probiyotikler" olarak da bilinen paraprobiyotikler, yeterli miktarda
uygulandiginda tiiketicilere fayda saglayan, 6lii mikrobiyal hiicreleri ifade etmektedir
(Aguilar-Toala ve ark., 2018; Taverniti ve Guglielmetti, 2011; Tsilingiri ve Rescigno,
2013).

Bakteriyel hiicre inaktivasyonu, mikrobiyal hiicre yapilarini veya fizyolojik
fonksiyonlarmi etkileyebilen fiziksel (mekanik pargalama, 1s1l islem, ultraviyole
1sinlamasi, dondurarak kurutma ve US) veya kimyasal (asit) ydntemlerle
gerceklestirilebilir (Aguilar-Toala ve ark., 2018). Olii probiyotik hiicrelerin canli
probiyotiklere gore avantajlari bulunmaktadir. En Onemlisi, bagisiklik sistemi
zayiflamig bireylerde enfeksiyona veya artmis inflamatuvar yanitlara yol agan risklerin
azalmasidir. Daha giivenli olmalarinin yani1 sira, paraprobiyotikler probiyotiklere
kiyasla daha uzun raf Omriine sahiptir (Nakamura ve ark., 2016; Taverniti ve

Guglielmetti, 2011).

Metabiyotikler, biyojenikler veya basitge metabolitler/CFS'ler (cell free
supernatant-hiicresiz siipernatantlar) olarak da bilinen postbiyotikler, canli bakteriler
tarafindan salgilanan veya bakteriyel lizis sonrasinda salinan, ¢ziiniir faktorleri ifade
etmektedir (Aguilar-Toala ve ark., 2018; Cicenia ve ark., 2014; Konstantinov ve ark.,
2013; Tsilingiri ve Rescigno, 2013). Bu biyoiiriinler arasinda kisa zincirli yag asitleri,
enzimler, antimikrobiyal peptitler, teikoik asitler, peptidoglikan tiirevi muropeptitler,
endo- ve ekzopolisakkaritler, hiicre yiizeyi proteinleri, vitaminler, plazmalojenler ve
organik asitler yer almaktadir (Konstantinov ve ark., 2013; Oberg ve ark., 2018;
Tsilingiri ve Rescigno, 2013). Postbiyotikler, agik kimyasal yapilari, giivenli doz
parametreleri, uzun raf dmiirleri; antimikrobiyal, antiinflamatuar, immiinomodiilator,
antiobezojenik, antihipertansif, hipokolesterolemik, antiproliferatif ve antioksidan
aktivitelere sahip c¢esitli molekiillerin varligi nedeniyle dikkat ¢ekmektedir. Bu
ozellikler, postbiyotiklerin konak sagliginin iyilestirilmesine katkida bulunabilecegini
gostermektedir. Ancak kesin mekanizmalar heniiz tam olarak aciklanmamigtir
(Aguilar-Toala ve ark., 2018; Taverniti ve Guglielmetti, 2011; Tsilingiri ve Rescigno,

2013).
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2.8. Biyolojik Detoksifikasyon ve Mekanizmasi

Hiicre duvar1 bilesenleri yoluyla mikotoksin adsorpsiyonu (baglanarak
uzaklastirma), LAB’ler tarafindan (sentetik ortamdan, gidadan veya yemden)
mikotoksinin uzaklastirilmasinda en yaygin mekanizmadir. LAB’nin hiicre duvari;
peptidoglikan, protein, polisakkarit, lipoteikoik asit ve teikoik asitleri iceren bir
tabakadan olusur (Chapot-Chartier ve ark., 2010). Her bakterinin kendine 6zgii hiicre
ylizey alani, hiicre duvar hacmi, nitrojen-karbon (N/C) oran1 ve hidrofobikligi vardir.
Ayrica, her tir LAB’deki peptidoglikanlarin aminoasit kompozisyonlar1 veya
glikopolimer yapilarinin farkli olusu, hiicre ylizeyinin modelini ve yapisini etkilemistir
(Chapot-Chartier ve ark., 2010; Delcour ve ark., 1999). Bu durum, LAB’ler tarafindan
mikotoksinleri uzaklastirma kabiliyetlerinde 6nemli farkliliklara neden olacagi
anlamina gelmektedir (Adunphatcharaphon ve ark., 2021). Mikotoksinlerin hiicre
ylizeyine adsorbe edilerek uzaklastirilmasi, LAB suslarinin hiicre duvarindaki
polisakkaritler, protein ve peptidoglikanlarin varligi ile baglantilidir (Chapot-Chartier
ve Kulakauskas, 2014; Haskard ve ark., 2000). Yapilan ¢aligmalar sonucunda ortamda
bulunan protein miktar1 ne kadar yiliksekse baglanmanin o kadar fazla olacagi
bildirilmektedir (Brackett ve Marth, 1982). Dahas1 fermantasyon ile beraber hiicre
zarinin yeniden sekillenmesi ve peptidoglikan biyosentezinin degistigi bilinmektedir.
Bu durum hiicre duvarn kalinligi, agregasyon ozellikleri ve hiicre duvar1 bilesiminin
degismesine yol agmaktadir (Suissa ve ark., 2023). Diger yandan teikoik asit gibi diger
bilesenler de baglanma siirecinde rol oynamaktadir (Hernandez-Mendoza ve ark.,
2009b). LAB’nin hiicre duvarindaki teikoik asit fraksiyonlar1 yiiksek
konsantrasyonlarda fosfor icerir ayrica teikoik asit igerigi tiir ve sus Ozgiilliigline

baghdir (Livins’ ka ve ark., 2012; Ojha ve ark., 2017).

Aflatoksin adsorpsiyonunun tersinir oldugu ve bu durumun, kontamine
besiyerinde bulunan mikotoksinin tamamen ortamdan uzaklastirilmasini engelledigi
belirtilmektedir (Guan ve ark., 2008). Adsorbanlarin geri doniisiimlii baglanmasinin,
Van der Waals etkilesimleri ve hidrojen baglar1 gibi kovalent olmayan baglarin
etkilesiminden kaynaklandigina inanilmaktadir. Mikotoksin kovalent olmayan sekilde
hiicre dis1 olarak baglanirsa, baglanma da yeterince giiglii degilse, gastrointestinal
sistemdeki bakteri yiizeyinin siirekli yikanmasiyla ortama salinabilmektedir. Birgok

calismada LAB’lerin aflatoksine geri doniislimlii ve yeterli olmayan oranlarda
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baglandig1 bildirilmistir (Bovo ve ark., 2013; Bueno ve ark., 2007; Haskard ve ark.,
2001; Hernandez-Mendoza ve ark., 2009a; Peltonen ve ark., 2001; Serrano-Nifno ve
ark., 2013). Ayrica calismalarda AFM; ile bakteri stabilizasyonu degerlendirilmis ve
s1vi ortamda yikanma sonrasi bakterilerin AFM;’1 ortama geri saldigi tespit edilmistir
(Bovo ve ark., 2013; Serrano-Nifio ve ark., 2013). Bu nedenle, bakterilerin fizyolojik
durumunu degistirerek (1s1 ve asit ile inaktivasyon gibi) bir¢cok baglanma ve kalicilig
artirma caligmalar1 yapilmistir (Abdelmotilib ve ark., 2018; Bovo ve ark., 2013;
Corassin ve ark., 2013; El-Nezami ve ark., 1998b; Haskard ve ark., 2001; Ismail ve
ark., 2017; Kabak ve Var, 2008; Karazhiyan ve ark., 2016; Kuhari¢ ve ark., 2018;
Rahaie ve ark., 2010; Yiicel, 2019; Yiiksel ve Albayrak, 2020). Bu c¢alismalar kendi
igerisinde karsilastirildiginda, gruplarda kullanilan LAB’lerin tiir ve alt tiirlerine bagh
olarak genellikle inaktif bakterilerin canli bakterilerden daha yiiksek detoksifikasyon
kapasitesine sahip oldugu bildirilmektedir.

Baglanma mekanizmalar1 net olmamakla birlikte, aragtirmacilar inaktif
hiicrelerle baglanma artigini “‘Gram pozitif bakterilerde hiicre duvarinin peptidoglikan
yapisindan dolay1 olduk¢a kalin olmasi mikotoksinlerin daha fazla baglanmasini
engelleyebilir’’ seklinde agiklamaktadir (Haskard ve ark., 2001). Peptidoglikan
tabakanin kalinhig fiziksel islemlerle, 6rnegin; 1s1 ve asit gibi cevresel faktorlerle
azaltilabilmektedir. Boylece daha fazla mikotoksin baglanma alanlarinin agiga
¢ikmasina zemin hazirlanabilmektedir (EI-Nezami ve ark., 1998a; Peltonen ve ark.,
2001; Pierides ve ark., 2000). Ayrica mikotoksinlerin hiicre duvarinda bulunan
spesifik monoklonal antikora baglandigindan dolay1r bakteri canliliginin gerekli
olmadig1 da diistiniilmektedir (Dali¢ ve ark., 2010). Aynm1 zamanda fermentasyonun
olas1 etkilerinden kaginmak ve daha yiiksek baglanma oranlarina ulagmak i¢in de

inaktif hiicreler tercih edilebilmektedir.

Isil islem, protein denatiirasyonuna veya polisakkaritler, peptitler ve proteinler
arasinda Maillard reaksiyon triinlerinin olusumuna neden olabilmektedir (Haskard ve
ark., 2000). Bircok LAB susu hiicre ylizeyinde, 1s1l islemden sonra gézenek boyutunun
arttig1 ve giiclii hidrofilikten hidrofobik hale geldigi bildirilmistir (El-Nezami ve ark.,
2002; Piotrowska, 2014). LAB’nin hiicre yiizeyinin hidrofobik karakteri arttikca
toksini baglama kapasitesi de artmaktadir (Oatley ve ark., 2000; Rahaie ve ark., 2010).
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Teikoik asit ve polisakkaritler, asit uygulamalarinin ana hedefleridir. Asidik
islem (HCI ve triklorasetik asit), polisakkaritler icindeki glikozidik baglar1 ve/veya
peptitlerdeki amid baglarini kirabilir. Bu yapilarin uzaklastirilmasi gézenek boyutunu
artirmakta ve bakteri hiicre duvarmnin alt yiizeyini daha fazla baglanma i¢in uygun hale
getirmektedir (Bejaoui ve ark., 2004). Boylece, hidrofobik etkilesimlerin artmasina
neden olmaktadir. Canli ve 1s1l islem gormiis bakteriler hiicre dis1 baglanmaya izin
verirken asit ile muamele edilmis bakteriler hiicre i¢i baglanmaya da izin

verebilmektedir (Haskard ve ark., 2001).

2.9. Siite Uygulanan Ultrasonun Fizikokimyasal ve Mikrobiyolojik
Etkileri

Yeni ortaya ¢ikan teknolojiler stirekli olarak gelismekte ve enerji verimliligiyle
ilgili faydalarin yam sira daha fazla besin degerini korumaya odaklanmaktadir. Yeni
ortaya ¢ikan teknolojilerden US, insan kulaginin isitme araliginin iist sinirin (20 kHz)
asan, frekans salinimli bir ses basing dalgasi olarak tanimlanmaktadir (Yu ve ark.,
2020b). US uygulamalari, son yillarda gidalarin raf Oomriinii uzatmaya yonelik
geleneksel islemlere alternatif bir yontem olarak 6ne ¢ikmaktadir. Gida biliminde, US
teknolojisi homojenizasyon, emiilsifikasyon, ekstraksiyon, kristalizasyon, kesme ve
mikrobiyal inaktivasyon gibi birgok siirecte yaygin olarak kullanilmaktadir (Yuan ve
ark., 2021). Ozellikle siit endiistrisinde pastdrizasyona alternatif bir ydéntem olarak
degerlendirilen US islemi, diisiik maliyetli, basit, hizli, toksik 6zellik tagimayan, ¢evre
dostu ve enerji tasarrufu saglayan o6zellikleriyle dikkat cekmektedir. Yiiksek sicaklik
uygulamalariyla karsilastirildiginda, homojenizasyon verimini artirmasi ve iiriin
yapisini iyilestirmesi gibi onemli avantajlara sahiptir (Huang ve ark., 2017; Paniwnyk,

2017).

US teknolojisi, frekans ve yogunluk o&zelliklerine gore farkli alanlarda
kullanilmaktadir. Gida endiistrisinde uygulama yoniinden iki gruba ayrilmaktadir.
Bunlar yiiksek gii¢, diisiik frekansli US (18-100 kHz) ve diisiik gii¢, yiiksek frekansh
US (100 kHz-1 MHz)’dir (Yildiz, 2021). Bir¢ok gida isleme prosesinde US, genellikle
20 kHz ile 10 MHz arasinda bir frekans araliginda uygulanmaktadir. Yiiksek frekansl
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US uygulamalari, gidalarin seker, asitlik, sertlik, olgunluk, pihtilagsma ve jel olusumu
gibi fizikokimyasal 6zelliklerinin analitik olarak dl¢lilmesinde kullanilmaktadir. Buna
karsilik, diisiik frekansli US, gidalarin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini degistirmek
amaciyla tercih edilmektedir. Ozellikle, siit ve siit iiriinlerinde yiiksek enerji, 20-25
kHz frekansindaki US uygulamalar1 fiziksel, kimyasal ve mekanik olarak degisimlere
yol agmaktadir (Abrahamsen ve Narvhus, 2022; Bermudez-Aguirre, 2017;
Demirddven ve Baysal, 2008; Icier ve Baysal, 2012).

US isleminin temel etkisi, kavitasyon olarak adlandirilan bir olgudur.
Kavitasyon, ses dalgalarinin bir sivi ortamdan gecisi sirasinda diisiik basing
bolgelerinde molekiiller arasindaki mesafenin artmasiyla kabarciklarin olusmasi, bu
kabarciklarin biiyiiyerek kritik bir hacme ulagsmasi ve ardindan i¢e dogru ¢okmesi
seklinde tanimlanmaktadir. Kabarcigin ¢okiisii sirasinda, son derece hizli 1sitma ve
sogutma siiregleri meydana gelmekte ve bu siirecler, yaklasik 5000 K (5000 Kelvin,
4726.85°C) sicaklik ve 1000 atm basing gibi asir1 kosullar yaratmaktadir (Glineser ve
Erdogan, 2023).

Stite US uygulanmasi, siitiin fiziksel ve kimyasal o6zelliklerinde belirgin
degisimlere yol agmaktadir. US’nin siit bilesenleri tizerindeki etkileri ile ilgili bir¢cok
caligma bulunmaktadir (Akdeniz ve Akalin, 2020b; Chandrapala ve ark., 2012;
Ertugay ve ark., 2004; Hamdy ve ark., 2018; Kashaninejad ve Razavi, 2020; Liu ve
ark., 2014; Ragab ve ark., 2019; Parreiras ve ark., 2020; Scudino ve ark., 2020;
Villamiel ve de Jong, 2000). US’nin gida proteinleri iizerindeki molekiiler yapiy1
degistirme konusundaki etkinligi iyi bilinmektedir. Ozellikle son yillarda yapilan
arastirmalar, US’nin siit proteinleri iizerindeki etkilerini detayli bir sekilde
incelemistir. US uygulamasinin peynir alt1 suyu proteinlerinde yapisal degisikliklere
yol actig1 agikca ortaya konulmusken, kazein proteinleri lizerindeki kimyasal ve

yapisal etkiler ise hala arastirilmaktadir.

US’nin siit proteinlerine etkisi, uygulanan US giiciine bagli olarak farklilik
gostermektedir. Yiiksek glic ve diisiik frekansta, denatiire protein agregatlarinin
siispansiyon i¢inde ¢oziinmesi saglanirken, diisiik giic ve yiiksek frekansta olusan
serbest radikaller proteinlerin kimyasal yapisini degistirebilmektedir. Bu etkiler

sonucunda siit proteinlerinin  ¢oziinebilirlik, bulaniklik, koplik olusturma,
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emiilsifikasyon, jellesme gibi teknolojik Ozellikleri ile birlikte sindirilebilirlik,
antioksidan ve antihipertansif gibi biyolojik 06zelliklerinde de degisimler
gozlenmektedir (Corzo-Martinez ve ark., 2017; Munir ve ark., 2019; Nguyen ve ark.,
2009). Kazein, tigiinciil yapiya sahip olmadigindan, klasik pastérizasyon uygulamalari
sirasinda yapisinda belirgin bir degisiklik goézlenmemektedir. Ancak, yliksek
sicaklikta pastorizasyon veya sterilizasyon, siitteki ¢dzlinebilir kalsiyumun ¢okmesine,
kolloidal kalsiyum fosfatin ¢oziinilirliigliniin azalmasina ve xk-kazein ile bazi -
kazeinlerin misellerden ayrilmasina neden olabilmektedir. Bunun yan1 sira, yiiksek
sicaklik islemleri, serum proteinleri (B-laktoglobulin, o-laktalbumin) ile kazein
arasinda kompleks ve agregat olusumunu tetiklemektedir. Buna karsin, US uygulamasi
kazein misellerinin dogal yapisini biiyiik dl¢iide korur. US’nin giiciine bagl olarak,
kazein misellerinin boyutlarinin kii¢iildiigli ve diger siit bilesenleriyle etkilesimlerinde
degisikliklerin meydana geldigi rapor edilmistir (Carrillo-Lopez ve ark., 2021;
Chandrapala, 2016; Munir ve ark., 2019; Nunes ve Tavares, 2019). Bu kapsamda
gergeklestirilen bir ¢alismada, diisiik frekansli US uygulamasiyla (20 kHz), siit serum
fazina kazein misellerinden kazein proteinlerinin salindig1 belirlenmistir (Liu ve ark.,
2014). 20 kHz frekansta US’nin kazein jel olusumu iizerindeki etkisini inceleyen bir
arastirmada, kazein misellerinin ylizey hidrofobitesinin arttig1, ancak ylizey ylikiinde
herhangi bir degisiklik olmadigi tespit edilmistir. Diger taraftan US uygulamasiyla
daha sik1 ve saglam protein jel aginin olustugu ve kazein jelinde daha diisiik sinerezis

oldugu belirtilmistir (Chandrapala ve ark., 2013).

US uygulamasinin yogunluguna bagli olarak, peynir alt1 suyu proteinlerinde
kimyasal degisimler gdzlenmis; bu degisimler arasinda ikincil ve {igiinciil yapilarin
bozulmasi ve yiizey hidrofobitesinin artmasi yer almistir. Bunun yani sira, US’nin jel
sertligini ve su tutma kapasitesini dnemli Ol¢lide artirdigi (Cheng ve ark., 2019),
protein ¢oziiniirligii ve emiilsiyon aktivitesinin azaldig1 tespit edilmistir (Jiang ve ark.,
2018). Ayrica US’nun peynir alti suyunda kopiiklenme kapasitesi ve kopiik
stabilitesini artirdig1 da bildirilmistir (Jambrak ve ark., 2008).

Yapilan arastirmalar, US uygulamasinin siitteki laktoz miktarin1 anlamli bir
sekilde etkilemedigini, ancak fermente siit tirlinlerinin {iretiminde laktozun hidrolizini
hizlandirarak fermentasyon siiresini kisalttigini gostermektedir (Cameron ve ark.,

2009; Carrillo-Lopez ve ark., 2021; Juraga ve ark., 2021; Naeim, 2019). Fermente siit
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tirtinleri tiretiminde US uygulamasi, laktik asit bakterilerinin iirettigi hiicre i¢i enzim
olan B-galaktosidazin hiicre disina daha kolay salinmasini saglayarak laktozun daha
ylksek diizeyde hidrolize edilmesine olanak tanimaktadir. Bu sayede, fermente siit
tirtinlerinde laktik asit {iretimi hizlanmakta ve fermentasyon siireci daha kisa siirede
tamamlanmaktadir (Akdeniz ve Akalin, 2020a; Huang ve ark., 2017). Ozellikle
probiyotik fermente siit iriinlerinin iiretiminde, disiik giicli US uygulamasi,
probiyotik bakteri hiicrelerinde oksijen, besin maddeleri ve biiyiime faktorlerinin kiitle
transferini kolaylastirmaktadir. Bu sayede, probiyotik bakterilerin gelisimi tesvik
edilmekte, probiyotik tiirline 6zgili laktoz hidrolizi sonucu farkli asitlerin iiretimi
artmakta ve yiiksek konsantrasyonda oligosakkaritler ile biyoaktif peptitlerin olusumu
saglanmaktadir (Guimaraes ve ark., 2019). Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada
(Abesinghe ve ark., 2022), manda siitiinden yogurt iiretimi sirasinda Streptococcus
thermophilus ve Lactobacillus bulgaricus’un lag (inokiilasyondan hemen sonra) ve
logaritmik gelisim fazlarinda (inokiilasyondan 1 saat sonra) siite uygulanan US
isleminin (20 kHz frekans ve 10 dk [dakika]) yogurt fermentasyonunda -galaktosidaz

aktivitesi ve laktoz hidrolizini 6nemli dl¢iide atirdig1 tespit edilmistir.

Siitte bulunan enzimler iizerinde US’nin etkisi iki ana mekanizma ile
gerceklesmektedir. Birincisi, US’nin enzim ve substrat arasindaki etkilesimini
artirarak kiitle transferini hizlandirmasidir. Bu siireg, enzimatik reaksiyonun daha hizli
gerceklesmesine ve enzimin biyolojik aktivitesinin yiikselmesine olanak tanir. Bu
durum enzimlerin hiicrelerden salinip, aktif bolgelere daha kolay erisimini saglayarak
aktivitelerini artirabilir. Ikinci mekanizma ise yiiksek gii¢lii US nin enzimin yapisinda
bulunan van der Waals etkilesimlerini zayiflatmasi veya hidrojen baglarini koparmasi
sonucu enzimin ikincil ve {igiinciil yapilarim1 bozmasidir. Bu yapisal degisiklikler,
enzimin biyolojik aktivitesinde azalmaya neden olabilir. Ayrica, US islemi sirasinda
olusan serbest radikaller, enzimdeki amino asit kalintilartyla reaksiyona girerek
enzimin stabilitesini veya katalitik etkisini degistirebilir. Termo-ultrason olarak
bilinen US ve 1s1l iglemin bir arada uygulanmasi ise enzimlerin denatiirasyonuna yol
acarak yapisal bozulmalarini hizlandirabilir. Bu etki, 6zellikle siitiin raf dmriiniin
uzatilmasi acisindan 6nemlidir. Bu etkilerin siddeti, kullanilan US’nin giicii, frekans1
ve islem siiresi gibi parametrelere bagl olarak degismektedir (Huang ve ark., 2017;

Mawson ve ark., 2011; Munir ve ark., 2019).
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Siit ve siit {irlinlerinde US uygulamasinin, siitte bulunan vitaminler tizerindeki
etkisiyle ilgili yapilan ¢aligmalarin sayisinin olduk¢a smirli oldugu dikkat
cekmektedir. Farkli ¢caligmalar, US uygulamasinin siit vitaminleri {izerinde genellikle
sinirlt etkiler gosterdigini; o6zellikle A vitamini miktarinda belirgin bir degisim
olmazken, E ve B vitaminlerinde uygulama parametrelerine bagli olarak azalma
meydana gelebildigini ortaya koymustur (Marchesini ve ark., 2012; Razavi ve
Esmaeilzadeh-Kamari, 2020). Bunun yaninda US uygulanan siitiin antioksidan
aktivitesinin, ¢ig ve pastorize siite gore daha yliksek oldugu belirlenmistir (Parreiras

ve ark., 2020).

Siitliin mineral dengesine US uygulamasinin etkisini inceleyen ¢aligsmalar da
oldukca siirhdir. Yapilan caligmalar, US’nin siit ve siit liriinlerindeki ¢oziinebilir
kalsiyum ve fosfor miktar1 iizerinde genellikle sinirlt etkiler gosterdigini (Chandrapala
ve ark., 2012; Shanmugam ve ark., 2012) ancak uygulama sicakligina baglh olarak
¢Oziinebilir kalsiyum miktarinda artig goriilebilecegini ortaya koymustur (Tiirkmen,

2012).

Yiiksek enerji diigiik frekansh ultrasonik islem, gidalarda mikrobiyal ve
enzimatik inaktivasyon amaciyla kullanilmakta olup, mikrobiyal inaktivasyon ve
aktivasyon tizerindeki ¢esitli faydalariyla dikkat ¢ekmektedir (Demirdéven ve Baysal,
2008). US uygulamasimin yogunluguna (frekans, gii¢, uygulama siiresi ve numune
hacmi kombinasyonu) ve ortaya ¢ikan sicakliga bagl olarak islemin, gida iiriinleri
tizerinde mikroorganizmalarin ve enzimlerin aktivasyonu/inaktivasyonu gibi zit etkiler
gosterebilecegi bildirilmistir (Guimaraes ve ark., 2021). Bu nedenle, bir¢ok
arastirmaci tarafindan bakteri veya mayalar1 US ile inaktif hale getirerek toksin
baglamay1 artirma ¢aligmalar1 yapilmistir (Abedi ve ark., 2022a; Abedi ve ark., 2022b;
Karazhiyan ve ark., 2016).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec

Calismada materyal olarak AFM; standardi, test bakterileri, besiyerleri ve
kimyasal maddeler kullanildi. Kromatografik analizler HPLC (High Performance
Liquid Chromatography-Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi) cihazi kullanilarak
gergeklestirildi.

3.1.1. Aflatoksin M1 Standarda

AFM; standardi Lab. Instruments tarafindan >1.1 ml'lik sivi formda ve 10

mg/L (miligram/litre) konsantrasyonda asetonitril (ACN) igerisinde ¢oziindiiriilmiis

AFM; olarak temin edildi.

3.1.2. Test Bakterileri

Calismada kullanilacak LAB tiirleri; Balikesir Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dali laboratuvari koleksiyonundan temin
edildi. Bakterilerden; L. rhamnousus ATCC 7469, L. reuteri DSM 17938 ve L.
acidophilus CECT 4529 kullanilda.

3.1.3. Besi Yerleri, Kimyasal Maddeler ve Cihazlar
Besiyerleri ve kullanilan kimyasal maddelerin hepsi INTERLAB Laboratuvar
Uriinleri San. ve Tic. A.S.’den temin edildi. Analizlerde kullanilan besiyerleri,

kimyasallar ve cihazlar asagida maddeler halinde belirtilmistir;
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MRS (De Man, Rogosa and Sharpe) Broth Merck M110661.0500
MRS (De Man, Rogosa and Sharpe) Agar Merck M110660.0500
MRD (Maximum Recovery Diluent) Merck 1.12535

HPLC saf metanol, 2.5 L 106018.2500

HPLC saf asetonitril, 2.5 L Merck 1.00030.2500

Fosfat tamponlu tuzlu su (PBS) tablet, Sigma-Aldrich SIAL-P4417-100TAB
%32’ lik HCI (Tekkim, Tiirkiye)

Gliserol

Saf su

Mc Farland (McF) cihazi (Biosan Den-1 hiicre densitometre cihazi)
Problu ultrases sistemi (Bandelin Hd 2200.2, prob TT 13 Amplichron®
Almanya)

HPLC (Agilent 1260, Almanya)

Sogutmali santrifiij cihazi (Hettich, Almanya)

Mikrosantrifiij cihaz1 (Hettich, Almanya)

Otomatik pipet (CalPro S Otomatik Pipet 100 - 1000 pl)

Pipet ucu (200 pl, Isolab)

Pipet ucu (1000 pl, Isolab)

Eppendorf tiipti (2 ml)

Falkon tiipii (15 ml, Isolab)

Balon Joje (500 ml, Isolab)

Plastik petri kab1 (90 mm-17 mm, Isolab)

Vakum konsantratér (Heto, Danimarka)

Inkiibatér (Memmert, Almanya)

Vorteks cihaz1 (Velp, ZX3, Italya)

Otoklav cihazi1 (Hirayama, Hiclave HV8S5, Japonya)
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3.2. Yontem

3.2.1. Mikroorganizma Stoklarinin Hazirlanmasi

LAB’ler 10 ml steril MRS Broth besiyerine aktarildi. 37°C’de, 24 saat inkiibe
edilerek aktiflestirildi. Stok mikroorganizmalar elde etmek i¢in canlandirilan
bakterilerden son konsantrasyon %25 gliserol olacak sekilde gliserol ile karistirildi

(750 pl [mikrolitre] bakteri + 250 ul gliserol). Stok LAB -20°C’de muhafaza edildi.

3.2.2. Stok Mikroorganizmalarin Canlandirilmasi

Muhafaza edilen (-20°C’de) LAB’ler steril MRS Broth besiyeri ortamina 100
ul aktarildi ve inkiibasyona birakildi (37°C’de 24 saat). Inkiibasyon sonucunda

analizlerde kullanilacak olan mikroorganizmalar elde edildi.

3.2.3. Mikroorganizma Yogunlugunun Belirlenmesi

LAB’lerin yogunlugunu belirlemek i¢in steril MRS Agar’a ekimler yapilarak
petrilerde mikroorganizma sayilar1 belirlendi. Bu amagcla seri diliisyonlardan dokme
plak yontemine gore ekimleri yapilarak LAB sayimi gerceklestirildi. Analiz edilmeye
hazir olan mikroorganizma silispansiyonundan 1 ml alinarak 9 ml’lik steril MRD’ye
aktarildi. Sira ile 10. diliisyona kadar paralel seyreltmeler yapildi. Uygun
diliisyonlardan 3 tekrarli ekim yapilarak petriler 37°C’de 48 saat inkiibasyona birakild1
ve inkiibasyon siiresi sonunda mikroorganizma kolonileri incelendi. Ayn1 zamanda
McFarland cihazi ile 0.5 McF’ye ayarlanarak yapilan 3 tekrarli ekim sonucuna gore
ortalama 1.2x10% kob/ml (koloni olusturan birim/ml) bakteri elde edildi. Bunun
sonucunda ¢aligmada bakterilerin 0.5 McF’ye ayarlanarak kullanilmasina karar verildi

(Sanaldi ve Coban, 2023).
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3.2.4. Cahsmada Kullanmilacak Laktik Asit Bakteri Hiicrelerinin Elde

Edilmesi

Elde edilen mikroorganizmalara 15 dakika (dk), 5000 rpm (3360 g) santrifiij
islemi uygulandi. Dibe ¢oken mikroorganizmalarin iizerindeki besiyeri uzaklastirildi
ve 10 ml steril PBS ile vorteks cihazi kullanilarak birinci yikama islemi yapildi. Ilk
yikama isleminden sonra yeniden +4°C’de 15 dk, 5000 rpm (3360 g) santrifiij islemi
uygulandi. Siipernatant (iist faz) uzaklastirilarak 10 ml steril PBS ile ikinci yikama
islemi gergeklestirildi. Yikama islemi 2 defa yapildi. Calisma gruplarina eklenecek
bakteri peletleri olarak ayarlandi (Sekil 3.1). Ayrica LAB karigimi (mix’leri) elde
etmek icin, 0.5 McF standardina uygun olarak hazirlanan her bakteriden yaklasik
3.333’er ml alinarak steril bos tiipe aktarildi. Bu uygulamalar her ¢alisma Oncesi

tekrarlandi. Caligmalar 3 paralel olarak gergeklestirildi.

Bakteri kiiltiirii  4°C 5000 rpm 15dk  CFS uzaklastirilmas: 1.yikama

santrifij
10 ml PBS
S 7
ﬁ
49C 5000 rpm 20 sn Vorteks 2. yikama CFS uzak]asﬁEimag 4°C 5000 rpm
15 dk santrifiij 15 dk santrifiij
i 10 ml PBS =
ARIET
= (@)

CFS uzaklastirilmasi 20 sn Vorteks  Yikanmus bakteri Bakterileri 0,5 McF
siispansiyonundan  standardina ayarlama
cam tiipe aktarim

Sekil 3.1. Calismada kullanilacak LAB hiicrelerinin elde edilmesi.
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3.2.5. Fosfat Tamponlu Tuzlu Su Cozeltisinin Hazirlanmasi

Tablet seklinde satin alinan PBS’ten 100 ml saf suya 1 tablet eklenerek PBS
stvist hazirlandi. Ardindan otoklavda sterilize edilip (115°C, 10 dk) kullanima hazir
hale getirildi.

3.2.6. UHT Yagsiz siit

En fazla % 0.1 siit yag1 iceren UHT yagsiz siit kullanildi.

3.2.7. Aflatoksin M1 Standardinin Hazirlanmasi

AFM; standardindan 0.5 ml alinarak 9.5 ml ACN ve ultra saf su (1:1) i¢erisinde
¢ozilindiiriildii ve stok soltisyonu (500 ng/ml) elde edildi. Ardindan aliiminyum folyoya
sarilip +4°C’de muhafaza edildi. Caligmaya baslamadan 6nce stok soliisyonundan 1
ml alinarak 9 ml steril distile su ile karistirildi. Daha sonra 37°C’de 15 dk bekletilerek
50 ng/ml AFM igeren caligma ortami elde edildi. Bu uygulama her ¢alisma grubunda

taze olarak hazirlandi.

I ng/ml yogunlugundaki AFM; ile yapilan HPLC analizinde baselinedaki
dalgalanmalar siit igerisinde fazla meydana geldiginden pik ayriminin daha rahat
yapilabilmesi i¢in 2 ng/ml yogunlugundaki AFM; ile ¢alisilmaya karar verildi (Sekil
3.2). Kromatografik analiz sonucunda, AFM'in 11.7-12.6 dk aralifinda pik yaptigi
belirlendi.
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FLD1 A Ex=360, Em=440 (AFT-M1-ELIF-3AFT-M! 2024-06-04 15-30-425161000006.0)

00764

00744

00724

0074

0068+

0066

T T T T T T
2 4 6 8 10 12

Sekil 3.2. 1 ng/ml yogunlugundaki AFM;’in standart kromatogram

goruntiisu.

3.2.8. Aflatoksin M1 Miktarmmin Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografisi ile

Belirlenmesi

AFM; diizeyleri Balikesir Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji
Laboratuvarinda bulunan HPLC cihazi ile belirlendi (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Calismada kullanilan HPLC cihazi.
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Stok AFM; standart soliisyonu (500 ng/ml), saf analitik AFM; standard ile
ACN ve ultra saf su (1:1) kullanilarak hazirlandi. Bu stok soliisyon 1 (Sekil 3.2), 5
(Sekil 3.4) ve 50 (Sekil 3.5) ng/ml olacak sekilde 10 ml’lik falkon tiiplerinde mobil
faz ile seyreltilerek ara standart soliisyonlar1 hazirlandi. Hazirlanan ara standart
soliisyonlarmin kromatografik analizleri yapilarak standart egrileri (Sekil 3.6)
olusturuldu ve buradan r* (korelasyon katsayis1) degerleri hesaplanarak dogruluklar

teyit edildi.

FLD1 A, Ex=360, Em=440 (AFT-HH1-ELIF-3IAFT-M! 2024-06-04 15-30-4218161000001.0)

0124

0114

0094

0084

0074

T T T T T T
2 4 6 8 10 12

Sekil 3.4. 5 ng/ml yogunlugundaki standart kromatogram goriintiisii.

FL1 A, Ex=360, Em=440 (AFT-M1J 24 2004-02-01 13-
w
06

653

T T T T T T
2 4 6 8 10 12

Sekil 3.5. 50 ng/ml yogunlugundaki standart kromatogram goriintiisi.



R’=1

Pik alam
=Y

0 10 20 30 40 50
Standart konsantrasyonu (ng/ml)

Sekil 3.6. AFM; analizi i¢in standart kalibrasyon egrisi.

UHT vyagsiz siit 6rnekleri ¢ozdiiriildiikten ve vortekslendikten sonra UHT
yagsiz siit icindeki AFM diizeyleri daha 6nce Markaki ve Melissari (1997) tarafindan
tarif edilen metotta yapilan baz1 degisiklikler ile HPLC’de analiz edildi. Buna gore 2
ml’lik eppendorf tiiplerine 0.5 ml UHT yagsiz siit ornekleri koyularak 1 dk
vortekslendi. Sonrasinda 1 ml ACN eklenerek 2 dk boyunca vortekslendi ve 0.2 gr
MgSO4 (magnezyum siilfat) eklenerek tekrar vortekslendi. Ardindan 12.000 rpm’de
10 dk santrifiij (mikrosantrifiij) edildi. Bunun sonucunda ayrilan siipernatant pipet
yardimi ile almip 10 ml’lik cam tiiplere aktarilarak 65°C’ye ayarli vakum
konsantratdrde ucuruldu. Sonrasinda 6rnekler 200 pl mobil faz ile ¢ozdiirtilerek 75

ul’si analiz i¢in kromatografik sisteme uygulanda.

Orneklerin HPLC analizine baslamadan 6nce icinde AFM; olmadig1 bilinen
UHT vyagsiz siit 6rnekleri eppendorf tiiplerine aktarilarak biri bog (Sekil 3.7) olmak
tizere yogunluklart 1 (Sekil 3.8), 2 (Sekil 3.9) ve 5 (Sekil 3.10) ng/ml olacak sekilde
AFM; standart soliisyonu ilave edildi. Ardindan ekstraksiyon isleminin geri alim
oranlart giin i¢i ve giinler arasi varyasyon, en kiiciik tespit (LOD) ve en kiigiik
yogunluk belirleme limitleri (LOQ) saptanarak yontemin validasyonu gerceklestirildi

(Tablo 3.1).
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FLD1 A, Ex=360, Em=440 (AFT-HH1-ELIF-3IAFT-M! 2024-06-04 15-30-4218161000002.0)

Sekil 3.7. Bos UHT yagsiz siit kromatogram goriintiisii.

FLD1 A, Ex=360, Em=440 (AFT-HH1-ELIF-3IAFT-M! 2024-06-04 15-30-421S161000003.0)

2 4 6 8 10 1

Sekil 3.8. 1 ng/ml AFM; yogunlugunda hazirlanan UHT yagsiz siit 6rneginin
kromatogram goriintiisii.
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FLD1 A, Ex=360, Em=440 (AFT-HH1-ELIF-3IAFT-M! 2024-06-04 15-30-421S1G1000004 D)

T T T T T T
2 4 6 8 10 12

Sekil 3.9. 2 ng/ml AFM; yogunlugunda hazirlanan UHT yagsiz siit 6rneginin
kromatogram goriintiisii.

FLDTA, Ex=360, Em=440 (AFT-M1-ELIF-3IAFT-M! 2024-06-04 15-30-4218/61000005.0)

T T T T T T
2 4 6 8 10 12

Sekil 3.10. 5 ng/ml AFM; yogunlugunda hazirlanan UHT yagsiz siit 6rneginin
kromatogram goriintiisii.
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Tablo 3.1. HPLC analizi ile AFM; i¢in belirlenen validasyon parametreleri.

Parametreler AFMi
LOD degeri 0.25 ng/ml
LOQ degeri 0.75 ng/ml
Calisilan yogunluklar 1-5 ng/ml
12 degeri 0.99998
Glin i¢i geri alim (%) 92.30

Glin i¢i varyasyon katsayist (%) 8.69
Glinler aras1 geri alim (%) 92.81
Giinler aras1 varyasyon katsayis1 (%) 3.39

LOD: En kiigiik tespit limiti
LOQ: En kiiciik yogunluk belirleme limiti
r?: Korelasyon katsayisi

AFM analizi i¢in mobil faz olarak MeOH:ACN (1:1), ultra saf su, fosforik asit
(%385, pH: 3.41) karisimi izokrotik programda iki girigli pompa aracilig ile akis hizi
dk’da 1 ml olacak sekilde pompalandi1 ve analiz 13 dk’da tamamlandi. Analizde kolon
olarak Cis kolon (Eclipse XDB, Sum [mikrometre], 4.6 x 250 mm) ve kolon koruyucu
olarak niikleosil Cis (3 pm) kartus kullanildi. Analiz sirasinda kolon 1sis1 60°C’ye
ayarlandi. Analizler floresan dedektérde 360 nm eksitasyon ve 440 nm emiilsiyon

dalga boylarinda yapildi.

Baglanmis ylizde AFM; miktar1 agagidaki formiile gére hesaplanmistir:
AFM; (%) = [1- Ornegin AFM; pik alan1 /Kontroliin AFM; pik alani] x 100

3.2.9. Caliysma Gruplan

Canli Bakteriler

Canli LAB peletlerini ayarlamak amaciyla LAB sayilar1 0.5 McF standadina
uygun olarak ayarlandi. Ardindan 4°C, 5000 rpm'de 15 dk santrifiij yapilarak
siipernatant uzaklastirilip falkon dibinde kalan, canli LAB’lere ait peletler baglanma

deneyine hazir hale getirildi (Sekil 3.11) (Yiicel, 2019).
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Bakterileri 0.5 McF 4°C 5000 rpm 15 dk CFS ~10% kob/ml
standardina ayarlama santrifiij uzaklastirilmasi  canh bakteri
peleti

Sekil 3.11. Canli bakteri grubundaki bakteri peletlerinin elde edilmesi.

Canli bakteri grubunda kullanilan bakteri sayilarinin kontrolii i¢in 0.5 McF’ye
ayarlanan bakteri siispansiyonundan 1 ml alinarak 9 ml’lik steril MRD’ye aktarildi.
Sira ile 10. diliisyona kadar paralel seyreltmeler yapildi. Uygun diliisyonlardan steril
MRS Agar’a, dokme plak yontemiyle, 3 tekrarli ekim yapilarak petriler 37°C’de 48
saat inkiibasyona birakildi ve inkiibasyon siiresi sonunda mikroorganizma
kolonilerinin sayimi yapildi (Tablo 4.1). Bu uygulamalar her caligma Oncesi

tekrarland.

Ist Uygulamas

Hashemi ve Amiri (2022) tarafindan tarif edilen metotta yapilan 0.5 McF
standardinda hazirlanan LAB’ler 10 ml steril PBS ig¢inde; 121°C'de 15 dk
otoklavlanarak inaktif hale getirildi. Ardindan inaktif LAB’ler 4°C, 5000 rpm'de 15 dk
santrifiijlenerek 2 defa 10 ml steril distile su ile yikandi ve her yikama sonras1 20 saniye
(sn) vortekslendi. Sonrasinda siipernatant uzaklastirilip falkon dibinde kalan, 1s1 ile

inaktif LAB’lere ait peletler baglanma deneyine hazir hale getirildi (Sekil 3.12).
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Bakterileri 0,5 McF  ~10% kob/ml canli bakteri 121°C 15 dk 4°C 5000 rpm 15 dk
standardina ayarlama igeren siispansiyon otoklay santrifiij
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2. yikama 20 51 Vorteks 4°C 5000 rpm 15 dk CFS ~10% kob/ml 1s1
santrifij uzaklagtirilmasi ile
inaktif bakteri
peleti

Sekil 3.12. Is1 ile denatiire bakteri grubundaki bakteri peletlerinin elde edilmesi.

10 ml PBS i¢erisinde hazirlanan bakteri siispansiyonu otoklavlandiktan sonra,
herhangi bir diliisyon islemi uygulanmaksizin siispansiyon dogrudan MRS Agar’a
dokme plak yontemiyle ekildi. Bu yontemle, 1s1l igslem sonrasi bakterilerin canlilik
durumu (6lii veya canli) kontrol edildi. Petriler 37°C’de 48 saat inkiibasyona birakildi
ve inkiibasyon stiresi sonunda koloni gelisimi incelendi (Tablo 4.1). Bu uygulamalar

her ¢aligsma Oncesi tekrarlandi.

Asit Uygulamasi

Karazhiyan ve ark. (2016) tarafindan tarif edilen metotta oldugu gibi ~10®
kob/ml LAB igerdigi bilinen peletlerin iizerine 10 ml 2M (molar) HCI eklendi.
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2M HCI hazirlanisi: Molarite formiiliine gére hesaplandi. Balon jojeye bir
miktar distile su eklendi, %32’lik HCI’den (yogunluk 1.16, molekiil agirlig1 36.5
g/mol) 98.42 ml alinarak distile suyun iizerine ilave edildi ardindan 500 ml’ye
tamamlanana kadar tekrar distile su eklendi. Calismada kullanilacak HCI yarim saat

onceden 37 °C’de bekletildi.

Uzerine HCI eklenen peletler vortekslendi. Daha sonra 1 saat 37°C’de inkiibe
edildi. Ardindan inaktif LAB’ler 4°C, 5000 rpm’de 15 dk santrifiijlenerek 2 defa 10
ml steril distile su ile yikandi ve her yikama sonrasit 20 sn vortekslendi. Sonrasinda
stipernatant uzaklastirilip falkon dibinde kalan asit ile inaktif LAB’lere ait peletler
baglanma deneyine hazir hale getirildi (Sekil 3.13).

" —\
- ﬁ
\e | 5 [
Bakterileri 0.5 McF  ~10° kob/ml canli bakteri 4°C 5000 rpm CFS uzaklastirilmasi
standardina ayarlama igeren slispansiyon 15 dk santrifiij l
[RJ ml 2M
HCl
CFS uzaklastirilmasi 4°C 5000 rpm 370(?’"{16 I saat 20 sn Vorteks
15 dk santrifij inkiibasyon
| —
o g o
distile su S distile su
DS gz —
1. yikama 20 sn Vorteks 4°C 5000 rpm 15dk  CFS uzaklasturilmas: 2. yikama
santrifiij
Y O
~10® kob/ml asit ile CFS vzaklastirilmasi 4°C 5000 rpm 20 sn Vorteks
inaktif bakteri peleti 15 dk santrifij

Sekil 3.13. Asit ile denatiire bakteri grubundaki bakteri peletlerinin elde edilmesi.
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Asit ile inaktif bakteri grubunda kullanilan bakterilerin asit uygulamasi sonrast
fizyolojik durumunun (canli-6lii)) kontrolii i¢in; 2. yikamada distile su eklenip
vortekslendikten sonra sulandirma yapmadan silispansiyonun kendisinden MRS
Agar’a dokme plak yontemiyle ekim yapildi. Petriler 37°C’de 48 saat inkiibasyona
birakildi ve inkiibasyon siiresi sonunda koloni gelisimi incelendi (Tablo 4.1). Bu

uygulamalar her ¢alisma 6ncesi tekrarland.

Ultrason Uygulamasi

Igerisinde ~10® kob/ml LAB olan 100 ml PBS (oda 1sisinda), 190 mI’lik cam
kavanozlara koyuldu. Ardindan LAB’ye problu ultrases sistemi (Bandelin Hd 2200.2,
prob TT 13, 200 Watt maksimum gii¢, Amplichron® Almanya) ile 20 kHz / %100
genlikte, termometre ile 90°C 6l¢iilene kadar (16 dk 15 sn) ve 20 kHz / %15 genlikte
45°C ol¢iilene kadar (10 dk 54 sn) US uygulandi. US uygulamasinda 20 kHz frekans
ile %100 ve %15 genlik kullaniminin nedeni, yapilan 6n c¢alismalar sirasinda
bakterilerin bulundugu ortamda hem aktif hem de inaktif formda tutulabilmelerini
saglayacak uygun frekanslarin belirlenmis olmasidir. US islemi bitince kavanoz
igerisinden 10 ml alinarak steril falkona koyuldu. Ardindan 4°C, 5000 rpm’ de 15 dk
santrifiijlenerek inaktif olanlar 2 defa 10 ml steril distile su ile aktif olanlar ise 2 defa
10 ml PBS ile yikandi. Sonrasinda siipernatant uzaklastirilip falkon dibinde kalan US
ile aktif ve inaktif hale getirilen LAB’lere ait peletler baglanma deneyine hazir hale

getirildi (Sekil 3.14; Sekil 3.15).
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~10% kob/ml canl Ultrason cihaziile Siispansiyondan 10 ml 4°C 5000 rpm 15 dk
bakteri PBS igerisinde bakterilere falkona aktarilmasi santrifiij
iceren 100 ml PBS  aktivasyon/inaktivasyon
uygulamasi l

CFS uzaklagtirilmasi  4°C 5000 rpm 20 sn Vorteks  1.yrtkama
J/ 15 dk santrifiij

om
distile su/PBS '
—
2. yikama 20 sn Vorteks 4°C 5000 rpm 15 dk CFS ~10® kob/ml PBS
santrifiij uzaklastirilmasi igerisinde US ile
muamele edilmis
bakteri peletleri

Sekil 3.14. PBS igerisinde US uygulanan gruplarda bakteri peletlerinin elde
edilmesi.

Sekil 3.15. PBS igerisinde US uygulamasinin goriintiisii.

PBS igerisinde aktivasyon diizeyinde US uygulanan bakterilerin sayilarim

belirlemek i¢in; uygulama Oncesi bakteri slispansiyonundan 1 ml alinarak 9 ml’lik

MRD’ye aktarildi. Sira ile 10. diliisyona kadar paralel seyreltmeler yapildi. Uygun

diliisyonlardan MRS Agar’a, dokme plak yontemiyle, 3 tekrarli ekim yapilarak petriler

37°C’de 48 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda bakteri
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kolonilerinin sayimi yapildi. PBS icerisinde aktivasyon diizeyinde US uygulamasi
sonras1 bakteri sayilarini belirlemek i¢in; bakteriler AFM; ile 1 saat 37°C’de inkiibe
edildikten sonra yukarida bahsedildigi gibi bakterilerin ekimleri yapilip sayilari tekrar
kontrol edildi (Tablo 4.1).

PBS igerisinde US ile inaktiflestirilen bakteri grubunda kullanilan bakterilerin
US sonrasi fizyolojik durumunun (canli-6lii) kontrolii i¢in US sonrasi sulandirma
yapmadan siispansiyonun kendisinden MRS Agar’a dokme plak yontemiyle ekim
yapildi. Petriler 37°C’de 48 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon siiresi sonunda

koloni gelisimi incelendi (Tablo 4.1). Bu uygulamalar her ¢alisma 6ncesi tekrarlandi.

Calisma gruplarmin pozitif kontrol gruplari igin; igerisinde LAB bulunmayan
UHT yagsiz siit ortami1 2 ng/ml AFM; ile kontamine edildi (Sekil 3.16). Bu uygulama

her ¢aligsma Oncesi tekrarlandi.

0.4 ml 50 ng/ml
AFMI ¢alisma
soliisyonu

9.6 ml UHT yagsiz siit

Sekil 3.16. Kontrol grubunda uygulama agamasi.

UHT Yagsiz Siit Icerisinde Ultrason Uygulamast

Bu ¢alismada LAB’ler UHT yagsiz siit ortami1 igerisinde aktif ve inaktif
hale getirilerek AFM; baglama orami da arastirildi. igerisinde ~10® kob/ml LAB
olan 100 ml UHT yagsiz siit (oda 1sisinda), 190 ml’lik cam kavanozlara koyuldu.
Ardindan LAB’lere problu ultrases sistemi ile 20 kHz / %100 genlikte termometre
ile 90°C 6l¢iilene kadar (8 dk 17 sn) ve 20 kHz / %15 genlikte termometre ile 45°C
Olciilene kadar (4 dk 50 sn) US uygulandi. US islemi bitince peletlere yikama
islemi gerceklestirilmedi. Siit sogumaya birakilmadan igerisinden 9.6 ml alinarak
steril falkona koyuldu. Daha sonra igerisine 0.4 ml AFM; calisma sollisyonu

eklendi ve vortekslendi (Sekil 3.17; Sekil 3.18).

43



= & Daml

1] 50ngm
: AFMI

S ‘.
_;:j 334
~10% kob/ml canh Ultrason cihazi ile Stispansiyondan 9.6 ml
bakteri igeren siit igerisinde bakterilere falkona aktarilmasi
100 ml UHT yagsiz aktivasyon/inaktivasyon
siit uygulamasi

Sekil 3.17. UHT yagsiz siit i¢erisinde US uygulanan gruplarda ¢aligma
asamalari.

Sekil 3.18. UHT yagsiz siit i¢erisinde US uygulamasinin goriintiisii.

UHT yagsiz siit icerisinde aktivasyon diizeyinde US uygulanan bakterilerin
sayilarii belirlemek i¢in; uygulama oncesi bakteri siispansiyonundan 1 ml alinarak 9
ml’lik MRD’ye aktarildi. Sira ile 10. diliisyona kadar paralel seyreltmeler yapildi.
Uygun diliisyonlardan MRS Agar’a, dokme plak yontemiyle, 3 tekrarli ekim yapilarak
petriler 37°C’de 48 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda bakteri
kolonilerinin sayimmi yapildi. UHT yagsiz siit igerisinde aktivasyon diizeyinde US
uygulamasi sonrast bakteri sayilarii belirlemek i¢in; bakteriler AFM; ile 1 saat
37°C’de inkiibe edildikten sonra yukarida bahsedildigi gibi bakterilerin ekimleri
yapilip sayilar1 tekrar kontrol edildi (Tablo 4.1).

UHT yagsiz siit icerisinde US ile inaktiflestirilen bakteri grubunda kullanilan
bakterilerin US sonrasi fizyolojik durumunun (canli-6lii) kontrolii i¢in US sonrasi
sulandirma yapmadan siispansiyonun kendisinden MRS Agar’a dokme plak

yontemiyle ekim yapildi. Petriler 37°C’de 48 saat inkiibasyona birakildi ve inkiibasyon
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stiresi sonunda koloni gelisimi incelendi (Tablo 4.1). Bu uygulamalar her ¢aligma

oncesi tekrarlandi.

UHT yagsiz siit igerisinde US uygulanan gruplarin kontrol gruplarinda ise
herhangi bir LAB icermeyen 100 ml UHT yagsiz siite yukarida belirtildigi gibi
aktivasyon ve inaktivasyon islemleri uygulandiktan sonra siit (9.6 ml) toksin (0.4

ml) ile bir araya getirildi (Sekil 3.19).

E nml

50 ng/ml
AFMI

Ultrason cihazi ile Siitten 9.6 ml
siite aktivasyon/inaktivasyon fulkona aktariimast
diizeyinde US uygulamasi

100 ml UHT yagsiz
sht

Sekil 3.19. UHT yagsiz siit icerisinde US uygulanan gruplarin kontrol
gruplarindaki ¢alisma agamalari.

3.2.10. Detoksifikasyonun Tespiti

Calismada tiim gruplardaki AFM; detoksifikasyonu asagidaki islem
basamaklar1 sonucunda tespit edildi (Sekil 3.20):

I. UHT yagsiz siit (9.6 ml) + 0.4 ml AFM; (50 ng/ml) + LAB (~10®
kob/ml) + 20 sn vorteks yapildu.

2. Kontrol gruplar1 (9.6 ml UHT yagsiz siit + 0.4 ml AFM; [50 ng/ml]) +
20 sn vorteks yapildi.

3. Tiim 6rnekler inkiibasyon (1 saat, 37°C) sonrasi, +4°C’de, 5000 rpm ve
15 dk boyunca santrifiij edildi.

4. Santrifiij sonrasi siipernatantlar (1 ml) eppendorfa aktarildi ve -20°C’de
muhafaza edildi.

5. Stipernatantlar (0.5 ml) AFM; miktarinin tespiti i¢cin HPLC'de
okutuldu.

Baglanma caligmalar1 3 paralel halinde yapildi.
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~10® kob/ml bakteri peleti ~ 37°C’de | saat 4°C 5000 rpm 15 dk 1 ml CFS
- inkiibasyon santrifij eppendorf tiipiine
9.6 ml UHT yagsiz siit aktarilmas:
+
0.4 ml 50 ng/ml AFM1 galisma soliisyonu l
%

Orneklerden 0.5 ml alnarak
HPLC analizinde kullanilmasi

Sekil 3.20. Tiim ¢alisma ve kontrol gruplarinda AFM; detoksifikasyonun tespiti.

3.2.11. Cahsma Gruplarimin Kisaltmalar

1. K: UHT yagsiz siit + AFM; (Kontrol)

2. KUA: UHT yagsiz siite aktivasyon diizeyinde US uygulamas1 + AFM;
(Kontrol)

3. KUI: UHT yagsiz siite inaktivasyon diizeyinde US uygulamas1 + AFM;

(Kontrol)

CB: Canli LAB + UHT yagsiz siit + AFM;

ID: Is1 ile denatiire olmus LAB + UHT yagsiz siit + AFM;

AD: Asit ile denatiire olmus LAB + UHT yagsiz siit + AFM;

UA: PBS icgerisinde US ile aktiflestirilmis LAB + UHT yagsiz siit + AFM;

Ul: PBS igerisinde US ile inaktiflestirilmis LAB + UHT yagsiz siit + AFM;

o ® N ok

SUA: UHT yagsiz siit igerisinde US ile aktiflestirilmis LAB + UHT yagsiz
stit + AFM;
10. SUI: UHT yagsiz siit igerisinde US ile inaktiflestirilmis LAB + UHT yagsiz
stit + AFM,
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3.2.12. istatistiksel Analiz

Detoksifikasyon verileri SPSS 26 (IBM SPSS, USA) istatistik paket programi
ile analiz edildi. Verilerin normallik testi Kolmogorov-Smirnov simamasiyla
gerceklestirildi. Test sonucunda homojen dagilim gosteren gruplar arasi farkliligin
tespitinde varyans analizi (One Way Anova) ve Duncan testi uygulandi. Istatistiki

verilerin karsilastirilmasinda p<0.05 anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Mikrobiyolojik Ekim Sonuclari

Yapilan 3 paralel ekim sonuglarma gore; canli bakteri gruplarinda kullaniimak
lizere gelistirilen LAB’ler ortalama 10® kob/ml diizeyinde elde edilmistir. Is1 ile
denatiire olmus (ID), asit ile denatiire olmus (AD), PBS igerisinde US ile
inaktiflestirilmis (Ul) ve UHT yagsiz siit icerisinde US ile inaktiflestirilmis LAB’lerin
(SUT) mikrobiyal ekim sonuglarinda iiremenin olmamasi inaktivasyonun sonucu
olarak degerlendirilmistir. PBS ortaminda US ile aktiflestirilmis LAB’ler (UA) ve
UHT yagsiz siit igerisinde US ile aktiflestirilmis LAB’lerin (SUA), US
uygulamasindan dnce ve sonra sayilarinda herhangi bir degisiklik olmadigi ve yaklasik

10® kob/ml diizeyinde oldugu tespit edilmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Calisma gruplarinda kullanilan LAB sayilar1 (kob/ml).

CB ID AD SUiveUl UA (6nce) UA (sonra) SUA (6nce) SUA (sonra)

L. acidophilus 2.0x10° 0 0 0 1.0x108 3.0x108 2.0x108 3.0x108
12x108 0 0 0 1.4x108 1.4x108 1.3x108 1.4x108
1.1x108 0 0O 0 1.2x108 2.2x108 1.4x108 2.0x108

L. reuteri 1.8x108 0 0O 0 4.0x108 1.0x108 6.0x10% 6.0x10®
1.6x108 0 0 0 4.0x108 5.0x108 3.0x108 4.0x108
12x108 0 0 0 4.0x108 3.0x108 2.0x108 2.1x108

L. rhamnosus 2.0x10° 0 0 0 1.1x108 1.0x108 5.0x108 7.0x108
1.5x10% 0 0 0 1.6x108 3.0x108 1.1x108 2.2x108
12x108 0 0 0 1.4x108 2.0x108 1.6x108 2.0x108

Mix 1L.1x108 0 0 0 1.0x108 3.0x108 2.6x108 3.0x108
13108 0 0 0 3.0x108 1.0x108 2.7%108 2.8x108
20x108 0 0 0 2.0x108 2.0x108 3.0x108 3.1x108

CB: Canli LAB

ID: Is1 ile denatiire olmus LAB

AD: Asit ile denatiire olmus LAB

SUi: UHT yagsiz siit igerisinde US ile inaktiflestirilmis LAB
Ui: PBS igerisinde US ile inaktiflestirilmis LAB

UA: PBS igerisinde US ile aktiflestirilmis LAB

SUA: UHT yagsiz siit igerisinde US ile aktiflestirilmis LAB
Mix: L. acidophilus, L. reuteri ve L. rhamnosus bir arada
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4.2. Calisma Gruplarinin Aflatoksin M1 Baglama Diizeyi

4.2.1. Kontrol Gruplarinin AFMi Baglama Diizeyi

Calismada kullanilan UHT yagsiz siitte AFM; tespit edilmemistir.

KUI grubu ile K ve KUA gruplarindaki AFM; konsantrasyonu arasindaki
farkin istatistiki olarak anlamli oldugu belirlenmistir (p<0.01). K grubu ile KUA

grubundaki AFM; konsantrasyonu benzer olarak tespit edilmistir (p>0.05).

2 ng/ml’lik kontaminasyona (AFM;) gore K grubunda 9%1.5’luk, KUA
grubunda %2°lik, KUI grubunda ise %18’lik baglanma meydana gelmistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Kontrol gruplarinda 2 ng/ml’lik kontaminasyona gére AFM; diizeyi.

AFM; konsantrasyonu
Kontroller AFM; baglanma orani (%)
(ng/ml) + ss

K 1.97+0.01° 1.5
KUA 1.96+0.01* 2.0
KU 1.64+0.06° 18.0
P degeri <0.01

K: UHT yagsiz siit + AFM;

KUA: UHT yagsiz siite aktivasyon diizeyinde US uygulamas: + AFM;

KUI: UHT yagsiz siite inaktivasyon diizeyinde US uygulamasi + AFM;

ab: Ayni siitunda farkli ist simge bulunan ortalamalar anlamli derecede farklidir.
ss: Standart sapma

4.2.2. Canh Laktik Asit Bakterilerinin Aflatoksin M1 Baglama Diizeyi

CB grubunda en yiiksek baglama oran1 L. reuteri’de (%28), en diisiik baglama
orani ise mix grupta (%22) meydana gelmistir. CB grubunda grup i¢i bakterilerin
karsilagtirilmasinda AFM;’i baglama acisindan istatistiksel fark gozlenmemistir

(»p>0.05) (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3. 2 ng/ml’lik AFM; kontaminasyonuna gore canli bakterilerin UHT yagsiz
stit ortaminda AFM; baglama diizeyi.

CB grubu

AFM; konsantrasyonu
Bakteriler Baglama orani (%)
(ng/ml) + ss

L. acidophilus 1.52+0.13 24.0
L. reuteri 1.4440.06 28.0
L. rhamnosus 1.47+0.20 26.5
Mix 1.56+0.09 22.0
P degeri >0.05

CB: Canli LAB + UHT yagsiz siit + AFM,
Mix: L. acidophilus, L. reuteri ve L. rhamnosus bir arada
ss: Standart sapma

HPLC analizinde mix LAB 6rneklerinin CB grubundaki AFM; kromatogram
goriintiisii kaydedilmistir (Sekil 4.1).

FLD1 A, Ex=360, Em=440 (AFT-HH1-ELIF-BIAFT-M! 2024-06:04 15-30-4218161000010.0)

%
%

S
&
= T

T T T T T T
2 4 6 8 10 12

Sekil 4.1. Mix LAB’lerin CB grubundaki AFM; kromatogram goriintiisii.
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4.2.3. Is1 ile Inaktif Laktik Asit Bakterilerinin Aflatoksin M; Baglama

Diizeyi

ID grubunda en yiiksek baglama orami L. rhamnosus’ta (%26), en diisiik
baglama orani ise L. reuteri’de (%16.5) saptanmistir. ID grubunda grup i¢i bakteriler
karsilagtirildiginda AFM; baglama oranlarinda istatistiksel fark tespit edilmemistir
(»>0.05) (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. 2 ng/ml’lik AFM; kontaminasyonuna gore 1s1 ile inaktif bakterilerin UHT
yagsiz siit ortaminda AFM; baglama diizeyi.

ID grubu

AFM; konsantrasyonu
Bakteriler Baglama oram (%)
(ng/ml) + ss

L. acidophilus 1.59+0.06 20.5
L. reuteri 1.67£0.15 16.5
L. rhamnosus 1.48+0.11 26.0
Mix 1.55+0.13 22.5
P degeri >0.05

ID: Is1 ile denatiire olmus LAB + UHT yagsiz siit + AFM;
Mix: L. acidophilus, L. reuteri ve L. rhamnosus bir arada
ss: Standart sapma

HPLC analizinde mix LAB orneklerinin ID grubundaki AFM; kromatogram
goriintiisii kaydedilmistir (Sekil 4.2).
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FLDTA, Ex=30, Em=440 (AFT-M1-ELIF-3AFT-MI 2024-06-04 15-304251G1000030.0)

05 &
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2 4 6 8 10 12 ul

Sekil 4.2. Mix LAB’lerin ID grubundaki AFM; kromatogram goriintiisii.

4.2.4. Asit ile Inaktif Laktik Asit Bakterilerinin Aflatoksin Mi Baglama

Diizeyi

AD grubunda en yiiksek baglama orami L. rhamnosus’ta (%22.5), en diisiik
baglama orani ise mix grupta (%18) saptanmistir. AD grubunda grup igi bakteriler
karsilagtirildiginda AFM; baglama oranlarinda istatistiksel fark tespit edilmemistir
(»>0.05) (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. 2 ng/ml’lik AFM| kontaminasyonuna gore asit ile inaktif bakterilerin UHT
yagsiz siit ortaminda AFM; baglama diizeyi.

AD grubu
Bakteriler AFMI1 konsantrasyonu (ng/ml) + ss Baglama oram (%)
L. acidophilus 1.61+0.14 19.5
L. reuteri 1.58+0.13 21.0
L. rhamnosus 1.55+0.11 22.5
Mix 1.64+0.16 18.0
P degeri >0.05

AD: Asit ile denatiire olmus LAB + UHT yagsiz siit + AFM;
Mix: L. acidophilus, L. reuteri ve L. rhamnosus bir arada
ss: Standart sapma
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HPLC analizinde mix LAB 6rneklerinin AD grubundaki AFM; kromatogram
goriintlisli kaydedilmistir (Sekil 4.3).

FLD1 A, Ex=360, Em=440 (AFT-HH1-ELIF-HAFT-M! 2024-06:05 14-29-491S1G1000027 D)

N
&
&
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N

T T T T T T
2 4 6 8 10 12

Sekil 4.3. Mix LAB’lerin AD grubundaki AFM; kromatogram goriintiisii.

4.2.5. PBS Ilcerisinde Ultrason ile Aktiflestirilmis Laktik Asit

Bakterilerinin Aflatoksin M1 Baglama Diizeyi

UA grubunda en yiiksek baglama orani L. acidophilus’ta (%25), en diisiik
baglama orani ise mix grupta (%22) saptanmistir. UA grubunda grup i¢i bakterilerin
karsilagtirilmasinda AFM;’i baglama acisindan istatistiksel fark gozlenmemistir

(p>0.05) (Tablo 4.6).
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Tablo 4.6. 2 ng/ml’lik AFM1 kontaminasyonuna goére PBS igerisinde US ile
aktiflestirilmis bakterilerin UHT yagsiz siit ortaminda AFM; baglama

diizeyi.

UA grubu

AFM1 konsantrasyonu
Bakteriler Baglama orani (%)
(ng/ml) + ss

L. acidophilus 1.50+0.10 25.0
L. reuteri 1.54+0.04 23.0
L. rhamnosus 1.52+0.08 24.0
Mix 1.56+0.04 22.0
P degeri >0.05

UA: PBS icerisinde US ile aktiflestirilmis LAB + UHT yagsiz siit + AFM;
Mix: L. acidophilus, L. reuteri ve L. rhamnosus bir arada
ss: Standart sapma

HPLC analizinde mix LAB 6rneklerinin UA grubundaki AFM; kromatogram
goriintiisii kaydedilmistir (Sekil 4.4).

FLDT A, Ex=360, Em=440 (AFT-HH1-ELIF-3IAFT-MT 2024-06:04 15-30-421S1G1000015.0)

Sekil 4.4. Mix LAB’lerin UA grubundaki AFM; kromatogram goriintiisi.
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4.2.6. PBS icerisinde Ultrason ile Inaktiflestirilmis Laktik Asit

Bakterilerinin Aflatoksin M1 Baglama Diizeyleri

Ul grubunda en yiiksek baglama oram L. acidophilus’ta (%27.5), en diisiik
baglama oram ise L. rhamnosus’ta (%22) saptanmustir. Ul grubunda grup ici
bakterilerin karsilastirllmasinda AFM;’i baglama acisindan istatistiksel fark

gozlenmemistir (p>0.05) (Tablo 4.7).

Tablo 4.7. 2 ng/ml’lik AFM; kontaminasyonuna goére PBS igerisinde US ile
inaktiflestirilmis bakterilerin UHT yagsiz siit ortaminda AFM; baglama

diizeyi.

Ui grubu

AFM1 konsantrasyonu
Bakteriler Baglama oram (%)
(ng/ml) + ss

L. acidophilus 1.45+0.11 27.5
L. reuteri 1.53+0.08 23.5
L. rhamnosus 1.56+0.02 22.0
Mix 1.51+0.11 24.5
P degeri >0.05

Ul: PBS igerisinde US ile inaktiflestirilmis LAB + UHT yagsiz siit + AFM;
Mix: L. acidophilus, L. reuteri ve L. rhamnosus bir arada
ss: Standart sapma

HPLC analizinde mix LAB 6rneklerinin Ul grubundaki AFM; kromatogram
goriintiisii kaydedilmistir (Sekil 4.5).
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FLD1 A, Ex=360, Em=440 (AFT-HH1-ELIF-AFT-M! 2024-06:05 14-29-491S1G1000012.0)

T T T T T T
2 4 6 8 10 12

Sekil 4.5. Mix LAB’lerin Ul grubundaki AFM; kromatogram goriintiisii.

4.2.7. UHT Yagsiz Siit icerisinde Ultrason ile Aktiflestirilmis Laktik Asit
Bakterilerinin Aflatoksin M1 Baglama Diizeyi

SUA grubunda grup ici bakterilerin karsilastirilmasinda en yiiksek baglama L.
acidophilus’ta (%43), en diisiikk baglama oran1 ise mix grupta (%34) tespit edilmistir.
L. acidophilus grubunun baglama orani, mix grubunun baglama oranina kiyasla
istatistiksel olarak anlamli derecede daha yiiksek bulunmustur (p<0.05). L.
acidophilus, L. reuteri ve L. rhamnosus’un AFM’1 baglama kapasitesinin benzer
oldugu goriilmiistiir (p>0.05). Yine mix grubun baglama oraninin L. reuteri ve L.

rhamnosus’tan farkli olmadig tespit edilmistir (p>0.05) (Tablo 4.8).
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Tablo 4.8. 2 ng/ml’lik AFM; kontaminasyonuna gére UHT yagsiz siit igerisinde US
ile aktiflestirilmis bakterilerin UHT yagsiz siit ortaminda AFM; baglama

diizeyi.

SUA grubu

AFM1 konsantrasyonu
Bakteriler Baglama orani (%)
(ng/ml) = ss

L. acidophilus 1.14+0.09° 43.0
L. reuteri 1.19+0.06% 40.5
L. rhamnosus 1.26+0.06% 37.0
Mix 1.32+0.06° 34.0
P degeri <0.05

SUA: UHT yagsiz siit icerisinde US ile aktiflestirilmis LAB + UHT yagsiz siit + AFM;
Mix: L. acidophilus, L. reuteri ve L. rhamnosus bir arada

*b: Ayni siitunda farkli {ist simge bulunan ortalamalar anlamli derecede farklidir.

ss: Standart sapma

HPLC analizinde mix LAB 6rneklerinin SUA grubundaki AFM; kromatogram
goriintiisii kaydedilmistir (Sekil 4.6).

FLD1 A, Ex=360, Em=£40 (AFT-Mt-ELIF-3IAFT-A! 2024-06-04 15-30-4218161000020.0)

w
25

05

Sekil 4.6. Mix LAB’lerin SUA grubundaki AFM; kromatogram goriintiisii.
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4.2.8. UHT Yagsiz Siit Icerisinde Ultrason ile Inaktiflestirilmis Laktik Asit
Bakterilerinin Aflatoksin M1 Baglama Diizeyi

SUI grubunda en yiiksek baglama kapasitesi L. rhamnosus’ta (%43.5), en
diisiik baglama kapasitesi ise L. acidophilus’ta (%40.5) tespit edilmistir (p>0.05). SUI
grubunda grup ici bakterilerin karsilastirilmasinda AFM;’i baglama agisindan

istatistiksel fark gézlenmemistir (p>0.05) (Tablo 4.9).

Tablo 4.9. 2 ng/ml’lik AFM; kontaminasyonuna gére UHT yagsiz siit i¢erisinde US
ile inaktiflestirilmis bakterilerin UHT yagsiz siit ortaminda AFM; baglama

diizeyi.

SUI grubu

AFM1 konsantrasyonu
Bakteriler Baglama orani (%)
(ng/ml) + ss

L. acidophilus 1.19+0.06 40.5
L. reuteri 1.16+0.04 42.0
L. rhamnosus 1.13+0.04 43.5
Mix 1.14+0.01 43.0
P degeri >0.05

SUI: UHT yagsiz siit igerisinde US ile inaktiflestirilmis LAB + UHT yagsiz siit + AFM;
Mix: L. acidophilus, L. reuteri ve L. rhamnosus bir arada
ss: Standart sapma

HPLC analizinde mix LAB &rneklerinin SUI grubundaki AFM; kromatogram
goriintlisli kaydedilmistir (Sekil 4.7).
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FLD1 A, Ex=360, Em=40 (AFT-Mt-ELIF-HIAFT-AH 2024-06-05 14-29-4918161000017D)

Sekil 4.7. Mix LAB’lerin SUI grubundaki AFM; kromatogram goriintiisii.

4.2.9. Canh Bakteri Gruplarmmin Aflatoksin M1 Baglama Diizeyi

Canli bakterilerin oldugu tiim gruplarda en yiiksek AFM; baglama kapasitesi
SUA grubundaki L. acidophilus’ta (%43), en diisiik baglama kapasitesi ise CB ve UA
grubundaki mix bakterilerde (%22) tespit edilmistir (p<0.01). Canli bakterilerin
oldugu tiim gruplarda grup ici en diigiik baglama kapasitesinin mix bakterilerde oldugu
saptanmistir. Sadece SUA grubundaki mix grubun diisiik baglama orani istatistiksel

olarak anlamli bulunmustur (»p<0.05).

L. acidophilus canli oldugunda en yiiksek SUA grubunda (%43), en diisiik CB
(%24) grubunda bagladig1 goriilmiistiir (p<0.01). CB ve UA gruplarindaki L.
acidophilus’un baglama oranlar1 benzer tespit edilmistir (p>0.05). SUA grubundaki
yiiksek baglama orani, CB ve UA gruplarina gore istatistiksel olarak anlaml

bulunmustur (p<0.01).

L. reuteri canli oldugunda en yiiksek SUA grubunda (%40.5), en diisiik UA
(%23) grubunda bagladigi belirlenmistir (p<0.01). CB ve UA gruplarindaki L.
reuteri’nin baglama oranlar1 benzer tespit edilmistir (p>0.05). SUA grubundaki
yliksek baglama oraninin, CB ve UA gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli oldugu

tespit edilmistir (p<0.01).
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L. rhamnosus canli oldugunda en yiiksek baglama kapasitesi SUA grubunda
(%37), en disik UA (%24) grubunda tespit edilmistir (p<0.01). CB ve UA
gruplarindaki L. rhamnosus’un baglama oranlarinin benzer oldugu goriilmiistiir
(»>0.05). SUA grubundaki yiiksek baglama oraninin, CB ve UA gruplarina gore

istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (p<0.01).

Mix gruplar canli oldugunda en yiiksek baglama SUA grubunda (%34), en
diisiik baglama ise CB (%22) ve UA (%22) gruplarinda goriilmiistiir (»<0.01). CB ve
UA gruplarindaki mix bakterilerin baglama oranlar1 benzer tespit edilmistir (p>0.05).
SUA grubundaki yiiksek baglama orani, CB ve UA gruplarina gore istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0.01) (Tablo 4.10).

Tablo 4.10. 2 ng/ml’lik kontaminasyona gore canli bakteri gruplarinda AFM;

konsantrasyonu + standart sapma (% baglama orani).

Canh bakteri gruplar

Bakteriler CB UA SUA

L. acidophilus 1.52+0.13 (24.0)* 1.50+0.10 (25.0)* 1.14+0.09 (43.0)*
L. reuteri 1.4440.06 (28.0)AB 1.5440.04 (23.0)A 1.19+0.06 (40.5)2¢
L. rhamnosus 1.4740.20 (26.5)AB 1.5240.08 (24.0)* 1.26+0.06 (37.0)*¢
Mix 1.56+0.09 (22.0)* 1.56+0.04 (22.0)* 1.32+0.06 (34.0)B¢

CB: Canli LAB + UHT yagsiz siit + AFM;

UA: PBS icerisinde US ile aktiflestirilmis LAB + UHT yagsiz + AFM;

SUA: UHT yagsiz siit igerisinde US ile aktiflestirilmis LAB + UHT yagsiz siit + AFM;

Mix: L. acidophilus, L. reuteri ve L. rhamnosus bir arada

ab: Her bir siitunun kendi igerisinde sahip oldugu farkl list simgeler arasindaki ortalamalar anlamli
derecede farklidir (p<0.05)

A-B: Her bir satirin kendi igerisinde sahip oldugu farkli {ist simgeler arasindaki ortalamalar anlamli
derecede farklidir (p<0.01)

4.2.10. inaktif Bakteri Gruplarinin Aflatoksin M; Baglama Diizeyi

Inaktif bakteri gruplari arasinda en yiiksek AFM; baglama oram SUI (%43.5)
grubunda en diisiik baglama orani ise ID (%16.5) grubunda belirlenmistir (p<0.01).
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Inaktif L. acidophilus’un en yiiksek SUI (%40.5) grubunda, en diisiik AD
(%19.5) grubunda bagladig1 gériilmiistiir (p<0.01). SUI grubundaki L. acidophilus’un
diger inaktif gruplara (ID, AD ve Ul) oranla daha yiiksek baglama oranina sahip
oldugu tespit edilmistir (p<0.01). ID, AD ve Ul gruplarindaki inaktif L. acidophilus un

baglama kapasitesinin benzer oldugu saptanmistir (p>0.05).

Inaktif L. reuteri’nin en yiiksek baglama kapasitesinin SUI (%42) grubunda,
en diisik baglama kapasitesinin ise ID (%16.5) grubunda oldugu saptanmistir
(p<0.01). ID, AD ve Ul gruplarindaki baglama oranlarinin benzer oldugu tespit
edilmistir (p>0.05). SUI grubundaki L. reuteri’un diger inaktif gruplara (ID, AD ve
Ul) oranla daha yiiksek baglama oranina sahip oldugu goriilmiistiir (p<0.01).

L. rhamnosus’un en yiiksek SUI (%43.5), en diisik Ul (%22) grubunda
bagladig1 goriilmiistiir (p<0.01). ID, AD ve Ul gruplarindaki baglama oranlarinin ise
benzer oldugu belirlenmistir (p>0.05). SUI grubundaki L. rhamnosus’un diger inaktif
gruplara (ID, AD ve Ul) oranla daha yiiksek baglama oranma sahip oldugu tespit
edilmistir (p<0.01).

Inaktif mix gruplarda en yiiksek baglama kapasitesi SUI (%43) grubunda
belirlenirken, en diisiik baglama kapasitesi AD (%18) grubunda tespit edilmistir
(p<0.01). Diger bakterilerde oldugu gibi ID, AD ve Ul gruplarindaki baglama oranlar
benzer bulunmustur (p>0.05). SUI grubundaki mix bakterilerin diger inaktif gruplara
(ID, AD ve Ul) oranla daha yiiksek baglama oranma sahip oldugu gériilmiistiir
(»<0.01) (Tablo 4.11).
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Tablo 4.11. 2 ng/ml’lik kontaminasyona gore inaktif bakteri gruplarinin AFM;

konsantrasyonu + standart sapma (% baglama orani).

Inaktif bakteri gruplar

Bakteriler ID AD ui Sui

L. acidophilus  1.59+0.06 (20.5"8  1.61+0.14 (19.5)*3 1.45+0.11 (27.5)® 1.19+0.06 (40.5)°

L. reuteri 1.67+0.15 (16.5)* 1.58+0.13 (21.0)*8 1.53+0.08 (23.5)AB 1.16+0.04 (42.0)°

L. rhamnosus 148011 260y®  1.55£0.11 225/ 1.56:0.02(22.0"®  1.13+0.04 (43.5)C

Mix 1554013 (2250 1.64+0.16 (180)*  1.5140.11(24.5®  1.14+0.01 (43.0)C

ID: Is1 ile denatiire olmus LAB + UHT yagsiz siit + AFM,

AD: Asit ile denatiire olmus LAB + UHT yagsiz siit + AFM;

Ul: PBS igerisinde US ile inaktiflestirilmis LAB + UHT yagsiz siit + AFM;

SUI: UHT yagsiz siit icerisinde US ile inaktiflestirilmis LAB + UHT yagsiz siit + AFM;

Mix: L. acidophilus, L. reuteri ve L. rhamnosus bir arada

A-B: Her bir satirin kendi igerisinde sahip oldugu farkli iist simgeler arasindaki ortalamalar anlamli
derecede farklidir (»p<0.01)

4.2.11. PBS ve UHT Yagsiz Siit Ortaminda Ultrason ile Aktiflestirilmis ve
Inaktiflestirilmis Laktik Asit Bakterilerinin Aflatoksin M

Baglama Diizeyi

Tiim US gruplarinda L. rhamnosus SUI (%43.5) grubunda en yiiksek baglama
kapasitesi gostermistir. En diisiik baglama oraninin ise UA grubundaki mix grupta

(%22) ve Ul grubundaki L. rhamnosus’ta (%22) oldugu tespit edilmistir (p<0.05).

PBS igerisinde US uygulanan gruplarda gruplar arasi istatistiksel bir fark
olmadig1 gériilmiistiir (p>0.05). En vyiiksek baglama oram1 Ul grubunda L.
acidophilus’ta (%27.5) saptanirken, en diisiik baglama oran1 UA grubundaki mix grup
(%22) ve Ul grubundaki L. rhamnsosus bakterisinde (%22) oldugu belirlenmistir
(»>0.05).

UHT yagsiz siit igerisinde US uygulanan gruplarda en yliksek baglama
kapasitesinin SUI grubundaki L. rhamnosus’ta (%43.5); en diisik baglama
kapasitesinin ise SUA grubundaki mix grupta (%34) oldugu tespit edilmistir (»<0.05).
SUA grubunda en yiiksek baglama kapasitesinin L. acidophilus’ta (%43), SUI
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grubunda en diisiikk baglama kapasitesinin yine L. acidophilus’ta (%40.5) oldugu
saptanmustir (p>0.05). SUA ve SUI gruplar arasindaki karsilastirmada L. acidophilus,
L. reuteri ve L. rhamnosus bakterilerinde istatistiki fark tespit edilmemistir. Ancak,
SUI grubundaki mix bakterilerin SUA grubuna gére daha yiiksek oranda AFM;
bagladig: tespit edilmistir (p<0.05).

Tiim US gruplar degerlendirildiginde, en yiiksek SUA (%43) grubunda
baglayan L. acidophilus’un en disik UA (%25) grubunda AFM; bagladigi
belirlenmistir (p<0.05). L. acidophilus’un SUA ve SUI gruplarindaki yiiksek baglama
oranlart UA ve Ul gruplarina gére istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).
Ayrica UA ve Ul gruplarinda veya SUA ve SUI gruplarindaki baglama kapasitesi
benzer olarak tespit edilmistir (p>0.05).

L. reuteri’nin en yiiksek baglama kapasitesi SUI (%42) grubunda saptanmustir.
En disiik baglama oraninin ise UA (%23) grubunda oldugu tespit edilmistir. L.
reuteri’nin SUA ve SUI gruplarindaki yiiksek baglama oranlar1 UA ve Ul gruplarina
gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). UA ve Ul gruplarinda veya
SUA ve SUI gruplarindaki baglama kapasitesinin ise benzer oldugu belirlenmistir

(»>0.05).

SUI grubunda en yiiksek baglama kapasitesine sahip olan L. rhamnosus’un
(%43.5), en diisiik baglama kapasitesi Ul (%22) grubunda tespit edilmistir (p<0.05).
L. rhamnosus’un SUA ve SUI gruplarindaki yiiksek baglama oranlart UA ve Ul
gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (»p<0.05). Bunun yaninda UA
ve Ul gruplarinda veya SUA ve SUI gruplarindaki baglama oranlarinin ise benzer

oldugu belirlenmistir (p>0.05).

Mix bakterilerde en yiiksek baglama oran1 SUI (%43) grubunda belirlenirken
en diisiik baglama oran1 UA (%22) grubunda tespit edilmistir (p<0.05). Mix
bakterilerin SUA ve SUI gruplarindaki yiiksek baglama oranlar1 UA ve Ul gruplarina
gbre istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Bununla birlikte SUI
grubundaki yiiksek baglama orani (%43), UA, UI ve SUA gruplarina gore istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). SUA grubundaki mix bakterilerin ise UA ve Ul
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gruplarma gore daha yiiksek oranda AFM; bagladig tespit edilmistir (p<0.05) (Tablo
4.12).

Tablo 4.12. 2 ng/ml’lik kontaminasyona gére PBS ve UHT yagsiz siit igerisinde
aktiflestirilmis  ve  inaktiflestirilmis  bakteri gruplarinin  AFM;

konsantrasyonu + standart sapma (% baglama orani).

US gruplan

Bakteriler UA ui SUA Sui

L. acidophilus | 504010 (25.0)* 145+0.11Q27.5)%  1.14£0.09 (43.00C  1.1940.06 (40.5)°

L. reuteri 1.54£0.04 (23.0y* 1.53£0.08(23.5)*  1.19£0.06 (40.5/™C  1.16£0.04 (42.0)C

L. rhamnosus ~ 1.52+0.08 (24.0*  1.56£0.02(22.0)*  1.26:£0.06 (37.0)™BC  1.130.04 (43.5)C

Mix 1.56+0.04(22.0)*  1.51+0.11(24.5)*  1.32+0.06 (34.0)°8  1.14+0.01 (43.0)°

UA: PBS icerisinde US ile aktiflestirilmis LAB + UHT yagsiz siit + AFM;

Ul: PBS igerisinde US ile inaktiflestirilmis LAB + UHT yagsiz siit + AFM;

SUA: UHT yagsiz siit igerisinde US ile aktiflestirilmis LAB + UHT yagsiz siit + AFM;

SUI: UHT yagsiz siit igerisinde US ile inaktiflestirilmis LAB + UHT yagsiz siit + AFM;

Mix: L. acidophilus, L. reuteri ve L. rhamnosus bir arada

ab: Her bir siitunun kendi igerisinde sahip oldugu farkl {ist simgeler arasindaki ortalamalar anlamli
derecede farklidir (p<0.05)

A-B: Her bir satirin kendi igerisinde sahip oldugu farkli {ist simgeler arasindaki ortalamalar anlamli
derecede farklidir (p<0.05)

4.2.12. Tiim Cahsma Gruplarinin AFMi Baglama Diizeyi

Tiim uygulama gruplarindaki AFM; diizeyi, kontrol gruplarina gore istatistiki
olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Ayn1 zamanda SUA ve SUI gruplarinda AFM;
baglama diizeyinin, KUA ve KUI gruplarina gore p<0.01 diizeyinde anlamli oldugu

belirlenmistir.

SUA ve SUI gruplar1 hari¢ diger gruplarn AFM; baglama oram
degerlendirildiginde, en yiiksek baglama orani L. reuteri’de (CB grubu, %28) tespit
edilirken, en diisiik baglama orani yine L. reuteri’de (ID grubu, %16.5) kaydedilmistir
(p<0.05). L. acidophilus’un SUA ve SUI gruplari harig diger tiim gruplardaki baglama
oranlarmin benzer oldugu kaydedilmistir (p>0.05). Istatistiksel olarak fark olmasa da

en yiksek Ul grubunda (%27.5), en diisik AD grubunda (%19.5) bagladig
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belirlenmistir. SUA ve SUI gruplar1 hari¢ L. reuteri’nin CB grubundaki baglama
kapasitesinin AD, UA ve Ul grubundaki baglama kapasitesinden farkli olmadig: tespit
edilmistir (p>0.05). L. reuteri’nin ID grubundaki baglama kapasitesinin yine AD, UA
ve Ul grubu ile benzer oldugu belirlenmistir (»p>0.05). Ancak canli L. reuteri’nin
AFM; baglama kapasitesinin 1s1 ile inaktif L. reuteri ile karsilagtirildiginda daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir (»<0.05). Bunun yaninda SUA ve SUI gruplar1 harig
L. rhamnosus’un gruplar arasindaki baglanma oranlarimin benzer oldugu tespit
edilmistir (p>0.05). Istatistiksel olarak fark olmasa da en yiiksek baglama oran1 CB
grubunda (%26.5), en diisiik baglama orani1 ise Ul grubunda (%22) oldugu
belirlenmistir. Aymi sekilde mix bakterilerde de (SUA ve SUI gruplari harig) gruplar

arasindaki baglama oranlarinin farkli olmadigi tespit edilmistir (p>0.05).

UHT yagsiz siit ortamindaki US ¢alisma gruplar1 (SUA ve SUI) ile diger
gruplar (CB, ID, AD, UA, Ul) karsilastirildiginda, AFM, baglama oranlar arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.01). Tiim bakteri gruplarinda en
yiiksek AFM; baglama kapasitesinin SUA ve SUI gruplarinda oldugu kaydedilmistir
(Tablo 4.13).
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Tablo 4.13. 2 ng/ml’lik kontaminasyona gore tiim ¢aligma gruplarinin AFM; konsantrasyonu + standart sapma (% baglama orani).

CB ID AD UA ui SUA Sui
K KUA KUI
Bakteriler
1.97+0.01(1.5)4 1.96+0.01(2) 1.64+0.06(18)3

L acidophilus ~ 1.52+0.13 (24)"2BC 1504006 20.5BC  1.6140.14 (19.5P4BC  1.50+0.10(25)°ABC0  145£0.11 275/  1.14+£0.09 (43)"F  1.1940.06 (40.5)}*

L. reuteri 1.44+0.06 (28)PCP L6720.15 (165 1.58+0.13 Q1M 1.54+0.04 (23)°ABC 153008 (23.5P4BC  1.19+0.06 (40.5)"F  1.16:0.04 (42)*

L rhamnosus ~ 1.47+£0.20 (26.5)"5C0  148+0.11 26)"B0  15540.11 22.5"BC  1.52+0.08 (24)PABC  1.56+002 225  1.2640.06 (37)PE  1.130.04 (43.5)F

Mix 1.56£0.09 (22)PABC  155+0.13 2254BC  164+0.16 (188  1.56+0.04 (22)PABC  1.51+0.11 24.5P4BC  1.32:£0.06 (34)P 1.14£0.01 (43)PF

K: UHT yagsiz siit + AFM; (kontrol)

KUA: UHT yagsiz siite aktivasyon diizeyinde US uygulamasi + AFM; (kontrol)

KUI: UHT yagsiz siite inaktivasyon diizeyinde US uygulamas1 + AFM; (kontrol)

CB: Canli LAB + UHT yagsiz siit + AFM;

ID: Is1 ile denatiire olmus LAB + UHT yagsiz siit + AFM;

AD: Asit ile denatiire olmus LAB + UHT yagsiz siit + AFM;

UA: PBS igerisinde US ile aktiflestirilmis LAB + UHT yagsiz siit + AFM;

Ui: PBS igerisinde US ile inaktiflestirilmis LAB + UHT yagsiz siit + AFM;

SUA: UHT yagsiz siit igerisinde US ile aktiflestirilmis LAB + UHT yagsiz siit + AFM;

SUI: UHT yagsiz siit igerisinde US ile inaktiflestirilmis LAB + UHT yagsiz siit + AFM;

Mix: L. acidophilus, L. reuteri ve L. rhamnosus bir arada;

ab: Her bir siitunun kendi igerisinde sahip oldugu farkli iist simgeler arasindaki ortalamalar anlamli derecede farklidir (p<0.05)
A-B: Her bir satirin kendi igerisinde sahip oldugu farkli iist simgeler arasindaki ortalamalar anlamli derecede farklidir (p<0.05)
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5. TARTISMA

AFM;, AFB; ile kontamine olmus yemleri tiikketen hayvanlarin siitiinde
bulunan immiinotoksik bir metabolittir. AFM; gii¢lii bir toksin oldugundan hayvan ve
insan saglig1 i¢in tehdit olusturabilmekte ayrica ekonomik zarara neden olmaktadir.
Bundan dolay1 kontamine olmus siit ve yan iiriinlerinde AFM;’i baglama veya etkisiz

hale getirmek i¢in pratik yontemlere biiyiik talep vardir.

Mevcut ¢aligmada bazi probiyotik suslar kullanilarak AFM; ile kirlenmis siitiin
detoksifikasyonu arastirilmistir. Bu tez ¢alismasinda kullanilan L. acidophilus, L.
rhamnosus ve L. reuteri insan saglig1 tizerinde olumsuz etkileri olmayan giivenilir
probiyotik mikroorganizmalardir. Son zamanlarda siit ve siit iiriinlerine ilave edilerek
besinlerin zenginlestirilmesinde rol alan bu laktobasil suslar1 detoksifikasyon

calismasinda kullanilmistir.

Laktik asit bakterilerinin mikotoksinleri baglama ve etkilerinin azaltilmasina
yonelik bir¢ok calisma yapilmistir. Bu c¢alismalarda; farkli toksin tiirii, inkiibasyon
stiresi, toksin konsantrasyonu, inkiibasyon sicakligi, hiicre (bakteri veya maya)
konsantrasyonu, bakterilerin izole edildikleri ortam, detoksifikasyon ortami ve
hiicrelerin fizyolojik durumunu degistiren yontemlerin farkli olmasi her ¢alismada

baglanma oranlariin degismesine neden olmaktadir (Yiicel, 2019).

Bakteri sayisinin AFM; detoksifikasyonu iizerindeki etkisi ile ilgili yapilan
caligmalarda, nemli miktarda toksin baglanabilmesi i¢in bakteri konsantrasyonun en
az 10® kob/ml olmas1 gerektigi ve bakteri konsantrasyonu arttik¢a toksin baglama
kapasitesinin de arttig1 rapor edilmistir (Abbes ve ark., 2013; El-Nezami ve ark.,
1998a; Ismail ve ark., 2017; Kabak ve Var, 2008). Benzer sekilde, Line ve Brackett
(1995) tarafindan AFB'in 6nemli 6lciide uzaklastirilmas: igin >10% kob/ml
popiilasyonlarinin gerekli oldugu belirtilmistir. Bakteri konsantrasyonunun AFM;
baglama orani iizerindeki etkisini arastiran diger bir ¢alismada, 1x10° kob/ml, 3x10°

kob/ml ve 5x10° kob/ml olan bakteri konsantrasyonlarindan en yiiksek baglama
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oraninin 5x10° kob/ml bakteri olan grupta oldugu bildirilmistir (Abdelmotilib ve ark.,
2018). Yapilan bir bagka calismada Ismail ve ark. (2017) tarafindan siitten AFM;
uzaklastirilmasinda 1s1 ile inaktif hiicre sayis1 arttikga (107-10'" kob/ml) baglama
oraninin %100’e ulastig1 rapor edilmistir. Bakteri sayis1 ile ilgili calismalar
incelendiginde ideal bir toksin baglama orani igin en az 10® kob/ml bakterinin gerekli
oldugu bildirilmektedir. Bu literatiirlerin 15181nda tez ¢alismasinda bakteri sayilar1 ~108

kob/ml olmak tiizere sabit tutulmustur.

Bakteri ve toksinin bir araya getirildigi ortam sicakligi, bakterilerin
miktoksinle baglanma oranin1 énemli dlgiide etkilemektedir. Inkiibasyon sicakliginin
aflatoksin baglanmas1 {izerine etkisi incelendiginde, arastirmacilar tarafindan
hiicrelerin daha hizli gelismesi ve enzimatik reaksiyonlarin artmasina bagli olarak
inkiibasyon sicaklig1 37°C olarak ayarlanmistir (Abedi ve ark., 2022a; Abedi ve ark.,
2022b; Bovo ve ark., 2013; El-Nezami ve ark., 1998a; Ismail ve ark., 2017; Serrano-
Nifio ve ark., 2013; Shah ve Wu, 1999). Calisma sonuglarinin degisken oldugu, toksin
ve bakteri tlirli degistikce ortam sicakliginin detoksifikasyon {izerine etkisinin
degisebilecegi goriilmiistiir. Bu degisikligi minimize etmek ic¢in bu caligmada

inkiibasyon sicakligi 37°C’de sabit tutulmustur.

Toksin konsantrasyonu bakterinin adsorpsiyon oranlarimi etkilemektedir.
Yiiksek toksin konsantrasyonunda baglama orani da fazla olmaktadir (Fakhrabadipour
ve ark., 2023; Lee ve ark., 2003; Rezasoltani ve ark., 2022; Wochner ve ark., 2019).
Ancak bakteri hiicrelerinin AFM; baglama yiizeyleri sinirlidir. Hiicrelerde belirli
sayida baglanma bolgesi vardir. Bu baglanma boélgeleri doygunluga ulastigi anda
AFM; baglama oranlar1 sabit kalmaktadir. Bu durumu agiklar nitelikte Yiiksel ve
Albayrak (2020) toksin konsantrasyonu 0.5 ng/ml’den 5 ng/ml’ye yiikseldiginde
baglama oranlarinda artma oldugunu ancak konsantrasyon 10 ng/ml’ ye yiikseldiginde
baglama oraninda konsantrasyona bagh bir artis olmadigin1 gézlemlemistir. Bundan
dolay1 bu tez c¢alismasinda, literatiirlerde atfedilen ve HPLC analizatoriinde

dogrulanabilen konsantrasyon olan 2 ng/ml belirlenmistir.

Bakterinin mikotoksini baglama yeteneginde, bakteri-aflatoksin inkiibasyon
stresinin de Onemli oldugu vurgulanmaktadir. Yapilan bir¢ok c¢alismada,

detoksifikasyonun hizli bir siire¢ oldugu, aflatoksin ve mikroorganizmalar arasinda
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kurulan bagin temasin ilk dakikalarinda meydana geldigi ve sonraki siire¢lerde 6nemli
bir farka rastlanmadigi bildirilmistir (Bovo ve ark., 2013; Corassin ve ark., 2013;
Fazeli ve ark., 2009; Kumara ve ark., 2019; Peltonen ve ark., 2001; Serrano-Nifio ve
ark., 2013; Sezer ve ark., 2013; Yiiksel ve Albayrak, 2020). Bundan dolay1 tez

caligmasinda inkiibasyon siiresi 1 saat olarak belirlenmistir.

Inkiibasyon siirelerinin detoksifikasyon kapasitesi iizerindeki etkisini
inceleyen diger bazi c¢alismalarda inkiibasyon siiresi arttikca (0-72 saat arasi)
detoksifikasyon kapasitesinin arttif1 tespit edilmistir (Abbés ve ark., 2013;
Abdelmotilib ve ark., 2018; Abedi ve ark., 2022a; Ben Salah-Abbes ve ark., 2015; El-
kest ve ark., 2015; El Khoury ve ark., 2011; Fakhrabadipour ve ark., 2023; Jebali ve
ark., 2015; Panwar ve ark., 2019; Rahnama Vosough ve ark., 2014; Rezasolltani ve
ark., 2022).

Bovo ve ark. (2013) tarafindan 7 LAB’nin PBS ve yagsiz siitteki AFM'i
giderme yeteneginin degerlendirildigi calismada, 15 dk ve 24 saat inkiibasyon siireleri
arasinda AFM; baglama kapasitesi bakimindan 6nemli bir farkliligin olmadig
bildirilmistir. Ancak sadece L. rhamnosus’un inkiibasyon siiresi arttikca daha fazla
baglama oranina sahip oldugu tespit edilmistir. Serrano-Nifio ve ark. (2013) ise PBS
ortaminda 0-4-12 saat siiren inkiibasyonlarda en yiliksek AFM; baglama oranlarinin

12. saatte oldugunu bildirmistir.

Bu tez ¢alismasinda LAB’lerin AFM; baglama yetenegine US’nin etkisinin
tam olarak anlagilabilmesi amac¢lanmistir. Bu amacla LAB’ler; canli, 6lii (1s1, asit ve
US ile inaktif) ve US ile aktivasyon yontemleri uygulanarak gruplandirilmistir.
Calismada sabit parametreler inkiibasyon siiresi (1 saat) ve sicakligi (37°C), AFM;
konsantrasyonu (2 ng/ml), ortam (yagsiz siit) ve bakteri konsantrasyonu (~108 kob/ml)

olarak belirlenmistir.

Calismada laktik asit bakteri tiirlerinin se¢iminde aflatoksin baglama kapasitesi
yiiksek olan, probiyotik 6zellikleri belirlenen suslar se¢ilmistir. Bakterilerin aflatoksin
detoksifikasyonunun, biyolojik bozunma yerine, mikroorganizma hiicre duvarindaki
peptidoglikan ve oligosakkaritler gibi bilesenler aracilifiyla fiziksel adsorpsiyon
yoluyla gerceklestigi belirtilmektedir (Bovo ve ark., 2013; Corassin ve ark., 2013;
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Serrano-Nifio ve ark., 2013). Hiicre yilizey alan1 ve hiicre duvar hacminin
detoksifikasyon kapasitesi lizerindeki etkisi goz ontine alindiginda, bu parametrelerin
artmasiyla baglanma kapasitesinin de arttig1 bildirilmektedir (Wang ve ark., 2015). Bu
baglamda, calismada kullanilan Lactobacillus suslar1 yaklasik 1 ila 1.5 pm uzunlukta
ve 0.7 ila 1 pm capinda ¢ubuk seklinde hiicrelerdir (Schiar-Zammaretti ve Ubbink,
2003). Aym tiir icindeki farkli LAB suslarinin aflatoksin baglama kapasitesinde
belirgin farkliliklar gozlemlenebilir. Bu farkliliklar, genetik cesitlilik, hiicre duvari
bilesimindeki varyasyonlar, yiizey kimyasindaki farkliliklar ve ¢evresel adaptasyon
siireglerinden kaynaklanmaktadir. Ozellikle hiicre duvari yapilarinin degiskenligi, ayni
cinsin hatta aynu tiiriin alt tiirleri arasinda bile baglanma yiizdelerinin farkli olmasina

neden olmaktadir (Ahlberg ve ark., 2015).

Ortamda bakteri bulunmaksizin sadece toksinin bulundugu K grubunda %1.5
oraninda, KUA grubunda ise %2 oraninda baglanma meydana gelmistir. Siit ortaminda
yapilan ¢alismalarda, AFM/’in siit proteinleri arasindaki hidrofobik etkilesimler ile a-
laktalbumin, kazein ve B-laktoglobiiline afinitesinin oldugu bildirilmistir (Chavarria
ve ark., 2017). Sanaldi ve Coban (2023) tarafindan yapilan diger bir ¢alismada siit
ortaminda, igerisinde aflatoksin baglayabilecek herhangi bir bilesen olmayan PBS
ortamina gore daha yiiksek baglama oranlar1 elde edilmistir. Dolayisiyla bu baglanma
oranlar1 Brackett ve Marth (1982) yaptig1 calismada bildirdigi gibi kazeinin AFM;'e
gram bagina 17.9-55.3 pg araliginda baglanmasindan kaynaklanmais olabilir.

Koyun siitii ortaminda yapilan bir calismada CB grubundaki bulgulardan daha
yiiksek baglama orani (canli L. acidophilus %39.81; canli L. rhamnosus %39.71)
bildirilmistir (Sanaldi ve Coban, 2023). Bu durum siit bilesenlerinin farkliligindan
kaynaklaniyor olabilir. Koyun siitii %5.68 protein igerirken, calismada kullanilan UHT
yagsiz siit %3.1 protein igermektedir. Tiim bu arastirmalar probiyotik bakterilerin
bulunduklar1 ortama gore etkinliklerinin degistigini géstermistir. Bundan dolay1 AFM;
baglanma mekanizmasinin tam olarak agiklanabilmesi i¢in siit bilesimi, protein, kazein
miktarlar1 ile bu bilesenlerle AFM; arasindaki iliskiyi ortaya cikaracak caligmalar

yapilabilir.

KUI grubunda ise AFM; baglanma oran1 %18 olarak tespit edilmistir. UHT

yagsiz siit igerisine inaktivasyon diizeyinde US uygulanarak ytiksek gii¢lii ultrasonik

70



yontem kullanilmistir. Yiiksek giiclii US’nin etkisi ile akustik kavitasyon meydana
gelmektedir. Akustik kavitasyon ile yiiksek diizeyde serbest radikaller, mikrojetler,
kayma kuvvetleri ve sok dalgalar1 gibi siddetli fiziksel kuvvetler olusmaktadir
(Mehenktas, 2022). Siit icerisine US uygulanan ¢alismalarda, yiiksek giiclii US nin
etkisiyle kazein misellerinin alt birimlere ayrildig1 ve bu alt birimlerin, kismen
denatiire olmus peynir alt1 suyu proteinleriyle giiclii sekilde yeniden birleserek saglam
ag yapilar1 olugturdugu belirtilmistir (Carrillo-Lopez ve ark., 2021). Ayrica, US'nin siit
ortaminda olusturdugu homojenizasyonun, kiiclik yag globiilleri araciliiyla protein
kiimelerini giiclendirerek bu etkiyi destekleyebilecegi diisiiniilmektedir (Akdeniz ve
Akalin, 2017; Riener ve ark., 2009). Bu etki dogrultusunda, KUI grubunda AFM,’in
gliclii ag yapisina baglanmasindan dolay1 baglanma oraninda bir artis gézlemlenmis
olabilir. Ayni zamanda artan sicaklifin AFM; miktarim1 kismen azalttig1 bircok
calisma ile ortaya konulmustur. Tez ¢alismasinda UHT yagsiz siit igerisinde US ile
inaktiflesme islemi esnasinda siitiin sicakligi 90°C’ye ¢ikarilmistir. Ardindan siit
sogumaya birakilmadan AFM; ilave edilmistir. Bu baglamda, US ile 1s1 artistnin KUI
grubundaki baglanmay1 nasil etkileyebilecegini agiklar nitelikte El-Deeb ve ark.
(1992) tarafindan siite uygulanan sterilizasyon igleminin AFM;’1 %26 oraninda, yavas
pastorizasyon isleminin ise %9.5 oraninda azalttigi bildirilmistir. Buna ek olarak
Omeiza ve ark. (2018) siite 80°C’de 20 dk 1s1] islemin sonucunda AFM;’de %17.6
oraninda azalma rapor etmistir. Dolayisi ile bu olgu, sicakligin neden oldugu ve
baglanma mekanizmasini degistirebilen desolvasyon siirecinin bir sonucu olarak da
ortaya ¢ikmis olabilir. Chen ve Hoover (2003)’a gore, sicakliktaki artig, proteinlerin
aciga c¢ikan hidrofobik bolgelerini artirarak, baglanma mekanizmasini degistirmis
olabilir. Aym arastirmacilar tarafindan, daha diisiik sicakliklarda protein
ylizeylerindeki adsorpsiyonun neredeyse hi¢ deg§ismedigi ancak sicaklifin artmasiyla
protein ve matris arasindaki baglanma afinitesinde belirgin bir artis oldugu
bildirilmistir (Chen ve Hoover, 2003). Bu durumun protein ve toksinlerin etkilesimini
artirdig1 distiniilmektedir. US nin siit yapisi lizerindeki bu etkileri, toksin baglanma

stireclerini optimize eden mekanizmalarin anlasilmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir.
KUA grubunda ise sicaklik maximum 45°C’ye cikarilmistir ve siit sogumaya

birakilmadan toksin ilave edilmistir. Bunlara baglh olarak KUI grubunda AFM;
baglanma orani (%18) diger kontrol gruplarina gore daha yiiksek elde edilmis olabilir.
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Canli bakterilerin bulundugu gruplar karsilagtirildiginda CB ve UA gruplar
arasinda fark bulunamamisken, UHT yagsiz siit igerisinde US uygulanan SUA diger
gruplarla karsilastirildiginda daha yiiksek baglama oranlar tespit edilmistir. Yapilan
literatiir taramasinda siit veya PBS igerisinde bakterilerin US ile aktiflestirilip AFM;

baglama kapasitesi lizerine herhangi bir ¢alismaya rastlanmamastir.

Aktivasyon diizeyinde US uygulamasinda inaktivasyon diizeyinde US
uygulamasina gore daha diisiik seviyede gii¢ uygulanmistir. Aktivasyon diizeyinde US
uygulamasindan sonraki 1 saatlik inkiibasyonun sonunda, bakteri sayilarinda herhangi
bir artis olmadig1 kaydedilmistir. Tez bulgularina benzer olarak siit i¢erisinde daha
disiik giicte US uygulamasinin bakteri sayilarinda herhangi bir artis meydana
getirmedigi ancak metabolik {irtinlerde farkliliklar oldugunu bildiren ¢alismalar da
mevcuttur (Tavsanh ve ark., 2023; Ojha ve ark., 2017; Wu ve ark., 2000). Bunun
yaninda siit i¢erisinde yogurt bakterilerine uygulanan diisiik glicteki US’nin sinerjik
etkiyi artirdigimi tespit eden bir¢ok c¢alisma yapilmistir (Baruk¢i¢ ve ark., 2015;
Gholamhosseinpour ve Hashemi, 2019; Guimaraes ve ark., 2021). Calismalardaki
bulgulardan yola ¢ikarak, diistik glicte US, bakterilerin canliliklarin1 korumasina izin
verirken, metabolik tiriinlerde farkliliklar olusturarak siit fermentasyonunda belirgin
sinerji saglayabilir. Bundan dolayr SUA grubundaki yiiksek baglama oranlari; US
etkisi ile bakterilerde sinerjik etki, metabolik aktivite ve metabolik iiriinlerde meydana

gelen artisa bagh olarak kaydedilmis olabilir.

Bu calismada UHT yagsiz siit ortaminda canli L. acidophilus (CB) %24
oraninda baglarken, PBS icerisinde US ile aktiflestirilmis L. acidophilus (UA) %25,
UHT yagsiz siit ortaminda US ile aktiflestirilmis L. acidophilus (SUA) %43 oraninda
baglama gostermistir. Caligma bulgularina benzer olarak L. acidophilus suslarinin
(canli) yagsiz siit ortaminda AFM; baglama oranini1 degerlendiren Kabak ve Var
(2008) tarafindan ortalama %22.7 oraninda baglama tespit edilmistir. Canli L.
acidophilus ile AFM1’1 baglamaya yonelik yapilan bir diger ¢alismada da benzer
sonuclar (9%19.95-25.28) elde edilmistir (Serrano-Nifio ve ark., 2013). L. acidophilus
suslarinin yagsiz siit ortaminda yiiksek baglama oran1 gosterdigini kaydeden
caligmalar da mevcuttur. Bunlardan, Rezasoltani ve ark. (2022) caligmalarinda
%41.42-51.66 araliginda AFM; bagladigin1 bildirmistir. Sanaldi ve Coban, (2023)

tarafindan ise tam yagl inek siitli ortaminda %38.5 oraninda baglama kapasitesi tespit
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edilmistir. Diger bazi ¢alismalarda da L. acidophilus igin yiiksek baglama oranlarinin
(%37.9-41.96) elde edildigi bildirilmistir (Abdelmotilib ve ark., 2018; Elsanhoty ve
ark., 2014). Bunun yaninda diisiikk baglama oranlar (%5.11-18.3) tespit eden
caligmalar da mevcuttur (Kabak ve Var, 2008; Pierides ve ark., 2000; Sanaldi ve
Coban, 2023; Yiicel, 2019). Calismalar arasinda farkli AFM; uzaklastirma oranlari
elde edilmesinin nedeni; kullanilan inkiibasyon siiresi ve sicakligi, kullanilan ortam,
analiz yontemleri, toksin ve bakteri konsantrasyonunun her ¢alismada farklhi
olmasindan kaynaklanabilir. Bunun yaninda Wochner ve ark. (2019) tarafindan
yapilan ¢aligmada ise tam yagh inek siitii ortaminda ¢ok daha yiiksek baglama orani
(%71.52) bildirilmistir. Bu durum mevcut ¢alismadan farkli olarak aragtirmacilarin,
siit ortamina prebiyotik ilave etmesinden kaynaklaniyor olabilir. Tez ¢alismasindan
daha uzun inkiibasyon siireleri kullanmasina ragmen SUA grubundaki L.
acidophilus’un baglama oranindan (%43) daha diisiik sonuglar rapor eden caligsmalar
bulunmaktadir (Abdelmotilib ve ark., 2018; Kabak ve Var, 2008; Pierides ve ark.,
2000; Sanaldi ve Coban, 2023). Bu durum, siit ortaminda ultrason uygulamasinin

baglama kapasitesini artirmada etkili oldugunu géstermektedir.

Bu tez caligmasinda UHT yagsiz siit ortaminda canli L. reuteri (CB) %28
oraninda AFM; baglarken, PBS ortaminda US ile aktiflestirildiginde (UA) %23, UHT
yagsiz sit icerisinde US ile aktiflestirildiginde (SUA) 9%40.5 oraninda AFM;
baglamistir. Yapilan literatiir incelemesine gore siit ortaminda canli L. reuteri’nin
AFM; detoksifikasyonuna yonelik yapilan bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Bunun
yaninda Hashemi ve Amiri (2022) tarafindan kaymakli siit {iriinii (Sarshir) ortaminda,

L. reuteri canli oldugunda %36 oraninda AFM; bagladig1 bildirilmistir.

Serrano-Nifio ve ark. (2013) tarafindan canli L. reuteri ile AFM/’i baglamaya
yonelik PBS ortaminda yapilan ¢alismada L. reuteri’nin AFMi’1 %19.95-25.28
araliginda bagladigi bildirilmistir. Yiicel (2019) tarafindan yapilan ¢alismada ise PBS
ortaminda %12.11 ve %18.12 oranlar1 tespit edilmistir. Diisiik baglama oranlar tespit
etmelerinin nedeni farkli toksin konsantrasyonu ile ¢aligmalarinin yaninda farkli ortam

ve farkli suglar1 kullanmalarindan kaynaklaniyor olabilir.

Calismada UHT yagsiz siit ortaminda, canli L. rhamnosus’un (CB) %26.5
oraninda; US ile aktiflestirildiginde (UA) %24 oraninda, UHT yagsiz siit igerisinde
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US ile aktiflestirildiginde ise (SUA) %37 oraninda AFM; bagladig1 goriilmiistiir.
Yagsiz siit ortaminda yapilan c¢aligmalarda, mevcut ¢alismanin bulgularina benzer
olarak, Abbes ve ark. (2013) ile Kabak ve Var (2008) canli L. rhamnosus susglari igin
sirastyla %25.1 ve %21.74 oraninda baglama orani rapor etmislerdir. Bu tez
caligmasindaki bulgulardan daha yiiksek oranlar tespit eden Khadivi ve ark. (2020),
canli iki farkli L. rhamnosus susu ile calismis ve %62.75 ile %91.82 oraninda baglama
tespit etmistir. Mevcut calismadan daha yiiksek sonuglar elde edilmesi; AFM; analiz
yonteminin, toksin ve bakteri konsantrasyonunun farkli olmasindan kaynaklaniyor
olabilir. Yapilan bagka bir ¢aligmada, Pierides ve ark. (2000) tarafindan %69.6
detoksifikasyon orani bildirilmistir. Mevcut ¢calismadan daha fazla baglama oranlar
tespit etmelerinin nedeni daha yiiksek toksin ve bakteri konsantrasyonu ve uzun
inkiibasyon siiresinin sonucu olabilir. Ancak ayni c¢alismada farkli L. rhamnosus
susundan elde ettigi %18.8 oranindaki baglama ile mevcut ¢caligmadan daha diisiik
detoksifikasyon orani tespit edilmistir. Buradan suslarin alt tiirleri arasinda da baglama
oranlarmin degistigi sonucuna varilabilir. Bu durumu destekler nitelikte Pierides ve
ark. (2000) tarafindan yapilan ¢alismada tam yagli inek siitii igerisinde canli 2 farkl
L. rhamnosus susunun %26 ve %63.6 oraninda detoksifikasyon yetenegi oldugu
bildirilmistir. Ayrica Sanaldi ve Coban (2023) tarafindan tam yagli inek siitii i¢erisinde
yapilan c¢alismada canli L. rhamnosus’un %34.63 oraninda AFM; bagladigi
bildirilmistir. Arastirmalarda mevcut ¢alismadaki oranlardan daha yiiksek baglama
oranlarinin tespit edilmesi, kullanilan ortam, inkiibasyon siiresi, toksin miktari,
bakterilerin alt tiirleri ve bakteri konsantrasyonlarindaki farkliliklardan kaynaklaniyor
olabilir. Bu tez caligmasindan daha yiiksek detoksifikasyon orani tespit eden Martinez
ve ark. (2019) tarafindan silaj ortamindan izole edilen L. rhamnosus susunun %61
oraninda AFM; baglayabildigi bildirilmistir. Buradan Oatley ve ark. (2000)’1n da
belirttigi gibi, bakterilerin izole edildikleri ortama gore detoksifikasyon kapasitelerinin

degisebilecegi diisiiniilmektedir.

Abbes ve ark. (2013) ile Kabak ve Var (2008) tarafindan PBS ortaminda L.
rhamnosus’un baglanma oranlar1 sirastyla %26.2 ve %20.21 olarak belirlenmistir. Bu
oranlar tez caligsmasinin sonuglariyla benzerlik gostermektedir. Bunun yaninda mevcut
calismadan daha diisiik baglama oranlar1 (sirastyla %17.13 ve %17.05) bildiren
caligmalar da mevcuttur (Bovo ve ark., 2013; Yiicel, 2019). Calismalarinda

kullandiklar farkli toksin ve bakteri konsantrasyonlarinin yaninda inkiibasyon siiresi
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ve ortamin da farkli olmasi mevcut ¢alismada elde edilen baglama oranlarindan daha

diisiik oranlar tespit etmelerinin sebebi olabilir.

Canli gruplarda (CB, UA, SUA) en diisiik baglama oranlar1 mix bakteri
gruplarinda meydana gelmistir. Ancak sadece SUA grubunda, mix bakterilerin
AFM/’1 baglama oranindaki azalma istatiksel olarak anlamli bulunmustur. Bu durum,
canli bakterilerin bir arada kullanildiklarinda, tekli kullanimina gore siit icerisindeki
substratlar i¢in rekabet halinde olmalar1 ve metabolik aktivitelerinin toksin baglanma
siirecine dolayli olarak etki etmesinden kaynaklanmig olabilir (Sevim, 2016). Bu
durumu agiklar nitelikte, Sanaldi ve Coban (2023), PBS ortaminda mix gruplarin (L.
acidophilus, L. rhamnosus ve B. bifidum) tek gruplara gore daha fazla toksin
bagladigini, ancak siit ortaminda tek ve mix gruplar arasinda anlamli bir fark
bulunmadigini bildirmistir. Kombine kiiltiirlerde metabolik rekabet, ortamin iyonik
dengesini ve elektrostatik etkilesimleri bozarak hiicre ylizeyinin 6zelliklerini degistirip
toksinlerin hiicre yiizeyine baglanma oranini diigiirebilir (Oliveira ve ark., 2009).
Bundan dolay1 SUA grubunda, ultrasonun etkisiyle artan metabolik aktivite nedeniyle,
mix grupta baglanma oranlarindaki azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmusg
olabilir. Bunun yaninda kombine kiiltiirlerde bakteriler arasindaki farkli hiicre ytlizeyi
Ozelliklerinin (hidrofobiklik, yiik farki gibi) baglanma mekanizmasinmi etkiledigi
yapilan calismalarda da ortaya konmustur (Halttunen ve ark., 2008). Baglanma
mekanizmalar1 tam olarak agikliga kavugmamis olsa da, mevcut tez calismasi,
kombine kiiltiirlerin baglanma kapasitelerinin dikkatli bir sekilde degerlendirilmesinin

Onemini ortaya koymaktadir.

Mevcut tez calismasinda mix grupta bulunan bakterileri bir araya getirerek
kullanan bir ¢alismaya yapilan literatiir taramasinda rastlanmamustir. Ancak farkl
mikroorganizmalar1 bir araya getirerek yapilan ¢alismalar mevcuttur. Bakteriler tek
kullanildiklarinda, birlikte kullanilmalarina gére daha fazla toksin bagladigini bildiren
bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir. El Khoury ve ark. (2011) tarafindan L. bulgaricus ve S.
thermophilus tek ve birlikte kullanildiginda, siit ortaminda en yiiksek AFM; baglama
oraninin, L. bulgaricus tek basina kullanildiginda elde edildigi bildirilmistir. Halttunen
ve ark. (2008), PBS ortaminda yaptiklar1 ¢alismada, probiyotik bakterilerin tek ve

kombine olarak AFB; baglama kapasitelerini arastirmis ve kombine kiiltiirlerde toksin
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baglama kapasitesinin daha diisiik oldugunu tespit etmistir. Caligmalarin sonuglari, bu

tez caligmasinin bulgulari ile benzerlik gostermektedir.

Canli mikroorganizmalar bir arada oldugunda daha fazla bagladigini bildiren
caligmalar da bulunmaktadir (Abedi ve ark., 2022a; Abedi ve ark., 2022b;
Fakhrabadipour ve ark., 2023). Khadivi ve ark. (2020) tarafindan yapilan ¢alismada,
canli L. plantarum ve L. rhamnosus mikroorganizmalarinin bir arada bulundugu
durumda, yagsiz siit ortaminda AFM; baglama oranlarinin, mikroorganizmalarin tek
basina kullanildig1 duruma kiyasla daha yiiksek oldugu rapor edilmistir. Abdelmotilib
ve ark. (2018) tarafindan ise PBS ortaminda canli bakteriler (L. plantarum, L.
acidophilus ve B. bifidum) bir arada kullanildiginda daha yiiksek baglama oranlarmin
elde edildigi bildirilmistir. Buna bagli olarak her bakteri/maya hiicresinin birbiriyle
olan etkilesimin farkli oldugu ve ayn1 zamanda toksinle mikroorganizmanin bir araya

getirildigi ortamin da baglanma aktivitelerini degistirdigi sdylenebilir (Sevim, 2016).

Tez ¢alismasinda, ayn1 gruptaki bakteri tiirleri arasinda AFM; detoksifikasyon
oranlar1 agisindan herhangi bir fark tespit edilmemistir. Bu durum, caligmada
kullanilan bakterilerin baglama bdlgeleri arasinda minimal farkliliklar olabilecegini
diistindiirmektedir. Bu c¢alismanin sonucuna benzer olarak, LAB’ler arasinda
mikotoksin baglama kapasiteleri bakimindan fark olmadigini bildiren arastirmalar da
mevcuttur (Adriansyah ve ark., 2022; Bovo ve ark., 2013; Kabak ve Var, 2008;
Serrano-Nifio ve ark., 2013). Bunun yaninda inkiibasyon siiresinin artmasi ile birlikte
baglama oranlarmin da degistigi bildirilmistir (Elsanhoty ve ark., 2014). Tez

caligmasinda inkiibasyon siiresinin 1 saat olarak sabit tutulmasi bakteriler arasinda

baglanma farkinin goriilmemesinin bir diger nedeni olabilir.

Bakterilerin ortamda bulunan aflatoksini nasil uzaklastirdigi tam olarak agiga
kavusturulamamistir. Ancak Hernandez-Mendoza ve ark. (2009b) tarafindan hem
bakteri hiicre duvarinin hem de saflagtirilmis parcalarinin AFBi'i ortamdan
uzaklastirabildigi, ancak enzimatik islemlere yanit olarak hiicre duvarinin kaybi veya
yikimi (tamamen veya kismen) meydana geldiginde, uzaklastirma kapasitesinde
onemli bir azalmanin gozlemlendigi bildirilmistir. Yapilan bir ¢alismada, AFM;’in
bilinen metabolitlerinin HPLC analizatoriinde tespit edilememesinden dolayr AFM'in

metabolitlerine pargalanarak detoksifiye olmadigi sadece bakteri hiicre duvarina
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baglanarak ortamdan uzaklastirildig1 sonucuna varilmistir (Pierides ve ark., 2000). Bu
nedenle bakteri canliliginin gerekli olmadig: diisiiniilmektedir (Dalié ve ark., 2010).
Bunun yaninda bakteri inaktif oldugunda daha fazla hidrofobik yap1 ortaya ¢ikmakta
ve baglanmalar daha kalic1 olmaktadir (Abedi ve ark., 2022a). Ayrica AFM;'i baglayan
6lii mikrobiyal hiicreler, sindirim sisteminde emilmeden insan viicudundan kolayca
atilabilir ve bu durum AFM; biyoyararlaniminin azalmasina neden olmaktadir (Ismail

ve ark., 2017).

Inaktif bakterilerin bulundugu gruplar karsilastirildiginda ID, AD ve Ul
gruplar1 arasinda fark bulunmazken, UHT yagsiz siit icerisinde US uygulanan SUI
grubu diger gruplarla karsilastirildiginda daha yiiksek baglama oranlar1 tespit
edilmistir. Yapilan literatiir taramasinda siit veya PBS icerisinde bakterilerin US ile
inaktiflestirilip AFM; baglama kapasitesi {izerine herhangi bir c¢alismaya

rastlanmamustir.

SUI grubundaki bakterilerin baglama kapasitelerinde meydana gelen artis,
yiiksek giicte uygulanan US’nin hiicre duvar iizerindeki etkisi ile agiklanabilir.
Yiiksek giicte US uygulamasi, hiicre duvarinin kismen parcalanmasina veya yapisal
biitlinliigiiniin bozulmasina neden olmaktadir (Onyeaka ve ark., 2023). Bu durum,
toksinin bakterilerin hiicre duvari tabakalarina daha fazla baglanmasini kolaylastirmis
ve baglama kapasitesinin artmasina yol agmis olabilir. Ayrica, bozulan hiicre yapisi,
toksin baglanmasi i¢in daha fazla ylizey alan1 ve baglanma noktas1 olusturmaktadir.
Bu etki, US’nin hiicre yapisin1 degistirerek toksin baglama kapasitesini

etkileyebilecegini gostermektedir.

Mevcut ¢alismada 1s1 ile inaktif L. acidophilus (ID) UHT yagsiz siit ortaminda
%20.5 oraninda AFM; baglamistir. Yapilan literatiir taramasinda 1s1 ile inaktif L.
acidophilus’un UHT yagsiz siit igerisinde AFM; detoksifikasyonuna yonelik ¢alisma
sayisinin kisith oldugu goriilmiistiir. Yalniz bir ¢alismada mevcut ¢calisma bulgularina
benzer olarak, 1s1 ile inaktif L. acidophilus susunun yagsiz siit ortaminda, AFM;’i

%23.73 oraninda bagladig1 bildirilmistir (Kabak ve Var, 2008).

Tez ¢aligmasiin bulgularina benzer olarak Pierides ve ark. (2000) tarafindan

1s1 ile inaktif edilen L. acidophilus’un PBS ortaminda %?25.5 oraninda AFM; bagladig1
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tespit edilirken; Abdelmotilib ve ark. (2018) ve Elsanhoty ve ark. (2014) tarafindan
yapilan g¢aligmalarda sirasiyla 9%58.98 ve %45.9 baglama oranlar1 bildirilmistir.
Aragtirmacilarin kullandiklar1 toksin konsantrasyonu, ¢alisma ortami ve inkiibasyon
siiresinin bu ¢alismadan farkli olmasi baglama oranlarin1 daha yliksek tespit
etmelerinin nedeni olabilir. Bunun yaninda inaktif L. acidophilus’un bulgularimizdan
daha diisiik oranda (%16.82) AFM; bagladigin1 bildiren c¢alismalar da mevcuttur
(Kabak ve Var, 2008). Bu durum calismalarda farkli toksin konsantrasyonu ve L.

acidophilus susu kullanilmasindan kaynaklaniyor olabilir.

Yapilan literatiir taramalarinda 1s1 ile inaktif L. reuteri’nin siit ortaminda AFM;
detoksifikasyonuna yonelik yapilan bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bunun yaninda
Hashemi ve Amiri (2022) tarafindan kaymakli siit iirtinii (Sarshir) ortaminda, L. reuteri
1s1 ile inaktif oldugunda %90 oraninda AFM; bagladigi bildirilmistir. Mevcut
calismadan daha yiiksek oranda baglama oranlar tespit etmelerinin sebebi; ¢caligsmada

kullandiklar1 ortamin farkli olmasindan kaynaklaniyor olabilir.

UHT yagsiz siit ortaminda ise L. rhamnosus’un ID grubunda %26 oraninda
AFM; bagladig1 goriilmiistiir. Benzer oranlar Bovo ve ark. (2013), Kabak ve Var
(2008) ve Pierides ve ark. (2000)’1in yagsiz siit ortaminda yaptiklar1 ¢alismalarda
(swrasiyla %24.46, %25.13 ve %26,6) da bildirilmistir. Bunun yaninda Pierides ve ark.
(2000) tarafindan 1s1 ile inaktif 2 farkli L. rhamnosus susunun tam yagl inek siitii
icerisinde %30.1 ve %36.6 oraninda AFM; detoksifikasyon kapasitesine sahip oldugu
da bildirilmistir.

Kabak ve Var (2008) tarafindan 1s1 ile inaktif L. rhamnosus’un PBS ortaminda
AFM1’1 %23.37 oraninda bagladig: bildirilmistir. Bovo ve ark. (2013)’in yaptiklar
calismada ise PBS ortaminda %35.69 oraninda baglama tespit edilmistir. Sonuclardaki
farkliliklar daha yiiksek toksin ve bakteri konsantrasyonun yaninda farkli ortam
kullanilmasindan kaynaklaniyor olabilir. Is1 ile inaktif edilen ii¢ farkl L. rhamnosus
susunun PBS ortaminda AFM; baglama kapasitesini degerlendiren Pierides ve ark.
(2000) 15-16 saatlik inkiibasyon siiresinin ardindan sirasiyla %39.9, %51.6 ve %57.8
oranlarinda baglama tespit etmistir. Kullandiklar1 ortamin farkli olmasi, inkiibasyon
stiresi, toksin ve bakteri konsantrasyonun yiiksek olmasi bu tez calismasindan daha

yiiksek baglama oranlar1 elde etmelerinin nedeni olabilir. Ayrica mevcut ¢alismada,
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inkiibasyon siiresi 1 saat olmasina ragmen, SUI grubundaki L. rhamnosus’un Pierides
ve ark. (2000) bulgularia benzer sekilde %43.5 oraninda baglama kapasitesine sahip
oldugu kaydedilmistir. Bununla birlikte %47.1 oraninda baglama ytizdesi elde eden
Elsanhoty ve ark. (2014) tarafindan, inkiibasyon siliresinin ve toksin
konsantrasyonunun bu tez ¢alismasindan daha yiiksek tutuldugu goriilmiistiir. Yani bu
durumun, kisa inkiibasyon siiresinde US uygulamasinin AFM; baglama etkinligini

artirabilmesinden kaynaklandigi diistiniilmektedir.

Calismada inaktif mix gruplar arasinda en yiiksek baglama kapasitesi SUI
grubundaki mix bakterilerde (%43) tespit edilmistir. Diger inaktif gruplarda (ID, AD
ve Ul) AFM,; baglama oranlarinmn (%22.5, %18 ve %24.5) benzer oldugu

bulunmustur.

Yapilan literatiir taramasinda siit ortaminda inaktif mix LAB’lerin AFM;
baglama oranlarimi karsilastiran bir ¢alismaya rastlanmamustir. Caligmalarda genel
olarak farkli bakteri ve maya tiirleri tek/kombine olarak caligilmis (Abdelmotilib ve
ark., 2018; Adriansyah ve ark., 2022; Corassin ve ark., 2013; Ismail ve ark., 2017;
Kamyar ve Movassaghghazani, 2017) veya fizyolojik durumun (canli-6lii) AFM;
detoksifikasyonu iizerine etkisi karsilagtimali olarak incelenmistir (Abdelmotilib ve
ark., 2018). Bunun yaninda okratoksin ve AFB; detoksifikasyonunu eksi maya
(sourdough) ortaminda aragtiran Abedi ve ark. (2022a) ve Abedi ve ark. (2022b)
tarafindan mix bakterilerin US ile inaktif duruma getirildiginde 1s1 ile inaktiflere gore
daha yiiksek baglama kapasitesine sahip oldugu bildirilmistir. Bu tez ¢alisamasinda,
mix bakterilerin SUI ve ID gruplari arasindaki baglama oranlar1 arastirmacilarin
bulgulari ile benzer tespit edilmistir. Ancak, tez ¢calismasinda Ul ve ID gruplarinda

bulunan mix bakterilerin baglama oranlarinda anlamli bir fark tespit edilmemistir.
Genel olarak ¢alismalardaki oranlarin farklilig1 kullanmis olduklari toksin ve
bakteri konsantrasyonu, inkiibasyon siiresi, toksin ile bakterinin bir araya getirildikleri

ortam bilesenlerinin ayn1 olmamasindan kaynaklanmaktadir.

US gruplarinda, UA ve Ul gruplar arasindaki baglama oranlarinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir. Ancak, SUA ve SUI gruplarmin, UA ve Ul
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gruplarina kiyasla anlamli derecede daha yiiksek detoksifikasyon kapasitesine sahip

oldugu belirlenmistir.

SUA ve SUI gruplarindaki baglama oranlarmin mix grup disinda benzer
oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte, SUA ve SUI gruplarindaki baglama
mekanizmalarinimn farklilk gosterdigi diisiiniilmektedir. SUI grubundaki baglama
artisinin temel sebebi, KUI grubundaki %18'lik baglanma oranina ek olarak, SUI
grubunda bakterilere yiiksek giicte US uygulanmasiyla akustik kavitasyonun meydana
gelmesidir. Akustik kavitasyon, mekanik (basing), termal (lokalize 1sitma) ve kimyasal
(serbest radikaller) etkiler olusturmaktadir. Bu siire¢ sirasinda bakterinin membran
gecirgenligi artmakta ve hiicre se¢iciligi kaybolmaktadir. Basing ve sicaklik etkisiyle
ortaya ¢ikan mekanik enerji ile hidroksil radikallerinin neden oldugu DNA hasari,
bakterilerin hiicre duvarlarini parcalayarak hiicre i¢i igerigin salinmasina yol agmakta
ve bu durum mikrobiyal inaktivasyonla sonu¢lanmaktadir (Abedi ve ark., 2022a;
Abedi ve ark., 2022b; Nunes ve ark., 2022; Onyeaka ve ark., 2023). Dolayisiyla hiicre
duvarn biitiinliigliniin bozulmasi, hidrofobik etkilesimleri artirabilir. Hiicre yapilarinin
(peptidoglikan, enzimler, peptitler, metabolitler ve niikleik asit kalintilar1 gibi) disari
salinmas1 ve hiicre disindaki toksinin hiicre yilizeyine daha kolay baglanmasini
saglayabilir. Boylece hiicre i¢i ve dis1 ortamlarda bulunan molekiiller arasinda
etkilesim artabilir ve toksinlerin hiicre yiizeyindeki baglanma bolgelerine daha fazla
erisim imkan1 dogabilir. Bu siireg, bakterilerin toksin baglama kapasitesini artirarak

baglanma mekanizmasini destekleyebilir.

SUA grubundaki baglama artisinin sebebi ise, KUA grubundaki %2'lik diisiik
baglanma oranina ek olarak, SUA grubunda bakterilere siit i¢erisinde daha diistiik giicte
US uygulanmasidir. Bu uygulama sirasinda akustik kavitasyon meydana
gelmemektedir. Daha diisiik yogunluk ve 1s1 liretimi s6z konusu olmaktadir (Ojha ve
ark., 2017). Burada olusan hafif basin¢ dalgalar1 bakterilerin fiziksel ve kimyasal
baglanma ylizeylerini etkileyebilir. Akustik kavitasyon meydana gelmeksizin mekanik
etkiler, bakteriyel metabolizmanin artisina neden olarak toksinin baglama siirecini
hizlandirabilir. Artan metabolik aktivite, bakterilerin ylizey proteinleri veya hiicre dis1
salgilar gibi baglanmay1 destekleyen bilesenler iiretmesini saglayabilir. Hiicre zari
gecirgenliginin artistyla bakterilerin hiicre duvarindaki toksin baglanma bdlgelerine

daha fazla erisim saglamasini kolaylastirabilir (Ektik ve Tavsanli, 2021; Guimaraes ve
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ark., 2021; Ojha ve ark., 2017; Tavsanh ve ark., 2023). US, siit ortaminda mikro ve
makro bilesenlerin homojen dagilimini saglayarak bakterilerle toksinin daha etkin bir
sekilde etkilesime girmesine olanak taniyabilir. Ayrica US’nin etkisiyle siit
icerisindeki yag globiilleri kiiclilmekte ve protein yapilar1 kismen agiga ¢ikmaktadir
(Riener ve ark., 2009). Bu durum, toksinlerin hem siit bilesenleri hem de bakterilerle
daha iyi temas etmesine yol agabilir. Dolayisiyla SUA grubundaki baglama artis1 hiicre
zarindaki yapisal degisikliklere, bakterilerin metabolik aktivitelerinin artisina ve siit
ortamindaki homojenizasyonun iyilesmesine baglanabilir. Bu mekanizmalar, hiicre i¢i
ve dist etkilesimlerin artmasima ve toksin baglanmasinin desteklenmesine olanak

saglayabilir.

Her ne kadar SUA ve SUI gruplarindaki baglama oranlar1 benzer tespit edilmis
olsa da bakterilerin baglama kapasitesinin SUA grubunda daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. Bu fark ile aktivasyon diizeyinde US uygulamasinin bakterileri toksin
baglama acisindan daha etkili hale getirdigi diistiniilmektedir. Ancak canli bakteriler,
ortam kosullarma veya metabolik ihtiyaclarina bagl olarak toksini baglama veya
serbest birakma egilimi gosterebilir. Bununla iligili yapilan calismalarda canli
bakterilerin toksin baglama siirecinin kalict olmadigi ve zamanla toksini geri
salabilecegi bildirilmektedir (Haskard ve ark., 2001; Lee ve ark., 2003). Bu durum,
canli bakterilerin baglanma mekanizmalarinin dinamik yapisini ve toksin baglama
siirekliligi iizerindeki etkilerini vurgulamaktadir. Ornegin, Lee ve ark. (2003)
tarafindan yapilan caligmada, inaktif bakterilerin adsorpsiyon afinitesinin daha
ylksek, desorpsiyon oranlarinin ise daha diisiik oldugu bildirilmistir. Bu durumun,
baglanan aflatoksinin geri salinma olasiligini azaltarak baglanmay1 daha kararli hale
getirdigi belirtilmistir. Canli hiicrelerin zar gegirgenligi zamanla degisebilir ve bu
durum, baglanma ylizeylerinin ve bolgelerinin sayisinda farklilik yaratabilir. Benzer
sekilde, Sadiq ve ark. (2019), probiyotik bakterilerin toksin baglama kapasitelerinin
suslara ve ¢evresel faktorlere bagl olarak degisebilecegini gostermistir. Bu bulgular,
canli bakterilerin toksinlerle etkilesimlerinin cesitli faktorlerden etkilendigini
gostermektedir. Ancak canli bakterilerde baglanma gegici olabilirken, inaktif edilmis
hiicrelerde yiizey yapilarinin toksinlerle fiziksel baglanma saglamaya devam ettigi ve

bu baglanmanin daha kalic1 olabilecegi goriilmektedir.
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SUA ve SUI gruplarinda, UA ve Ul gruplarma kiyasla daha yiiksek baglama
oranlarmin bir diger nedeni, SUA ve SUI gruplarinda bakterilere UHT yagsiz siit
igerisinde US uygulandiktan sonra yikama islemi yapilmamasi oldugu
diisiiniilmektedir. Calismada SUA ve SUI gruplarina yikama yapilmamasinin nedeni,
yikama islemi sirasinda siit bilesenleri ve baglanan bakterilerin yikama ile birlikte
ortamdan uzaklasma riskinin bulunmasidir. Bu durum, bakterilerin toksin baglama
etkinligini degerlendirme sonuglarin1 etkileyebilecegi icin, bakterilerin dogal
baglanma kosullarini korumak adina yikama isleminden kagmilmistir. Literatiirde bu
konuda dogrudan bir bilgi bulunmamakla birlikte, bu karar ¢alismanin dogrulugunu
ve giivenilirligini korumak amaciyla almnmustir. Ancak UA ve Ul gruplarinda
bakterilere PBS icerisinde US uygulandiktan sonra yikama islemi gerceklestirilip
(Karazhiyan ve ark., 2016) daha sonra bakteri peletleri UHT yagsiz siit ortaminda
toksinle bir araya getirilmistir. US uygulamalar1 ile bakteriler inaktif hale geldiginde
ortamda parcalanmig bakterilere ait hiicre igerigi hiicre duvari parcalar1 gibi AFM;
uzaklastirmasini destekleyen yapilar aciga ¢ikabilmektedir (Nunes ve ark., 2022;
Onyeaka ve ark., 2023). Bununla birlikte US uygulamasi ile aktif hale gelen
bakterilerde metabolik (biyoaktif peptitler, bazi organik asitler ve enzim aktivitesi gibi)
artis meydana gelmektedir (Akdeniz ve Akalin, 2020a; Guimaraes ve ark., 2019;
Guimaraes ve ark., 2021; Tavsanl ve ark., 2023). Dolayistyla yikama islemi sirasinda,
bakterilerin AFM;’1 azaltabilecek hiicre pargalart veya metabolitlerinin
uzaklastirilmasi, UA ve Ul gruplarindaki baglama oranlarinin SUA ve SUI gruplarina
kiyasla daha diistik tespit edilmesine neden olmus olabilir. Bu durum, Sezer ve ark.
(2013) tarafindan bakterilerin metabolik iiriinlerinden biri olan bakteriyosinlerin
AFB1’1 daha fazla azalttiginin bildirilmesiyle de uyumludur. Ayrica, Martinez ve ark.
(2019), bakterilerin metabolik enzimlerinin AFM;’1 daha az toksik metabolitlere
pargalayabildigini ortaya koymustur. Bunun yaninda, Gao ve ark. (2011) ile Zhao ve
ark. (2011), bakteri CFS’sinin AFM;’i etkili bir sekilde uzaklastirabildigini
bildirmistir. Bununla birlikte sahada kullanim kolaylig1 acisindan bakildiginda, SUA
ve SUI gruplarinda uygulanan islem asamalar1 teknolojik acidan daha uygulanabilir

bir yaklagim sunmaktadir.

Calismada genel olarak UHT yagsiz siit ortaminda en yiiksek baglama SUA ve
SUI gruplarinda tespit edilmistir. Diger gruplarda (canl ve 1s1 ile inaktif L. reuteri

harig), gruplar arasi baglama oranlar arasinda fark tespit edilmemistir. Benzer olarak
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Bueno ve ark. (2007) ve Lee ve ark. (2003) tarafindan da hem canli hem de cansiz
hiicrelerin aflatoksini baglamada ayni1 adsorban yetenege sahip oldugu sonucuna
varilmistir. Bundan dolayi hiicrenin canli olmasinin aflatoksin uzaklastirilmasinda bir
on kosul olmadigi bildirilmistir. Benzer sekilde, Yiicel (2019) tarafindan canli ve 1s1
ile 6ldiiriilmiis bakteri hiicrelerinin AFM; baglama oranlarinin arastirildigi ¢alismada,
canlt hiicrelerde %40.11; 6lii hiicrelerde ise %39.07 oraninda baglama tespit edilmistir.
Ayni sekilde, Chaudhary ve Patel (2022) tarafindan siit igerisinde 1s1 ile islenmis
hiicrelerin canli hiicrelere kiyasla AFM; baglama oraninda 6nemli bir fark
gostermedigi bildirilmistir. Sonug olarak hiicrelerin canli ya da 6lii olmasinin baglama
orani lizerine dikkate deger bir etkisinin bulunmadigi goriilmektedir. Ancak bu tez
caligmasinda canli L. reuteri hiicrelerinin (CB), 1s1 ile inaktif edildigi (ID) duruma gore
istatistiksel olarak daha fazla toksin bagladig1 tespit edilmistir. L. reuteri ile ilgili
caligmalar, daha dnce de belirtildigi gibi, sinirlidir. Ancak Hashemi ve Amiri (2022),
1s1 ile inaktive edilmis L. reuteri’nin canli hiicrelerine goére daha yiiksek
detoksifikasyon kapasitesine sahip oldugunu bildirmistir. Bu farklilik, ortam
kosullarmin (kaymak) yani sira, ¢alismalarinda 1s1 ile 6lii hiicreleri 10° kob/ml, canli

hiicreleri 10* kob/ml kullanmalarindan kaynaklaniyor olabilir.

Canli ve 6l hiicreler arasinda fark oldugunu rapor eden ¢alismalarda, Jebali ve
ark. (2015) tarafindan PBS ortaminda 24 saatlik inkiibasyon sonunda canli bakteri
hiicrelerinin (%89.1), 1s1 ile inaktif (%52.2) hiicrelere gore daha fazla AFM; baglama
kapasitesine sahip oldugu bildirilmistir. Benzer sekilde Sarlak ve ark. (2017) canh
hiicrelerin 1s1 ile inaktif hiicrelere gore daha yiiksek detoksifikasyon oranina sahip
oldugu bildirilmistir. Bovo ve ark. (2013) tarafindan AFM;'i baglama yeteneginin
degerlendirildigi ¢alismada, 1s1 ile inaktif edilmis bakterilerde %12.42 ile %45.67
araliginda, canli bakterilerde ise %5.60 ile %33.54 araliginda baglama orani tespit
edilmistir. Ayni ¢aligmada canli ve 1s1 ile 6lii L. bulgaricus’un 24 saatlik inkiibasyonun
sonunda baglama oranlarinda fark tespit edilmemistir. Pierides ve ark. (2000)
tarafindan PBS ortaminda 1s1 ile 6ldiiriilmiis bakterilerin canli bakterilere gore daha
fazla baglama kapasitesine sahip oldugu rapor edilmistir. Ancak ayni arastirmacilar
tarafindan yagsiz siit ortaminda LAB’ler canli oldugunda (%69.6) 1s1 ile dldiiriilenlere
(%27.4) gore daha fazla baglama orani bildirilmistir. Bunun sebebi; LAB’lerin UHT
yagsiz siit ve PBS ortaminda farkli davranmalarindan kaynaklaniyor olabilir. Bir bagka

caligmada ise 6 farkli LAB igerisinden sadece 1s1 ile inaktif L. acidophilus NCC 12’nin

83



canlt gruptan daha fazla bagladig1 bildirilmistir (Kabak ve Var, 2008). Bu durum
bakterinin AFM; baglamasinda canli ya da 1s1 ile 6ldiiriilmiis olmasiin yaninda
bakteri tiiriinlin de onemli oldugunun bir kanitidir. Arastirmacilar tarafindan L.
rhamnosus'un AFM; baglama orani, 37°C'de 15-16 saat inkiibasyonda test edilmistir.
Siire sonunda, canli hiicrelerin %46.3-50.7 araliginda, 1s1yla 6ldiiriilmiis hiicrelerin ise

%351.6-57.8 araliginda AFM bagladig1 rapor edilmistir (Pierides ve ark., 2000).

SUI grubundaki mix LAB’lerin AFM; baglama orani (%43), SUA grubuna
(%34) kiyasla daha yiiksek tespit edilmistir. Bu farklilik daha 6ncede belirtildigi gibi
inaktif grupta bakterilerin substrat i¢in rekabet halinde olmamalarindan kaynaklantyor

olabilir (Sanaldi ve Coban, 2023; Sevim, 2006).

Yapilan tez calismasinda farkli uygulamalarin (canli, 1s1, asit ve US) kendi
kontrol gruplari ile arasinda fark tespit edilmistir. Yapilan literatiir taramalarinda asit
ile oldiiriilen LAB’nin siit igerisinde AFM; baglama kapasitesi {izerine bir ¢alismaya
rastlanmamistir. Bunun yaninda Karazhiyan ve ark. (2016) tarafindan yogurt ortamina
canli, asit, 151 ve US uygulanarak ekledigi S. cerevisiaehin AFM’1 baglama oranlari
arasinda istatistiksel bir fark bulunmadigi bildirilmistir. Arastirmanin bulgulari, genel
olarak mevcut ¢alisma bulgularma benzerdir. Tez ¢alismasinin bulgularindan farkh
olarak El-Nezami ve ark. (1998b), Haskard ve ark. (2001) ve Rahaie ve ark. (2010)
tarafindan canli, asit ve 1s1 uygulanan mikroorganizmalar arasinda AFB; baglama
oraninin en yliksek asit kosullar1 altinda oldugu bildirilmistir. Farkli sonuglar elde

edilmesi toksin tiirii farkliligindan kaynaklaniyor olabilir.

Calisma gruplari arasinda 6nemli farkliliklar US nin UHT yagsiz siit ortaminda
(SUA, SUI) uygulanmasiyla tespit edilmistir. Bu tez ¢alismasinin bulgularina benzer
olarak Abedi ve ark. (2022a) tarafindan AFB;’i en yiiksek baglama oraninin
termosonikasyonla islenmis (%88.1) bakteri gruplarinda oldugu bildirilmistir. Bu
calismada AFB; ile calisildigi dikkate alindiginda tez calismasindan yiiksek
detoksifikasyon oranlar1 elde etmeleri beklenen bir durumdur. Pierides ve ark. (2000),
hicbir durumda AFM;’in uzaklastirilma oraninin AFB;’in uzaklastirilma oranini
asmadigini bildirmistir. Bu fark, AFM; molekiiliinde bulunan ek -OH grubundan
kaynaklanmaktadir ve bu durum AFM;’in polaritesini AFBi’e gore artirmaktadir.

Artan polarite, AFM1’i daha hidrofilik hale getirerek sulu ¢ozeltilerde ¢oziinme
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egilimini artirmaktadir. Sonug olarak, AFM;’in bakterilere baglanma orani azalmakta
ve bu da AFB;’e kiyasla daha diisiik bir uzaklastirilma orani tespit edilmesine neden

olmaktadir.

Calisma gruplarinda canli, aktivasyon ve inaktivasyon yontemine gore yiiksek
ve diisiik baglama kapasitesine sahip olan LAB tiirliniin degistigi tespit edilmistir.
Ancak aymi grup igerisindeki bakteriler arasinda baglama kapasitesi agisindan
istatistiksel bir fark bulunmamustir. Bakteri tliriinden ziyade bakteriye uygulanan
islemlerin AFM; detoksifikasyonu {lizerinde daha etkili oldugu gozlemlenmistir.
Bununla birlikte, ¢aligma gruplar1 arasinda 6nemli farkliliklar, US uygulamasinin UHT

yagsiz siit ortamindaki bakterilere (SUA ve SUI) uygulanmasiyla ortaya ¢ikmistir.

Calismalardan elde edilen sonuglardaki farkliliklar; ekstraksiyon prosediirleri,
toksin konsantrasyonu, bakterilerin izole edildikleri ortam, analiz 6ncesinde gecen
siire, inkiibasyon sicakligi, siitiin bilesimindeki degiskenlikler, kullanilan bakteri tiiri
ve alt tirii, inaktivasyon yonteminin niteligi ile detoksifikasyonun gerceklestigi
ortamin  farkliliklarindan  kaynaklaniyor  olabilir. =~ Bu  nedenle, AFM;
detoksifikasyonuna yonelik yapilan caligmalar arasinda oranlarin farklilik gostermesi
kagmilmazdir. Ancak genel degerlendirme sonucunda, US’un siit igerisindeki
bakterilere uygulanmasinin AFM; baglama oranmi agisindan anlamli bir fark yarattigi
ve bu nedenle kontamine siitlerde AFM/’in uzaklagtirilmasi i¢in etkili bir yontem

olabilecegi diisliniilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Kiigiik ¢ocuklar ve bebekler tarafindan siit ve siit {riinleri tiiketimi ¢ok
yiiksektir. Yiiksek siit tiiketimi ve diisiik viicut agirhigi nedeniyle kiigiik ¢ocuklar
aflatoksinlerin toksisitesine kars1 daha savunmasizdir. Bu nedenle, gida giivenliginin
saglanmast ve halk saghiginin korunmasi igin siit ve siit iiriinlerinde aflatoksin
seviyelerinin olabildigince azaltilmasi gerekmektedir. Toksinlerin kontroliine yonelik
temel prensip, olusumlarinin 6nlenmesi olsa da siit tirlinlerindeki AFM; riski varligini
halen siirdiirmektedir. Bu nedenle aflatoksin riskini kontrol altina almak i¢in giivenli
ve pratik dekontaminasyon stratejileri ve bunlarin kombinasyonlarina ihtiya¢ vardir.
Lactobacillus suslarinin, biyokoruyucu, biyokontrol ajani ve probiyotik olarak
kullanim potansiyellerinin yam sira, toksinleri baglama yetenekleri sayesinde hem
beslenme alaninda hem de toksinlerin gida ortamlarindan uzaklastirilmasinda etkili bir
sekilde kullanilabilecegi iyi bilinmektedir. Probiyotiklerin bir¢ok faydasi oldugu ve
insan sagliginin iyilestirilmesinde 6nemli bir rol oynadig bildirilmistir, ancak canh
olmalar1 nedeniyle kullanim sinirlamalarinin oldugu belirtilmektedir. Son yillarda, bir
probiyotigin yararli etkilerinden faydalanmak i¢in canliliginin gerekli olmadigi

gosterilmistir.

Bu tez calismasinda, saglik iizerinde olumsuz etkiler yaratan AFM;i’in,
fonksiyonel gida iiretiminde kullanilan ve insan sagligina zarar1 olmayan LAB’ler
aracilifiyla baglanarak UHT yagsiz siit ortamindan uzaklastirilma potansiyeli
incelenmistir. Bu amagla mikroorganizma yogunlugu, inkiibasyon siiresi, inkiibasyon
sicakligi, AFM; konsantrasyonu ve ortam sabit tutularak canlilik parametresinin
baglanma {izerine etkileri tespit edilmistir. Secilen LAB’lerin AFM; baglama
kapasitesi ve stabilitesi, bakteri tiiriine degil inaktivasyon ve aktivasyon yontemine
baglh bulunmustur. LAB’ler kullanilarak yapilan detoksifikasyon c¢alismasinda,
calisma gruplarinda AFM; detoksifikasyonunun kontrol gruplarina kiyasla daha etkili
oldugu goriilmiistiir. Bu sonu¢ LAB’lerin AFM detoksifikasyonunda etkili bir yontem

oldugunu gostermektedir. Ayrica UHT yagsiz siit icerisinde ultrasonik iglemlerden
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kaynaklanan canli ve canli olmayan LAB hiicrelerinin mikotoksin baglama kapasitesi
onemli Ol¢lide daha yiiksek kaydedilmistir. Bu bulgular 1s181inda, LAB’lerin AFM;
detoksifikasyonunda kullaniminin artirilmasi ve 6zellikle US teknolojisi ile kombine
edilerek daha etkili sonuclar elde edilmesi Onerilmektedir. Bu c¢alismada kullanilan
LAB’lerin, aflatoksinlerin potansiyel saglik riskleri tasidig1 yerli fermente gidalarda
starter kiiltiir se¢imi agisindan dnemli bir kriter olarak degerlendirilmesi gerektigi
ortaya konulmustur. Ayrica, US ile muamele edilen siitlerin, ¢alismada kullanilan
LAB’lerle fermentasyona tabi tutulmasi, inek siitiindeki AFM; yiikiinii belirli bir
Olciide azaltabilir. Bununla birlikte bakteriler islenecek olan siite herhangi bir islemden
gecmeden Once inokiile edilip ardindan US islemi gergeklestirilirse daha yiiksek
oranda toksin detoksifikasyonu saglanabilir. Bunun yani sira, fermente olmayan
gidalarda siit igerisinde US ile inaktive edilmis bakteriler, fermentasyona yol agmaz ve
bu bakterilerin baglanma kapasitesi daha kalic1 olabilir. Ayrica siit ve siit iirlinlerinde
tespit edilen AFM; miktari, calismadan elde edilen oranlara gore belirli miktardaki

toksini TGK’nin belirledigi limitlerin altina diisiirebilir.

Yapilan tez ¢aligmasinda elde edilen veriler mikotoksinle kontamine olmus siit
tirtinlerine potansiyel olarak uygulanabilecek daha etkili uzaklastirma yontemlerinin
tasariminda kullanilabilir. Probiyotik bakteriler arasindaki etkilesimlerin daha ayrintili
incelendigi ¢alismalar yapilarak, bu etkilesimlere dayali uygun ve etkili {riinler
gelistirilmelidir. Farkli seviyelerde inkiibasyon siiresi, sicaklik, aflatoksin ve bakteri
konsantrasyonu kullanilarak her degiskenin baglama yetenegine katkisini daha iyi
anlamak ve probiyotik bakterilerin AFMi'i bagladigi mekanizmanin tam olarak
belirlenmesi i¢in ek calismalara ihtiya¢ vardir. Gelecekte, LAB’ye aflatoksinleri
uzaklastirma yetenegi veren genetik 6zellikler belirlenmelidir. Bu da siit endiistrisinde
ticari uygulamay1 hedeflemektedir. Calismanin kisitlili§i duyusal degerlendirme
sonuglarinin bulunmamasidir. Ayrica, AFM1'in probiyotikli siit i¢erisindeki toksinin
sindirim sistemindeki emilimini, metabolik etkilerini ve viicuttaki potansiyel biyolojik

zararlarini degerlendirmek i¢in in vivo model ¢alismalarina ihtiyag vardir.
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