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Bu caligmanin amaci, dogal kdy yogurtlardan izole edilmis olan 118 Streptococcus
thermophilus ve 32’ si Lactobacillus bulgaricus’un biyojen amin iiretme potansiyellerinin
molekiiler olarak belirlenmesidir. Toplam 150 izolatta histamin (Adc), tiramin (tdc),
piitresin (odc) ve kadaverin (/dc) olmak tizere dort farkli geni polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) ile belirlenmistir. 25 adet S. thermophilus izolatin histamin, 16 adet S. thermophilus
ve 1 adet L. bulgaricus izolatin tiramin, 3 adet S. thermophilus izolatin izolatin piitresin ve

2 adet S. thermophilus izolatin izolatin kadaverin liretme potansiyeli PCR ile belirlenmistir.
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ABSTRACT

The aim of this study is to determine molecular potential of biogenic amines production of
118 Streptococcus thermophilus and 32 Lactobacillus bulgaricus, isolated from natural
yoghurts. Four different types of biogenic amines, histamine, tiramin, putresin, kadaverin,
are determined by Polymerase Chain Reaction (PCR) in total 150 isolates. It was observed
that 25 S.thermophilus isolates contain histamine, 16 S. thermophilus and one L.
bulgaricus isolates contain tiramin, three S. thermophilus isolates contain putrescine and

two of S. thermophilus isolates contain kadaverine gene.
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LAKTIK ASIiT BAKTERILERINDE BiYOJENIK AMIN URETIMININ
MOLEKULER OLARAK BELIiRLENMESI

OZET

Biyojen aminler, gidalarda mikroorganizma aktivitesine bagli olarak olusan molekiiler
bilesiklerdir. Bu kimyasal bilesikler protein ve amino asit igeren gidalarda ve ozellikle
mikroorganizmalarin biyokimyasal aktivitesi i¢in uygun sartlar1 saglayan ortamlarda
olugsmaktadir. Fermente gidalardaki biyojen aminler ilgili amino asitin dekarboksilasyonu
sonucu olusmaktadir. Kimyasal olarak putresin biyojen amini arjinin veya ornithin
dekarboksilasyonu, histamin histidin karboksilasyonu, kadeverin lisin karboksilasyonu,
tiramin trozin dekarboksilasyonu, ve triptamin triptofan dekarboksilasyonu ile
olusmaktadir.

Dogal yogurtlardan izole edilmis 118 adet S. thermophilus ve 32 adet L. bulgaricus
izolatinin 16S rRNA kod boélgesi kullanilarak molekiiler tanimlamasi teyit edilmistir.
Histamin, tiramin, putresin ve kadaverin {iretim kapasiteleri PZR yOntemiyle
belirlenmistir. Histamin iiretim potansiyeli 4dc geni lizerinde 435 b¢ uzunlugundaki primer
cifti ile, tiramin iiretim potansiyeli tdc geni iizerinde 720 b¢ uzunlugunda bir bolge
cogaltilarak belirlenmistir. Putresin ve kadaverin iiretim potansiyelleri sirasi ile odc ve ldc
genleri tizerinden 972 bg ve 1185 bg uzunlugundaki bolgenin spesifik amplifikasyonu ile
belirlenmistir. HPLC sonuglar1 ile molekiiler olarak tespit edilen biyojenik amin
potansiyelleri karsilastirilmistir ve PCR ile HPLC sonuglar1 arasinda dogrusal bir iligki
bulunamamustir.

Amino asit dekarboksilasyonu tiire, susa ve ¢evre sartlarina gore farklilik gostermektedir.
Dolayist ile tiirlerde biyojenik amin iiretme 6zelliklerinin tespit edilmesi 6nemlidir. Gida
zehirlenmelerine sebep olma potansiyelleri nedeniyle biyojenik amin iireten bakterilerin
belirlenmesi gida sanayisi i¢in olduk¢a 6nemlidir. Erken ve hizli olarak biyojenik amin

belirlenmesi biyojenik aminlerin olusumunun énlenmesi agisindan énemlidir.
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DETERMINING THE MOLECULAR PRODUCTION OF BIOGENIC
AMIN IN LACTIC ACID BACTERIA

SUMMARY

Biogenic amines are molecular compounds that are formed depending on microbial
activity in foods. These chemical compounds are formed in protein and amino acid rich
foods and in environments providing microorganisms proper conditions for their
biochemical activity. Biogenic amines formations in fermented foods occur as a result of
decarboxylation of relevant amino acid. Biogenic amines, putrecine, histamine, tyramine
and tryptamine are formed by decarboxylation of arjinine or ornithine, histidine, tyrosine
and tyrptophan chemically.

Molecular identification of 118 Streptococcus thermophilus and 32 Lactobacillus
bulgaricus, isolates from natural yoghurts were confirmed using 16S rRNA encoding
region. Histamine, tyramine, putrecine and cadaverine production capacity were
determined with the method of PCR. Amplification of 435 bp long hdc gene was used to
determine histamine production potential and 720 bp long tdc gene amplification was used
to verify tyramine production. The potential production of putrecine and cadaverine were
determined by the amplification of 972 bp and 1185 bp long fragments on odc and /ldc
genes. HPLC results and molecular biogenic amines production potentials are compared
and a linear correlation was not found with the result of PCR and HPLC.

Decarboxylation of amino acids shows differences in species, strain and environmental
conditions. Consequently, it is important to establish the feature of production of biogenic
amines in species. The establishment of bacteria that produce biogenic amine is vital for
food industry since those bacteria have the potential of leading to food poisoning. The
early and fast establishment of biogenic amines is crucial in terms of avoiding the

formation of biogenic amines.
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1. GIRIS

1.1. Laktik Asit Bakterilerinin Genel Ozellikleri

Laktik asit bakterileri (LAB) gida endiistrisinde ve biyoteknolojik calismalarda siklikla
kullanilan ve biiylik 6nem tasiyan mikroorganizmalardir. LAB ¢ig ya da pisirilmis olarak
gidalarda bulunan temel bakteri grubudur (Kontominas ve ark., 2008). Laktik asit, 1780
yilinda Isvigreli bir kimyager olan Carl Wilhelm Scheele tarafindan kesfedilen, formiilii
CH3;CHOH-COOH ve kimyasal adi hidroksipropanoyik asit olan bir hidroksi asittir.
1881 de ticari olarak eksimis siitten elde edilmis ve bu yiizden siit asiti adini1 almistir.

Sebze, balik, et, siit, tahil gibi ¢ig gidalarin ¢ogunda hem es zamanli hem de biiyiik
Olcekli fermentasyonun korunmasi ve doniisiim siiregleri i¢in énemlidir (Gardner ve ark.,
2001; Vogel ve ark., 2002). Metabolik bazi1 6zellikleri sayesinde LAB genellikle, fermente
gidalarin mikrobiyal gilivenligine lezzet, doku, besin degeri acisindan Onemli Olgiide
katkida bulunur (Settanni ve Corsetti, 2008). Laktik asitin etkisiyle gida asitlenir ve bu
bozulmaya neden olacak mikroorganizmalarin biiylimesini engeller, hatta dldiirebilir. Ayni
sekilde silaj yapiminda kullanilan yesil otlarin, silolara doldurulup oksijenle temasi
kesildiginde ortamda biiyliyen laktik asit bakterileri ortami asitlendirerek silajin
bozulmasina neden olabilecek diger organizmalarin biiylimesine engel olur.

Morfolojik ve fiziksel olarak, Gram pozitif (+) olup, spor olusturmayan, katalaz enzim
sistemini icermeyen, diisiik G+C igerigi (% 33-55) bulunan anaerobik ve fakiiltatif
anaerobik bakterilerdir. LAB, homofermentatif ve heterofermentatif olmak iizere iki gruba
ayrilirlar ve karbonhidratlar1 fermentasyona ugrattiklarinda esas iiriin olarak laktik asit
tiretirler. Homofermentatif bakteriler glikozu pargalamasi sonucu % 90 laktik asit, %10
CO; olusturan bakterilerdir. Heterofermentatifler ikincil iiriin olarak etil alkol, asetik asit,
CO,, diasetil, asetonin gibi bilesikleri olustururlar (Prescott ve Dunn, 1987; Halkman,
1991). Aynm1 zamanda hidrojen peroksit, hidrojen siilfiir, bakteriyosin gibi antimikrobiyal
maddeler de olustururlar (Leroy ve de Vuyst, 2004). LAB tarafindan olusturulan laktik asit
miktar1 ve proteolitik aktivitesi cinslere ve tiirlere gore degisiklik gostermektedir (de Giori
ve ark., 1985).

LAB’ nin cins ve tiirlere gore degismekle birlikte genel olarak kok, diizgiin ¢ubuk ve
diizensiz ¢ubuk olmak iizere ii¢ farkli morfolojik yapida mezofilik mikroorganizmalardir

(Holt ve ark., 1994).



Siniflandirmalarinda LAB iki aynn familyada toplanmistir. Streptococcaceae
familyasina ait Pediococcus, Streptococcus, Leuconostoc cinsleri yer alirken;
Lactobacillaceae familyasina ait Lactobacillus cinsi bulunmaktadir (Daeschel, 1989). Gida
endiistrisi ve biyoteknolojik ¢alismalarda kullanilan baslica LAB cinsleri ise; Aerococcus,
Bifidobacterium,  Carnobacterium,  Enterococcus,  Lactobacillus,  Lactococcus,
Leuconostoc, Melisococcus, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus,
Vagococcus ve Weissella’dir ve bunlar arasindaki en genis cins Lactobacillus’ tur
(Axelsson, 2004). Bifidobacterium cinsi de LAB arasinda yer almaktadir (Axelsson, 1998).

LAB’nin farkli cinslerine ait birgok tiir ve sus, probiyotik olarak kullanilmaktadir.
Ozellikle Lactobacillus cinsi probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalarin basinda
olmak tizere Enterococcus ve Bifidobacterium cinsleri de bilinmektedir (Salminen ve ark.,
2002; Soomro ve ark., 2002). Probiyotik olarak kullanilan LAB’nin sagliga faydal etkileri
suslara 6zgli olup, bu etkilerin ortaya ¢ikisi farkli mekanizmalarla gergeklesmektedir
(Mercenier ve ark., 2002) LAB probiyotik olarak laktoz intoleransinin hafifletilmesi,
barsak florasi iizerinde olumlu etkisi, intestinal sistem infeksiyonlarinin engellenmesi,
bagisiklik sisteminin gii¢lendirilmesi ve buna benzer klinik etkilerin énlenmesinde biiyiik
oneme sahiptir (Heyman ve Menard, 2002). Laktik asit bakterilerinin Staphylococcus,
Salmonella, Listeria, Enterococcus cinsi mikroorganizmalara karst antagonistik etki
gosterdigi bildirilmektedir (Keppler, 1994).

LAB’ nin basta fermente siit liriinleri olmak iizere diger fermente gidalarda 6zellikle
Escherichia coli, Staphylococcus aereus, Salmonella, Listeria monocytogenes gibi patojen
bakterilerin gelisimleri iizerine antibakteriyal etkileri oldugu bilinmektedir (Jay, 1992). L.
rhamnosus ve L. reuteri’ nin Fusarium, Aspergillus ve Penicillium {izerine antifungal
etkileri arastirilmig ve iki laktik asit bakterisinin s6zkonusu kiif suglar1 lizerinde antifungal

etkisi oldugu tespit edilmistir (Plockova ve ark., 2001).

1.2. LAB Tiirlerinin Dogal izolasyonu ve Endiistride Kullanim Alanlar

LAB, et ve balik iirtinleri (sucuk, balik sosu vb.), siit iirlinleri (yogurt, peynir, kefir,
tereyagi vb.), tahil iiriinleri (ekmek, boza, ogi vb.), fermente edilmis icecekler ve sebzeler
(lahana ve salatalik tursusu vb.), gibi bir ¢ok gida dogal olarak ya da sonradan strarter
kiiltiir olarak ilave edilerek gidalarin olgunlagtirilmasi, tretimi ve dayanikliliginin
saglanmasinda Onemli rol oynarlar ve bu materyallerden izole edilirler (Hayaloglu ve
Erginkaya, 2001).

LAB gidanin bozulmasima neden olan mikroorganizmalar ve insanlarda hastaliklara



neden olan patojen mikroorganizmalar iizerinde irettikleri organik asitler, hidrojen

peroksit, laktoperoksidaz, diasetil ve bakteriyosinler gibi maddeler nedeniyle antagonistik

etkiye sahiptirler. Bu nedenle, bu mikroorganizmalarin kullanilarak iiretildigi gidalar insan

saglig1 acisindan giivenilir olarak kabul edilmektedirler (Vescovo ve ark., 1997). Siit

iriinleri, et iirlinleri, sebze, tahil ve alkollii igecekler gibi fermente edilmis iirlinlerde

fermentasyonu gergeklestiren LAB Cizelge 1.1°de listelenmistir (Leroy ve de Vuyst,

2004).

Cizelge 1.1. Fermente edilmis baz1 gidalarda bulunan laktik asit bakterileri.

FERMENTE EDIiLMiS URUNLER

LAKTIK ASIiT BAKTERILERI

SUT URUNLERI
L. lactis, S. thermophilus, S. cremoris, Lb.helveticus, Lb.
delbrueckii, L. casei, L. paracasei, L. plantarum, L.
Peynirler rhamnosus, L. curvatus, Pediococcus acidilactici, P.
pentosaceus, Leoconostoc dextranicum, L. mesenteroides
L. lactis ssp. lactis, L. lactis ssp. cremoris, Leuconostoc
mesenteroides SSp. cremoris
Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus, Lb. delbrueckii ssp. lactis,
Streptococcus salivarius ssp.thermophilus, Lactococcus lactis
Yogurt ssp. lactis, Enterococcus faecium, E. durans

Lb. casei, Lb. acidophilus, Lb. rhamnosus, Lb. johnsonii,

Fermente edilmis probiyotik siit

B. lactis, B. bifidum, B. breve

Kefir

Lb. kefir, Lb. kefiranofacies, Lb. brevis, Lb. bulgaricus, L.
rhamnosus, L. fermentum, L. delbrueckii, L .casei, S.

thermophilus, L. lactis ssp. cremoris, L. mesenteroides

Kimiz Lactobacillus bulgaricus, L. acidophilus
Tarhana Lactobacillus bulgaricus, Streptococcus thermophilus
ET URUNLERI

Fermente edilmis sosis (Avrupa)

Lb. sakei, Lb. curvatus

Fermente edilmis sosis (ABD)

P. acidilactici, P. pentosaceus

Fermente edilmig balik tiriinleri

Lb. alimentarius, C. Piscicola

Lb. brevis, Lb. plantarum, Lb. fermentum, Lb. curvatus,

Sucuk Pediococcus pentosaceus, P. acidilactici, L. brevis, L. agilis, L.
carnis, L. sakei, L. viridescens
Pastirma Lb. pentosus, Lb. sakei




Cizelge 1.1 (devam)

SEBZE URUNLERI
Lahana tursusu Leuc. mesenteroides, Lb. plantarum, P. acidilactici
Salatalik tursusu Leuc. mesenteroides, P. cerevisiae, Lb. brevis,
Lb. plantarum
Fermente edilmis zeytin Leuc. mesenteroides, Lb. pentosus, Lb. plantarum,
Fermente edilmis sebzeler P. acidilactici, P. pentosaceus, Lb. plantarum,
Lb. fermentum
Soya sosu T. halophilus
TAHIL URUNLERI
Lb. sanfransiscensis, Lb. farciminis, Lb. fermentum,
Hamur Mayasi Lb. brevis, Lb. plantarum, Lb. amylovorus, Lb. reuteri,
Lb. pontis, Lb. panis, Lb. alimentarius, W. Cibaria
iCECEKLER
Sarap 0. oeni
Pirin¢ Rakisi Lb. sakei
L.sanfranciscensis, L. pontis, L. brevis, L. plantarum, L.
Salgam alimentarius, L. fructivorans, L. reuteri, L. fermentum
Leuconostoc para mesenteroides, L. mesenteroides ssp.
Boza mesenteroides, , L. mesenteroides ssp. dextranicum, L. oenos,
Lb. safrancisco, L coryniformis, L. fermentum

LAB’nin sik olarak endiistriyel uygulamalarda secilen gida ve igerdigi tiirler genel
olarak soyle ozetlenebilir: Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc cinsi
tiirleri siit fermentasyonunda kullanilirlar (de Vuyst ve Tsakalidou, 2008). Pediococcus ve
Leuconostoc cinsi tiirleri etten; Pediococcus pentosaceus, Leuconostoc mesenteroides,
Lactobacillus plantarum tiirleri sebzelerden (Plengvidhya ve ark., 2007, Chamkha ve ark.,
2008); Oenococcus oeni tiirii ise saraplardan izole edilmektedir .

Yogurt iiretiminde Streptococcus salivarius ssp. thermophilus ve Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus tiirlerinin (Riemelt ve ark., 1996) yanmisira son yillarda
probiyotik olarak kullanilan yogurtlarda L. acidophilus, L. rhamnosus, L. fermentum,
Bifidobacterium bifidum, B. longum, ve Streptococcus filant tiirlerinin kullandigi
belirtilmektedir (Vinderola ve ark., 2000). Lactobacillus ve Leuconostoc cinsine ait tiirlerin
laktoz metabolize yetenekleri sayesinde asitlesme degerlerinin  diisiik oldugu

bildirilmektedir (Herreros ve ark., 2003; Badis ve ark., 2004).




Enterokoklar fonksiyonel 6zelliklerinden yani asitlik, proteoliz ve lipolitik aktiviteleri,
sitrat metabolizmasi, probiyotik 6zellikleri ve bakteriyosin gibi antimikrobiayal aktiviteye
sahip proteinleri sentezleme yeteneklerinden dolay1 fermente gida endiistrisinde 6nemli yer
tutan laktik asit bakterilerinden birisidir (Andrighetto ve ark. 2001; Sarantinopoulos ve
ark., 2001; Giraffa 2003; Franz ve ark., 2003; Moreno ve ark., 2006; Ogier 2008).
Enterococcus cinsi i¢inde su ana kadar 32 tiir rapor edilmistir. Bunlardan E. faecalis and E.
faecium en Onemli iki tlir olup insanlarin gastrointestinal sisteminin dogal florasinda
bulunmaktadirlar. Streptococcus facealis ve S. faecium tiirleri Enterococcus faecium ve E.
Faecalis olarak degistirilmistir (Simon ve ark., 1982). Bazi peynir ve sosislerin
olgunlastirilmasinda starter kiiltiir olarak kullanilirlar ve zayif hijyene sahip ya da iyi
islenmemis gidalarda bulunurlar. Deniz ve tatli su orneklerinde enterokoklar onemli
bakteriyel indikator olarak analiz edilirler. Insan ve hayvanlarm sindirim sisteminde ya da
dogada yaygin olarak goriilebilirler. Karbonhidratlar1 fermente ederler ve esas iiriin olarak
laktik asiti verirler.

Leuconostoc dogal olarak bitkilerde ve siitlerde yogun miktarda bulunurlar. L. cremoris
siit lrlinlerinde aroma maddesi olusturur Ozellikle asetaldehiti etil alkole doniistiirerek
tereyaginda yogurt aromasi olusumunu engeller. L. dextranicum ve L. mesenteroides tirleri
tursu fermentasyonunda biiyiik rol oynar ve halofilik mikroorganizmalar olmalarindan
dolay1 salatalik tursularinda ilk olarak bu tiirlere rastlanir. Seker fabrikalarinda, kek,
dondurma ve surup gibi iiriinlerde iiretimleri sirasinda kolayca gelisebilmekte ve iirettikleri
mukoz nedeniyle sorun olusturabilmektedirler (Marino ve ark., 2000).

Lactococcus lactis tirleri L. lactis ssp. lactis, L. lactis ssp. cremoris ve L. lactis ssp.
hordniae olmak {izere ii¢ alt tiire ayrilmaktadir. Peynir, yayikalti, eksi krema ve yogurt gibi
fermente siit Uiriinlerinin iiretiminde starter kiiltiir olarak kullanilmaktadirlar. Pediococcus
cinsi tiirleri ise laktozu kolayca kullanamadiklarindan ve gelisimleri i¢in uygun faktorleri
bulunduramadiklarindan dolay: siitten ziyade bitkilerde bulunmaktadirlar. P. acidilactici
sosis ve sucuk iiretiminde (Liu ve ark., 2008), P. cerevisiae soyasosu iiretiminde
kullanilmaktadir. P. halophilus ylksek tuz igeren {riinlerde serbest amino asitleri
dekarboksile ederek gida bozulmalarina yol agmaktadir.

Weisella cinsi Yunan fermente sucugundan izole edilen bakterinin normalde
Leuconostoc 'lara benzer oldugu ancak yapilan genetik caligmalar sonucunda farkli bir
yapiya sahip oldugu anlasilmis ve bazi Lactobacillus tiirlerini de iceren Weisella adl1 yeni
bir grup olusturulmustur. Weissella cibaria tiirii mayal {riinlerin yapisal 6zelliklerinin

degistirmek i¢in kullanilir (Cagno ve ark., 2006).



Lactobacillus plantarum salatalik, lahana ve zeytin fermentasyonunda sik olarak
kullanilan ticari starter kiiltiirleridir (Vega Leal-Sanchez ve ark., 2003). Ozellikle
Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus pentosus zeytin fermentasyonunda starter olarak
kullanilan ana tiirlerdir (Ercolini ve ark., 2006; Chamkha ve ark., 2008; Hurtado ve ark.,
2008). Yapilan mikrobiyolojik calismalarda eksi hamurda L. plantarum, L. brevis, Weisella
cibaria ve P. pentosaceus tiirlerinin baskin LAB tiirleri oldugu tespit edilmistir (Iacumin
ve ark., 2009).

Oenococcus cinsi alt tiirli olan Oenococcus oeni malolaktik fermentasyon 6zelliginden
dolay1 sarap yapiminda biiyiikk 6neme sahiptir (Hernandez ve ark., 2007). Bu tiiriin
saraplarda bulunan bazi suslarinin histidini dekarboksile edip histamin iirettigi tespit

edilmistitir (Lonvaud Funel ve ark., 1994).

1.3. Yogurt Bakterileri

Laktik asit bakterilerinden Streptococcus thermophilus ve Lb. delbrueckii ssp.
bulgaricus suslar1 yogurt iiretiminde starter kiiltiir olarak kullanilmaktadir (Tamime ve
Robinson, 1999). Termofilik karakterde bulunan bu bakterilerin en 6nemli teknolojik
ozellikleri laktik asit iiretebilme yetenekleridir (Suarez ve ark., 2002). Bunun yan sira
starter kiiltiir olarak kullanildiklar1 iirlinde standart kalitenin eldesi icin proteolitik ve
antimikrobiyal aktiviteleri, asetaldehit iiretim yetenekleri belirlenmelidir. Bu 6zellikleri
sayesinde Streptococcus thermophilus ve Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus suslar arasinda
olusan simbiyotik iligki sayesinde yogurda ozgli koku, tat, aroma ve yogunluk
olugmaktadir (Rimelt ve ark., 1996). Yogurdun aromasinda karbonil bilesiklerden
asetaldehit, diasetil, aseton ve asetoin belirleyici olarak rol oynar (Davies ve Law, 1984).

Yogurt siitteki proteinlerin (kazein ve serum proteinleri) laktik asit fermentasyonu
sonucu olusan pihtidan ibarettir. Yogurt pihtisinin olusumu starter kiiltiirlerin olusturdugu
asiditenin etkisiyle gerceklesir (Tekingen, 1996). Yogurt bakterileri olan Streptococcus
thermophilus ve Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus ¢ogalmalart ve gelismeleri icin ihtiyag
duyduklar1 enerjiyi karbonhidrat fermentasyonu ile saglamaktadir. Ornegin Streptococcus
thermophilus laktoz, sakkaroz, glikoz ve fruktozu fermente edebilir; kismen de maltoz ve
rafinozu da pargalarlar (Kavas ve Celebi, 1991).

Besinsel 6zellikler agisindan yogurt, siite benzer kompozisyonda olup, miikemmel bir
protein, kalsiyum, fosfor, riboflavin, tiamin ve B12 vitamin kaynagidir. Ayn1 zamanda

folat, nisin, magnezyum ve ¢inko acisindan degerli bir kaynaktir. Protein igerigi, saglik i¢in



gerekli biitlin aminoasitleri igerdigi i¢in yiiksek biyolojik degere sahiptir. Vitamin ve
mineral agisindan ise viicuttaki absorbsiyonu ve kullanimi agisindan biyoyararlilig

yluksektir (Akalin ve ark., 2004; Mckinley, 2005).

1.3.1. Streptococcus thermophilus

Streptococcus thermophilus stit Urlinleri tiretiminde yaygin kullanildigindan, gida
endiistrisi i¢in biliyilk onem tagimaktadir (Hols ve ark., 2005). Starter kiiltiir olarak
kullanim1 sayesinde teknolojik ¢alismalarda siklikla kullanilan bir LAB tiiriidiir. Yogurtta
Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus ile birlikte geleneksel kullanimi yaninda Isvigre, Mozarella,
Permasan ve Tugla peynirleri gibi birkag c¢esit peynir iiretiminde starter kiiltiir olarak
kullanilmaktadir (Parente ve Cogan, 2004).

Streptococcus thermophilus homofermentatiftir ve optimum biiyiime sicakligi 42-52 °C
arasindadir (Axelsson, 1993). Optimum gelisme pH’1 6.0-6.5 arasinda olup aerobik ve
fakdiltatif anaerob Ozellik gostermektedir. DNA’ sindaki G+C igerigi % 37-40 moldiir
(Marshall, 1987) ve Streptococcus thermophilus ‘ un genom biiylkligi 1.75 ve 1.82 bg
arasinda degismektedir (Davidson ve ark., 1996).

S. thermophilus susunun proteolitik sistemi, laktoz- galaktoz metabolizmasi, tireolitik
aktivitesi, metabolik tasiyicilik gibi bircok faktorler peynirin olgunlasmasi boyunca en
hizli ve en baskin sekilde etki saglarlar (Iyer ve ark., 2009). S. thermophilus’un ana
fonksiyonlarindan biri siit fermentasyonunda hizli asitlestirme saglamaktir (Marino ve ark.,
2003). S. thermophilus galaktozu metabolize edemez ve laktoz fermentasyonu boyunca
ortama bu sekeri atar (Vaillancourt ve ark., 2004, 2008). Boylece S.thermophilus’ un
sadece silit fermentasyonu ve laktik asit iretimi ile ilgili degil aynm1 zamanda seker
metabolizmasi, galaktoz kullanimi (Mora ve ark., 2002) gibi bircok 6nemli teknolojik
degeri vardir.

S. thermophilus, tireaz iireten tek LAB olmasina ragmen yogurt ve peynir iiretiminde
kendi starter aktiviteleri i¢in zararli olarak kabul edilmistir ve bu bir¢cok 6zelliklerini
etkileyebilmektedir (Mora ve ark., 2004; Monnet ve ark., 2005). S. thermophilus, BA’ nin
yanisira ayni zamanda siit endiistrisi i¢in oldukca énemli olan ekzopolisakkarit {iretiminden
sorumludur (Laws ve ark., 2001).

S. thermophilus sadece siit iiriinlerinden degil ayn1 zamanda bitkisel kaynaklardan da
izole edilebilmektedir (Michaylova ve ark., 2007). Bunun disinda su, toprak, insan ve
hayvan bagirsak sistemlerinde bulunurlar. Bu tiirlerin antibiyotiklere karsi direng 6zelligi

gosterdikleri tespit edilmistir (Tosi ve ark., 2007).



1.3.2. Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus

Laktobasiller, genellikle siitte dogal olarak varoldugundan yogurt ve peynirlerde dogal
olarak bulunurlar. Ayrica starter kiiltiir olarak kullanilmalar1 ve pastorizasyonun tam olarak
saglanamadig1r durumlar ile pastdrizasyon sonrasi kontaminasyonlar, biyojen aminlere
rastlama olasiliklarin1 arttirmaktadir. Laktobasillerin dekarboksilaz yetenegine sahip
karisik suslar1 proteinaz aktivitesine sahiptir. Bu nedenle asir1 proteolizis sonucu siit
tirlinlerinde tiramin, histamin ve piitresin olusumundan sorumlu 6nemli ajanlar olarak
kabul edilmektedirler (Joosten ve Northolt, 1987; Khalid ve Marth, 1990).

Tuza toleransh laktobasillerin bazi saf kiiltiirleri hem histidin ve tirozini dekarboksile
etmekte, hem de piitresin ve kadaverini kiitle halinde olusturabilmektedir. Termofilik
laktobasiller ise histaminin serbest hale ge¢isini arttirarak histamin olusumunu pozitif
yonde etkiler. Bu nedenle bu suslarin starter kiiltiir olarak kullanilmalarina dikkat edilmesi

gerekir (Fox ve Law, 1991).

1.4. Laktik Asit Bakterilerinde Biyojen Amin Formasyonu

Biyojen aminler, dogal olarak hayvan, bitki ve mikroorganizmalarda bulunan ve
bunlarin metabolik aktiviteleri sonucu olugan diisiik molekiiler agirlikli organik bazlardir
(Hernandez ve ark., 1996). Farmakolojik ve fizyolojik olarak biiyiik etkiye sahip olmasina
karsin, gidalarla yiiksek miktarda viicuda alindiginda solunum sikintisi, bas agrisi, hipo
veya bhiper gerilim ve alerji gibi toksikolojik etkiye sahip olurlar (Ladero ve ark., 2010).

Biyojen aminler genellikle serbest amino asitlerin mikrobiyal dekarboksilasyonu ile
olusmaktadir. Amino asit dekarboksilasyonu alfa karboksil grubunun amino asitten
uzaklagtirilip ilgili amine baglanmasi ile gerceklesmektedir (Sekil 1.1). Ortamdaki serbest
amino asitlerin, dekarboksilazlarin olusumu i¢in pH ve sicaklik gibi uygun cgevre
etmenlerinin, dekarboksilaz enzim aktivitesi goOsteren mikroorganizmalarin varhigi,
gelisimi, enzim igerigi ve bunlarin sayisi1 biyojen amin olusumunu etkilemektedir
(Marcobal ve ark., 2006; Fernandez ve ark., 2007; Arena ve ark., 2008). Aminoasit
dekarboksilaz aktivitesi optimum pH’m 4 ve 5.5 arasinda oldugu asidik ortamda g¢ok
giicliidiir (Teodorovic ve ark., 1994).

Biyojen aminler gidalarda bazi spesifik aminoasitlerin dekarboksilasyonuna (glutamik
asit ve arjininden piitresin, histidinden histamin, tirozinden tiramin, triptofandan triptamin,
fenilalaninden feniletilamin, lizinden kadaverin, glutaminden ornitin, ornitinden piitresin,
sperminden spermidin ve arjininden agmatin) veya aldehit ve ketonlarin

transaminasyonuna bagli olusan temel azotlu bilesiklerdir (Maijala ve ark., 1995).



Poliaminler olarak nitelendirilen spermin ve spermidinin ise piitresinden meydana geldigi

one siiriilmektedir (Kalac ve ark., 1999).

Sekil 1.1. Biyojen aminlerin olusumunun metabolik yolla gosterimi (Halasz ve ark., 1994)
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Biyojen aminler hormonlar, alkaloidler, niikleik asitler ve proteinlerin sentezinde azot
kaynagi olarak rol almalari, gidalarda aroma maddelerinin olusumuna katkida
bulunmalarinin yami sira insanlarda mide hacminin ve pH’ 1n diizenlenmesinde, viicut
sicakliginin ayarlanmasinda ve beyin aktivitesinin yerine getirilmesi acisindan son derece
onemlidirler (Allen, 2004).

Proteolizis doku proteinlerin dokulardan saliniminda Onemli rol oynarlar ve
dekarboksilasyon reaksiyonu i¢in substrat olusturmaktadir (Shalaby, 1996). Gidalardaki
biyojen aminler ise; gidalarin bozulmasi ve gida giivenligi ile yakindan iliskilidir (Halasz
ve ark., 1994). Biyojen aminlerin aroma ve lezzet maddeleri olmalar1 diger fonksiyonlari
arasina girmektedir. Enzimatik olmayan esmerlesme olayinda etkilidirler. Niikleik asit,
alkaloid ve protein sentezinde azot kaynagidirlar. Nitritle reaksiyona girerek kanserojen
nitrozaminleri olustururlar. Gidalarin kalite kontroliinde tamamlayici unsur olarak gorev
alirlar (Olmez, 2000).

Biyojen amin igeren bir¢ok gida bulundurdugu amino asitlerin dekarboksilasyonunun
gidalarda bulunan mikroorganizmalarin substrata 6zel enzimleri ile gerg¢eklesmektedir.
Ancak aminoasit dekarboksilasyonu bakteri tiirleri arasinda ¢ok farklilik gostermektedir.
Birgok tiir bir veya daha fazla aminoasiti dekarboksile edebilmektedir. Ayrica ayni tiiriin
farkli suslar1 farkli biyojen amin iiretme yetenegine sahiptir ve bu tlirden ziyade susa
bagimhidir (De Las Rivas ve ark., 2005). Dekarboksilaz enzimini olusturarak, amino
asitlerin dekarboksilasyonunda rol alan mikroorganizmalar arasinda E. coli, Proteus
morganii, P. Mirabilis, Enterococcus faecalis, E. faceium, E. durans, Pseudomonas
reptilivora, Salmonella, Shigella, Betabacterium, Photobacterium, Streptococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc tirleri bulunmaktadir (Renata ve ark., 1999;
Halasz ve ark., 1994; Brink ve ark., 1990; Suzzi ve Gardini, 2003).

Gidalarda uygun 1s1 (20-37°C) ve pH (5-7) ile yeterli miktarda biyojen amin
olusturabilen mikrorrganizma olmasi durumunda amin olusumunun hizlandigi; ancak tuz
oraninin % 5’ten fazla olmasi durumunda ise biyojen amin olusumunun azaldigi
bildirilmektedir. Gidalarin uygun olmayan ortamlarda saklanmasi (sicaklik, pH, karbon
kaynaklari, aerobik veya anaerobik sartlar) biyojenik amin iiretimini etkilemektedir. Ayrica
fermente gidalarda kullanilan starter kiiltiirlerin de gidadaki normal mikrobiyal flora ile
etkilesimleri sonucu direkt ve indirekt olarak biyojen aminlerin olusumunda etkili olduklar1

bildirilmektedir ( Silla Santos, 1996).
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Biyojen aminler siit ve siit {liriinleri, balik ve balik iirlinleri, et ve et iirlinleri, ¢ikolata,
meyve sebzeler, sarap ve bira gibi fermente icecekleri kapsayan gidalarda (Kalac ve ark.,
2002; Marcobal ve ark., 2005) bulunup, bunlarin islenmesi, olgunlagsmasi ve depolanmasi
sirasinda olusur (Ten Brink ve ark., 1990; Halasz ve ark., 1994; Suzzi ve Gardini, 2003).
Gida varligi acisindan biiylik oneme sahip olan biyojen aminlere; histamin, tiramin,
kadaverin, triptamin, serotonin, putresin, spermin, spermidin, dopamin, agmatin,
oktopamin, metilamin, etilamin, etanolamin, feniletilamin, diaminobiitan &rnek
gosterilebilir (Shalaby, 1996). Biyojen aminlerin isimlendirilmesi sentezlendikleri amino
asite gore yapilmaktadir. Ornegin; histamin histidinden (Lonvaud-Funel ve Joyeux,1994;
Coton ve ark., 1998a, 1998b), tiramin tirozinden (Lucas ve ark., 2003) piitresin ornitinden
(Arena ve Manca de Nadra, 2001; Marcobal ve ark., 2004) meydana geldigi Sekil 1.1° de
ayrintili olarak gdsterilmistir.

Insan viicudu, biyojen aminlerin neden oldugu gesitli toksik etkilerin ortaya ¢ikmasini
onleyen kuvvetli bir detoksifikasyon sistemine sahiptir. Bu detoksifikasyon sistemi
monoaminoksidaz (MAQ), diaminoksidaz (DAO) ve histamin-N-metil transferaz (HNMT)
dan olusmaktadir (Stratton ve ark., 1991). Normal sartlarda, gidalarla aliman biyojen
aminler bu enzimlerle toksik olmayan triinlere ¢evrilir. Fakat yliksek miktarda BA’larin
alinmas1 detoksifikasyon metabolizmasinin ¢esitli farmakolojik ajanlar tarafindan inhibe
edilmesi detoksifiye durumunu engelleyeceginden gida zehirlenmesine yol agabilmektedir.
Ayrica gidalarda biyojen aminlerin bir arada bulunusu da toksik etkilerin ortaya
c¢ikmasinda 6nemi biiyiiktlir. Tiramin MAO, triptamin DAO, b-feniletilamin DAO ve
HNMT enzimlerini inhibe etmektedir. Spermin ve spermidin ise gastrointestinal duvardan
histamin gecisini arttirmaktadir.

Biyojen aminler icerdikleri amin sayisina gore monoamin veya poliamin olarak
adlandirilirlar.  Genellikle, monoaminoksidaz (MAO) ve diaminoksidazlar (DAO)
tarafindan gerceklerstirilen oksidatif deaminasyonla bu aminlerin fizyolojik inaktivasyona
ugradiklart bildirilmektedir. Monoaminler, monoaminoksidaz tarafindan daha az toksik
olan aldehit {iriinlerine parcalanarak detoksifiye edilirler. Enzim biitiin dokularda
bulunmakla birlikte, aktivitesi gastrointestinal kanalda cok yiiksektir. ~Ancak MAO
inhibitorii ilaclarla tedavi goren hastalarda, 6zellikle peynir tiikettikleri zaman bas agrisi,
boyun sertligi, kalp carpintis1 ve bazen de dliimle sonuglanabilen hipertansiyon krizleri

meydana gelmektedir (Ramantanis 1984).
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Biyojen aminler arasinda histamin; potansiyel olarak c¢ok tehlikelidir. Histaminin
gidalardaki yikim olaylarinin indikatorii olarak ve gida zehirlenmelerinden sorumlu bir
madde olarak Onemi biiyiiktiir. Bu biyojen amin, gidalardaki histidin dekarboksilaz
enzimine sahip mikroorganizmalarin serbest histidini histamine ¢evirmesi sonucu
olugmaktadir (Stratton 1991). Balik ve balik iirlinlerindeki biyojen amin konsantrasyonu
(0zellikle histamin), insan sagligi ve iirlin kalitesini etkilediginden dolay1 bu degerlerin
tespiti bilyiik 6nem tasimaktadir (Ozogul ve ark., 2004; Shalaby, 1996). Peynirlerde
histamin zehirlenmesinde asil rol alan bakterinin Lactobacillus buchneri oldugu
belirtilmektedir. Bunun yaninda L. fermentum, L. helveticus, L. tactis, Enterococcus
faecium gibi bakterilerin de peynirlerde histamin {irettigi saptanmistir. Putresin ve
kadaverin gibi biyojen aminlerin histamin toksitesini arttiric1 etki yaptigi bildirilmistir.
Ozellikle barsak ortaminda piitresin ve kadaverin gibi aminlerin bulunmasi histamini
detoksifiye eden enzimlerin inhibisyonuna neden olup toksiteyi arttirict 6zellik
gostermektedir (Gilirbiliz ve Degirmencioglu, 2003).

Tiramin, gidalardaki tirozin dekarboksilaz enzimine sahip mikroorganizmalarin serbest
tirozini tiramine c¢evirmesi sonucu olusmaktadir. Lactobacillus brevis (Lucas ve ark.,
2003), Enterecoccus faecalis (Connil ve ark., 2002) ve Cornobacterium divergens (Coton
ve ark., 2004) Streptococcus ssp., Lactococcus ssp.,Pediococcus ssp. tarafindan iiretildigi
bildirilmektedir (Ten Brink ve ark., 1990; Bunkova ve ark., 2009). Farkh
mikroorganizmalar tarafindan {iretilen tirozin dekarboksilaz gen dizileri karsilastirildiginda
bunlarin gen dizilimi ve organizasyonunda biiyiik benzerlik gosterdigi tespit edilmistir
(Fernandez ve ark., 2004). Fermente edilmis gidalarda veya olgunlagtirilmis gidalarda
yaygin olarak bulunmaktadir. Peynir, salamura et ve balik, sarap, bira, tursu ve maya
ekstraktlarinin tiiketilmesine bagli olarak ciddi tiramin zehirlenmesi hatta Oliimler
goriildiigi bildirilmektedir (Jones JM., 1994). Tiramin ayrica MAO inhibitorii alan
hastalarda basagrisi ve hipertansiyon krizlerine yol agan biyojen amin olarak sorumlu
tutulmaktadir (Kalac ve ark., 1999; Bodmer ve ark., 1999) ve tiramin kan basincini
arttirdig1 bilinen bir biyojen amindir (Maijala, 1994).

Piitresin, gidalardaki ornitin dekarboksilaz enzimine sahip mikroorganizmalarin serbest
ornitini plitresine ¢evirmesi sonucu olusmaktadir (Marcobal ve ark., 2004). histamin ve
tiramine oranla daha az farmakolojik etkiye sahip olmasina ragmen histamin ve tiramin
detoksifikasyonunu etkiledigi bildirilmektedir. Buna ilave olarak piitresin nitrit ile
reaksiyona girerek kanserojenik nitrozamin olusturmaktadir. Bu sebepten dolay1

gidalardaki biyojen amin olusumunun Onlenmesi Onemlidir. Piitresin ayni zamanda
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saraplarda O. oeni’ nin bazi suslar tarafindan iiretilen bir BA ¢esididir (Marcobal ve ark.,
2004). Son zamanlarda elma saraplarindan Lactobacillus brevis ve Leuconostoc
mesenteroides tiirleriyle beraber potansiyel olarak izole edilen BA iireticisi olarak tespit
edilmislerdir (Coton ve ark., 2010)

Kadaverin ise; lizin dekarboksilaz enzimine sahip mikroorganizmalarin serbest lizini
kadaverine ¢evirmesi sonucu olusmaktadir. Histamin toksisitesini artirict 6zelligi olmasina
ragmen tek basina toksik 6zellik gosteremeyen bir biyojen amindir. Enterobacteriaceae
sayisinin yiiksek oldugu peynir 6rneklerinde kadaverin konsantrasyonu daha ytiksektir.
Kadaverin konsantrasyonuyla Enterobacteriaceae sayisi arasindaki korelasyon nedeni ile
bu biyojen amin, hijyenik peynir yapimi kalite indikatorii olarak kullanilabilir (Schneller,
1997; Marino, 2000).

Genel olarak biyojen amin toksisitesi ile ilgili kesin limitler vermek oldukca zordur.
Tiiketilen gidanin ¢esidi, miktar1 ve amin igerigi gibi faktorler ile inhibitorlerin varlig
biyojen amin toksisitesi limitlerinin belirlenmesini giiclestirmektedir. Buna karsilik
gidalarda bulunabilecek histamin miktariyla ilgili sinir degerler 10-100 mg/100g olarak
belirlenmistir. Toksikasyonun bagladig1 esik degerleri tiramin i¢in 100-800 mg/kg olarak
bildirilmektedir. Tiramin diizeyinin 10 mg/L’ den fazla olmasinin MAO inhibitérii ilaglar

alan hastalar i¢in giivenli olmadig belirtilmektedir (Izquierdo ve ark., 1996).
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1.5. Calismanin Amaci

Insan ve hayvan viicudunda biyolojik olarak 6nemli olan biyojen aminler, fazla
miktarda alindiklarinda herhangi bir nedenden dolay1 biiyiikk konsantrasyonlarda
olustuklarinda veya organizmadaki indirgenmeleri engellendiginde toksik etkileri
sebebiyle sagligi tehlikeye sokabilmektedirler. Bu nedenle gida giivenligini kontrol altina
almadaki en Onemli etkenlerden olan limit degerlerinin belirlenmesi ¢ok biiylik 6nem
tasimaktadir.

Bu ¢alismada, yogurtlardan izole edilen Streptococcus thermophilus ve Lb. delbrueckii
ssp. bulgaricus suslarinda bulunan, histamin, tiramin, kadaverin ve piitresin olmak iizere
dort biyojen aminin iliretim potansiyellerinin molekiiler olarak belirlenmesi ve HPLC
yontemi ile mg/L cinsinden limit degerlerinin Slgiilmesi hedeflenmistir. HPLC ile miktar
olarak belirlenen sonuclar ile molekiiler sonuglar arasinda bir iliski arastirilmistir.
Molekiiler sonuglarin gida giivenligi agisindan erken tespit i¢in kullanilip toksisiteyi en aza

indirgemek amaclanmistir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

Steidlova ve Kala (2002) 113 adet musir silajinda 7 biyojen amin tespiti yapmislardir.
Biyojen aminler misel elektrokinetik kapiler kromatografi ile N-benzamidler ile
Olclilmiistiir. Tiramin, piitresin, kadaverin ve spermidinin tiim 6rneklerde olmasina ragmen
triptamin, spermin ve histamin ¢ok diisiik diizeyde ve silajlarin bir par¢asinda rastlanmigtir.
Ortalama tiramin, piitresin, kadaverin ve spermidin icerigi sirasiyla 482, 98, 48 ve 17 mg
/kg olarak gozlenmistir.

Marcobal ve arkadaslar1 (2004) gidalardaki Histamin, Tiramin ve Ornitin {ireten laktik
asit bakterilerinin es zamanli tespitlerinde kullanilan multiplex polimeraz zincir
reeaksiyonunun incelenmesi, bu metodu tanimlayan ilk yaklagimdir. Fermente gidalarda
Histamin, Tiramin ve Ornitin iireten LAB soyunun es zamanli tespitinde kullanilan ¢oklu
polimeraz zincir reaksiyonu analizleri hakkinda {i¢ ¢ift primer tasarlamislar ve en uygun
kosullarda Histidin dekarboksilazlardan 367 bg, Tirozin dekarboksilazlardan 924 bg ve
Ornitin  dekarboksilazlardan 1446 b¢ DNA fragmenti iiretmislerdir. Amaclanan
mikroorganizmalarin DNA’lar1 ayn1 tepkimeye konuldugunda farkli iki ya da daha fazla
boyuta karsilik gelen cogalmalar tespit edilmistir. Bu analizin kontrollii koleksiyon
cinslerindeki amin iireten bakterilerin tespitinde ve LAB koleksiyonunda faydali oldugu ve
LAB’nin bu biyojen aminleri liretmeyen cinslerin DNA’sinda hig¢bir ayrint1 gézlenmedigi
bildirilmektedir. Bu ¢alismada 6nciil LAB’1n dogru secilmesinde yapilan rutin taramalarda
ve gida i¢i kontrol laboratuvarlarina kolaylikla dahil edilebilecegi bildirilmektedir.

Marcobal ve arkadaglar1 (2005) LAB’ nin iki susu L. brevis CECT 4669 ve E. faecium
BIFI-58’ in hiicre biiyiimesi ve bes fizikokimyasal faktorlerin etkisi (inkiibasyon sicakligi
ve siiresi, ¢cevre pH’ 1 ve tirozin konsantrasyon eklenmesi , piridoksal-5-fosfat (PLP)
takviyesi) tiramin iiretimi i¢in aerobik ve anaerobik kosullar altinda incelenmistir. pH en
yuksek katkiy1 E. faecium’ da gosterirken, inkiibasyon siiresi L. brevis’ in bliylimesinde
onemli degisiklik gostermistir. Tiramin {iretimine ise tirozin konsantrasyonu ve inkiibasyon
siiresi bagli olmustur. Ongériilen MLR modelinin de Lactobacillus brevis CECT 4669 ve
Enterococcus faecium BIFI-58’ in bliylimelerine ve tiramin iiretimine maksimum yanit
verdigi ve iki sus i¢in bu modelin yiiksek tirozin konsantrasyonunun varliginda asidik

pH’da (4.4) anaerobik kosulda etkili oldugu tespit edilmistir.
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Landete ve ark. (2006) saraplardan izole edilen ¢esitli asetik asit bakterileri, maya
bakterileri ve laktik asit bakterilerinde biyojen amin tespiti yapilmistir. LAB grubu
igerisinde bulunan 155 adet Lactobacillus ssp., O.oeni ve Pediococcus ssp. tiirlerinde
tiramin (zdc), histamin (Adc) ve piitresin (odc) genleri tespit edilmistir.

Burdychova ve Komprada (2007) Hollanda tipi yar1 sert peynirde olgunlagma siiresince
BA iiretimi i¢in starter kiiltiir kaynakli tiir olarak 13 adet Enferococcus ve 3 adet
Lactobacillus cins tirleri izole edilmistir. PCR yontemi ile tiramin (z7ydc) ve histamin
(hdc) dekarboksilaz enzimlerini kodlayan spesifik DNA dizilerinin varligi tespit edilmis
ve bu HPLC yontemiyle dogrulanmistir. Enterococcus’larda tiramin ve histamin dizi
karsilastirilmasinda %89 Lactobacillus’ larda ise %99 oraninda benzerlik tespit edilmistir.
Enterococcus cinsinden E. durans tiiriinden 7 adet ,E. faecalis tiriinden 3 adet ,E. faecium
tiirlinden 1 adet, E. casseliflavus tiriinden 3 adet, L. curvatus, L. lactis ve L. helveticus
tiirlerinden 1’er adet izole edilmis ve bunlardan sadece E. durans tiirlinde tiramin tiretimi
gdzlenmemistir.

Li Zhijunli ve ark. (2007) Cin’ de tretilen kirmizi sarabin 38 6rneginde 8 adet BA
analiz edilmistir. Bu analiz floresans dedektor ve dansil kloriir precolumn tiiretme ile ters
fazli yiiksek performanshi sivi kromatografi ile yiiriitilmiistiir. Orneklerin higbirinde
triptamin rastlanmamasina ragmen piitresin Orneklerin hepsinde % 100 olarak tespit
edilmistir ve bunlar sirasiyla feniletilamin i¢cin % 84.2, spermidin i¢in % 60.5, histamin
icin % 57.8, tiramin i¢in % 57.8, kadaverin i¢in % 47.4 ve spermin i¢in bu deger %36.8
olarak tespit edilmistir. Tiim 6rneklerde toksik etkileri olan aromatik ve heterosiklik amin
diizeyleri sirasiyla feniletilaminde 0-4.58 mg/l, histaminde 0-10.51 mg/l ve tiraminde 0-
9.13 mg/l oraninda belirlenmistir. Saglik kosullar1 ile iligkili amin diizeyleri ise plitresinde
0-19.01 mg/l, kadaverinde 0-12-.98 mg/l, spermin ve spermidin gibi diger aminlerin
seviyesi olduk¢a diisiik olmasi halinde bunlar sirasiyla 0-3.82 ve 0-2.64 mg/l olarak
belirlenmistir.

Yongmei ve ark. (2008) Cin soya sosunun farkli 40 6rneginde BA igerigi dansil kloriir
ile 6n siitun tirevlendirmesinden sonra HPLC kullanilarak belirlenmis ve bu 6rneklerin
amino azot diizeyleri ve pH degerleri karsilastirilmistir. Calisma kapsaminda bes biyojen
amin igerisinden tiraminin en yaygin amin oldugu gbzlenmis ve 6rneklerin % 97.5° inde
tespit edilmistir. Bunlarda ayni sekilde orneklerde spermidin % 95, histamin %92.5,
kadaverin %82.5 ve spermin %80 oraninda tespit edilmistir. Bu 6rneklerde bes BA icin

toplam icerik 497 mg/l ile 41.7 mg/l ve 1357 mg/1 araliginda bir dizi olarak belirlenmistir.
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Victor Ladero (2010) Ispanya ve Fransa’ da piyasada bulunan 43 dogal elma
sarabindaki BA igerigi tespit etmislerdir. Saraptaki BA iireticilerinin kantitatif tespiti igin
gPCR araclan gelistirilmis ve BA igerik ve BA iireten mikroorganizmalarin varligi
arasinda 1iyi bir baglanti gozlenmistir. Elma sarabinda  farkli bir profil ve BA
konsantrasyonu varligi gozlenmistir. Ozellikle potansiyel olarak histamin ve piitresin

ireten Lactobacillus paracollinoides susu elma sarabindan izole edilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasallar

Tez calismasi Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Zootekni
Boliimii, Biyoteknoloji ve Gen Miihendisligi Laboratuvarinda yapilmistir. Caligmanin
temel kimyasallart aksi belirtilmedikge, Merck (Almanya) ve Sigma (Almanya)
grubundan; molekiiler biyoloji sarf malzemeleri Fermentas (USA), Promega (UK)’ dan

temin edilmistir.

3.1.2. Laktik Asit Bakterileri

Bu tez calismasinda kullanilan Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus bulgaricus
bakteri suslari Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Zootekni
Boliimii, Biyoteknoloji ve Gen Miihendisligi laboratuvar: kiiltlir koleksiyonundan temin
edilmistir. 118 adet S. thermophilus ve 32 adet L. bulgaricus susu olmak {izere toplam 150

izolat bu ¢alismada kullanilmis ve Cizelge 3.1°de gosterilmistir.
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Cizelge 3.1. Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus bulgaricus bakteri tiirleri.

BGML izolat Numaralar izolat Tiirii
BGML 1 S. thermophilus
BGML 2 S. thermophilus
BGML 3 S. thermophilus
BGML 4 S. thermophilus
BGML 5 S. thermophilus
BGML 6 S. thermophilus
BGML 7 S. thermophilus
BGML 8 S. thermophilus
BGML 9 S. thermophilus
BGML 10 L. bulgaricus
BGML 11 L. bulgaricus
BGML 12 S. thermophilus
BGML 13 S. thermophilus
BGML14 S. thermophilus
BGML 15 S. thermophilus
BGML 16 S. thermophilus
BGML 17 S. thermophilus
BGML 18 S. thermophilus
BGML 19 S. thermophilus
BGML 20 S. thermophilus
BGML 21 S. thermophilus
BGML 22 S. thermophilus
BGML 23 S. thermophilus
BGML 24 S. thermophilus
BGML 25 S. thermophilus
BGML 26 S. thermophilus
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Cizelge 3.1. (devam)

BGML izolat Numaralar Izolat Tiirii
BGML 27 S. thermophilus
BGML 28 S. thermophilus
BGML 29 S. thermophilus
BGML 30 S. thermophilus
BGML 31 S. thermophilus
BGML 32 S. thermophilus
BGML 33 S. thermophilus
BGML 34 S. thermophilus
BGML 35 S. thermophilus
BGML 36 S. thermophilus
BGML 37 S. thermophilus
BGML 38 S. thermophilus
BGML 39 L. bulgaricus
BGML 40 S. thermophilus
BGML 41 S. thermophilus
BGML 42 S. thermophilus
BGML 43 S. thermophilus
BGML 44 S. thermophilus
BGML 45 S. thermophilus
BGML 46 S. thermophilus
BGML 47 S. thermophilus
BGML 48 S. thermophilus
BGML 49 S. thermophilus
BGML 50 S. thermophilus
BGML 51 L. bulgaricus
BGML 52 L. bulgaricus
BGML 53 S. thermophilus
BGML 54 S. thermophilus
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Cizelge 3.1. (devam)

BGML izolat Numaralar Izolat Tiirii
BGML 55 S. thermophilus
BGML 56 S. thermophilus
BGML 57 S. thermophilus
BGML 58 S. thermophilus
BGML 59 S. thermophilus
BGML 60 S. thermophilus
BGML 61 S. thermophilus
BGML 62 S. thermophilus
BGML 63 S. thermophilus
BGML 64 S. thermophilus
BGML 65 L. bulgaricus
BGML 66 S. thermophilus
BGML 67 S. thermophilus
BGML 68 S. thermophilus
BGML 69 S. thermophilus
BGML 70 S. thermophilus
BGML 71 S. thermophilus
BGML 72 S. thermophilus
BGML 73 L. bulgaricus
BGML 74 S. thermophilus
BGML 75 S. thermophilus
BGML 76 L. bulgaricus
BGML 77 S. thermophilus
BGML 78 S. thermophilus
BGML 79 L. bulgaricus
BGML 80 S. thermophilus
BGML 81 S. thermophilus
BGML 82 L. bulgaricus
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Cizelge 3.1. (devam)

BGML izolat Numaralar Izolat Tiirii
BGML 83 S. thermophilus
BGML 84 L. bulgaricus
BGML 85 S. thermophilus
BGML 86 L. bulgaricus
BGML 87 L. bulgaricus
BGML 88 S. thermophilus
BGML 89 L. bulgaricus
BGML 90 S. thermophilus
BGML 91 S. thermophilus
BGML 92 L. bulgaricus
BGML 93 S. thermophilus
BGML 94 L. bulgaricus
BGML 95 S. thermophilus
BGML 96 L. bulgaricus
BGML 97 S. thermophilus
BGML 98 L. bulgaricus
BGML 99 S. thermophilus
BGML 100 S. thermophilus
BGML 101 L. bulgaricus
BGML 102 S. thermophilus
BGML 103 L. bulgaricus
BGML 104 S. thermophilus
BGML 105 S. thermophilus
BGML 106 L. bulgaricus
BGML 107 L. bulgaricus
BGML 108 S. thermophilus
BGML 109 S. thermophilus
BGML 110 S. thermophilus
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Cizelge 3.1. (devam)

BGML izolat Numaralar Izolat Tiirii
BGML 111 L. bulgaricus
BGML 112 S. thermophilus
BGML 113 L. bulgaricus
BGML 114 L. bulgaricus
BGML 115 S. thermophilus
BGML 116 S. thermophilus
BGML 117 L. bulgaricus
BGML 118 S. thermophilus
BGML 119 S. thermophilus
BGML 120 S. thermophilus
BGML 121 S. thermophilus
BGML 122 L. bulgaricus
BGML 123 S. thermophilus
BGML 124 L. bulgaricus
BGML125 S. thermophilus
BGML 126 S. thermophilus
BGML 127 S. thermophilus
BGML 128 L. bulgaricus
BGML 129 S. thermophilus
BGML 130 L. bulgaricus
BGML 131 S. thermophilus
BGML 132 S. thermophilus
BGML 133 L. bulgaricus
BGML 134 S. thermophilus
BGML 135 S. thermophilus
BGML 136 L. bulgaricus
BGML 137 S. thermophilus
BGML 138 S. thermophilus
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Cizelge 3.1. (devam)

BGML izolat Numaralar Izolat Tiirii
BGML 139 S. thermophilus
BGML 140 S. thermophilus
BGML 141 S. thermophilus
BGML 142 S. thermophilus
BGML 143 S. thermophilus
BGML 144 S. thermophilus
BGML 145 S. thermophilus
BGML 146 S. thermophilus
BGML 147 S. thermophilus
BGML 148 S. thermophilus
BGML 149 S. thermophilus
BGML 150 S. thermophilus

3.2. Metot

3.2.1. Bakteriyel besiyerinin hazirlanmasi ve inkiibasyon kosullar:

Streptococcus thermophilus suslart SM17 besiyerinde biiylitiilmiistiir. 1000 ml saf su
icerisinde 42,5 g M17 (Terzaghi ve Sandine, 1975) ve %1 (w/v) slikroz eklenerek sivi besi

ortam1 hazirlanmistir. Kati SM17 hazirlamak i¢in besiyerine %1,5 agar ilave edilmistir. S.

thermophilus suslar1 42 °C’de kiiltiire alinmistir (Niive EN110).

Lactobacillus bulgaricus suslart MRS besiyerinde biiyiitiilmiistiir. 62,8 g MRS Agar
besiyeri 1000 ml saf su igerisinde ¢Oziindiiriiliip kat1 besi ortami hazirlanmigtir. Sivi

besiyeri ise 1000 ml saf su icerisinde 62,8 g MRS broth ¢oziindiiriilerek hazirlanmistir. L.

bulgaricus suglar1 37 °C’de kiiltiire alinmistir (Niive EN110).

Hazirlanan SM17 ve MRS besiyerleri 121 °C’de 10 dakika otoklavda sterilize
edilmistir. Calismada kullanilan M17 ve MRS besi ortamlarinin kimyasal igerikleri Cizelge

3.2 ve 3.3’ te verilmistir.
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Cizelge 3.2. Laktik asit bakteri kiiltiirleri i¢in kullanilan M17 besi ortaminin kimyasal

icerigi.
Kimyasallar Miktar (gr/l)
leon) N
% Bacto tripton 5
=
! Bacto soyton 5
% y
Et 6zt 5
=
o Maya 0ziitii 2.50
g Askorbik asit 0.50
~
E Magnezyum siilfat 0.25
Disodyum-B-gliserol-fosfat 19

Cizelge 3.3. Laktik asit bakteri kiiltlirleri i¢in kullanilan MRS besi ortaminin kimyasal

icerigi.

Kimyasallar Miktar (gr/l)
Pepton 10

—_ Et oziitii 8

= Maya 0ziitii 4

% Glikoz 20

E Potasyum hidrojen fosfat 2

2 Diamonyum hidrojen fosfat 2

i Sodyum asetat 5

é Magnezyum siilfat 0.2

3.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

PZR islemi toplam 25 pl hacimde gergeklestirilmistir. Reaksiyon i¢in; 2.5 ul buffer
(10X) [500 mM Tris-HCI (25°C’de pH 8,0), 50 mM MgCl,, 10 mM DTT], 1 pl ANTP (1
mM), ileri ve geri primerlerden 1’er pl (20 pmol), 0,5 ul DNA polimeraz (5 u/ul) [25 mM
Tris-HCI1 (pH 7,5), 0,1 mM EDTA, 1 mM DTT ve %50 (v/v) gliserol], 1 ul kalip DNA
(~400 ng/ml) ve 25 ul’ye tamamlamak tlizere 18 pl dH,O ile karistirilarak hazirlanmistir.

Primerlerin yapigsma sicakliklariin hesaplanmasi ve dizi uygunluklari internet tabanlt
program (http://www.sigma-genosys.com/calc/DNACalc.asp.) ile yapilmis ve daha sonra
ticari firmalardan siparis edilmistir (lontek, Istanbul). Polimeraz zincir reaksiyonu
isleminde, 94 °C DNA’nin denatiirasyonu, 55 °C primerlerin yapismasi, 72°C de uzama
sicakligr olarak ayarlanmistir ve PZR 35 dongii olarak yapilmistir. Calismada kullanilan

biyojen amin primerlerin detaylar1 Cizelge 3.1’ de gdsterilmistir.

25



Cizelge 3.4. S. thermophilus ve L. bulgaricus tiirlerinin biyojen amin iiretme

kapasitelerinin belirlenmesi i¢in tasarlanan primerlerin niikleotid dizileri.

Gen ve Primer | Dizilim (5°—3) Uzunluk | Referans
BA adi (b¢)
hde HDC3 | AGATGGTATTGTTTCTTATG . Coton ve Coton
Histamin | HDC4 | AGACCATACACCATAACCTT (2005)
TDC1 Fernandez ve
tde CACGTTGACGCTGCTTACGGTGG
TDC2 720 ark. (2004)
Tiramin ACATATCCCATCTTATGTGGATC
odc ODCI | GTTTTCAACGCTGACAAAACTTACTTCGT Marcobal ve ark.
0DC2 72 (2005)
Ornitin ATTGAATTTAGTTCACATTCTCTGG
lde CADZF | - ACATACCAGGACACAA 008 De las Rivas ve
Lizin CADZR | GGTATACCAGGAGGATA ark. (2006, 2007)

3.2.3. DNA’nin Jel Elektroforezi

Agaroz jel hazirlamak iizere; %1 oraninda agaroz, 1X Tris, Borik asit, EDTA (TBE)
tampon ¢ozeltisinde [1000 ml TBE (1X) tampon ¢dzeltisi hazirlamak i¢in; 5,5 g Borik asit,
10,8 g Trizma base ve EDTA (500 mM) ¢ozeltisinden 4 ml eklenerek 1000 ml saf su ile
karistirilir] ¢ozdiiriilmiistiir. Analiz edilecek DNA 0Ornekleri 1/5 (loading buffer/DNA)
oraninda yiikleme soliisyonu [10 ml DNA loading buffer i¢in; 0,025 mg bromophenol blue,
%40 siikroz ve 2,5 ml EDTA (100 mM) (pH 8,0)] eklenerek yiiklemeye hazirlanmistir. A
DNA 100 baz ciftlik ya da 1000 baz ciftlik DNA markorleri (Favorgen) kullanilmistir.
Elektroforez tankinda (ATTO Corporation), jel 100 volt ve 500 mA’da kosturulmustur.
Kosturulan agaroz jel Et-Br (0,5 pug/ml) ile 20 dakika boyanmistir. DNA 6rnekleri UV 15181

(312 nm) altinda goriintiilenmis ve fotograflanmistir.

3.2.4. Bakterilerin stoklanmasi

Bakteriler kisa siireli stoklamalar igin %15°lik gliserol igerisine alinarak -20°C’de
saklanmigtir. Uzun siireli saklama ise, besiyerinde 16 saat biiyiitiilen bakterilerden 200 pl
almarak 12.000 rpm (14,515 g)’de 3 dakika c¢oOktiiriilerek supernatant kisminin
uzaklagtirilmasi ve peletlerin %30 gliserol iceren MRS veya SM17 besi yerinde ¢ozdiiriip,
sok sogutma ile -80°C’de gerceklestirilmistir.
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3.3. Orneklerin HPLC Analiz

3.3.1. HPLC Standartlarinin Olusturulmasi

HPLC (Yiiksek Performanshi Sivi Kromatografisi) analizleri SPD-M20A diode array
detektore, iki kanalli gradient pompaya (Shimadzu LC-10AT), autosampler (SIL 20AC),
kolon firin1 (CTO-20AC), FCV-11AL dalga birimli bir communication bus module (CBM-
20A) sahip Shimadzu Prominence HPLC cihazi (Shimadzu, Kyoto, Japan) ile
gerceklestirilmistir. Metabolitler i¢in Capcell Pak 5 p C18 MG, 150X4.6 kolonu
(Phenomenex, Macclesfield, Cheshire, UK) kullanilmistir.

HPLC sistemi i¢in standartlar sodyum piriivat (10 mg/ml); sodyum laktat (10 mg/ml);
sodyum format (10 mg/ml); sodyum asetat (10 mg/ml) ve asetoin (10 mg/ml) GM17
besiyerinde hazirlanmistir. Olusan piklerin yiikseklik ve alan hesaplart PC1000

kromotografik analiz sistemi ile (Thermo Separation Products) yapilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Biyojen aminlerin belirlenmesi i¢in kromotografi, florimetri, kapiler elektroforez v.b.
teknikler kullanilmaktadir. Bunlarin igerisinde kromotografik yontemler en uygun
yontemlerdir. Yiiksek performans sivi kromotografisi (HPLC), ince tabaka kromotografisi
(TLC) ve gaz-sivi kromotografisi (GLC) BA analizlerinde yogun bir sekilde kullanilan
kromotografik yontemlerdir (Shakila ve ark., 2001). Bu calismada biyojen amin igerigi
Landete, Ferrer ve Polo tarafindan 6nerilen HPLC teknigi ile belirlenmistir (Landete ve

ark., 2005).

4.1. izolat Tiirlerinin Teyit Edilmesi

Yogurttan daha once izole edilmis 115 adet farkli S. thermophilus ve 35 adet farkl L.
bulgaricus suslar1 -20 C’de muhafaza halinden alinip canlandirma islemine tabi tutulmus,
ardindan ekimleri S. thermophilus suslart icin SM17 ve L. bulgaricus suslar1 igin MRS
besiyerlerine yapilarak biiyiime sicakliklarina gére saf halde gelistirilmislerdir. Izole
edilen S. thermophilus ve L. bulgaricus tiirlerinin molekiiler tanimlamalarinin teyidi 16S
rRNA gen bolgesi dizileri kullanilarak yapilmistir. Primerler L. bulgaricus tiiri igin 232
b¢ S. thermophilus tiirli i¢in 157 bg bolgeyi ¢ogaltacak sekilde tasarlanmistir. L. bulgaricus
ileri primeri LbF 5°— 3’ yoniinde ACGCTGAAGAGAGGAGCTTG, geri primeri ise LbR
5’— 3’ yoniinde GCAATTGCCCC-TTTCAAATA niikleotid diliminde tasarlanmistir. S.
thermophilus ileri primeri StF 5°— 3’ yoniinde TCAAAGATTCCTTCGGGATG, geri
primeri ise StR 5°— 3° yoniinde TACGCATCATTGCCTTGGTA niikleotid diziminde
tasarlanmustir. PCR islemi 95 °C’de 4 dk. ilk ayristirma ile baslatilmis daha sonra 35 dongii
olmak tizere 94 °C’de 1 dk. denatiirasyon, primerler i¢in uygun yapisma sicakliginda (60
°C) 1 dk. ve 72 °C’de uygun sentez zaman1 boyunca gerceklestirilmistir. PCR {irtinleri % 1’
lik jel hazirlanarak, elektroforeze yiiklenmis PCR ile ¢ogaltilan bolgeler UV 15181 altinda
gozlenmis ve fotograflanmistir. Izolatlardan 39, 65 ve 128 L. bulgaricus 91 ve 93 S.

thermophilus olmak tizere Sekil 4.1° de verilmistir.

28



Sekil 4.1. izolatlarin PZR ile ¢ogaltilmasi sonucu elde edilen jel gdriintiisii.

M 3 65 91 93 128

3000

1000

500

300
200

100

S. thermophilus L. bulgaricus
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4.2. Biyojen Amin Uretim Potansiyellerinin Tespiti

Molekiiler tanimlamasi teyit edilen koloniler kullanilarak hdc, tde, odc ve ldc gen
bolgeleri spesifik primerler kullanilarak PZR teknigi ile ¢ogaltilmistir. Cogaltilan genlerin
%1’ lik agaroz jeldeki goriintiileri elde edilmistir. Genetik olarak biyojen amin iiretme
potansiyeli olan izolatlarin biyojen amin iiretimleri HPLC analizi uygulanarak, histamin,
tiramin, piitresin ve kadaverin miktarlarinin ortalama degerleri mg/L (mg/kg) olarak tespit
edilmistir. Boylece biyojen amin iiretme kapasitelerinin molekiiler olarak tespiti yapilmis

olup, tlirler ve farkli biyojen aminler arasinda farklilik gdzlenmistir.

4.2.1. Histamin Uretiminin Molekiiler ve Enstriimental Incelenmesi

Histamin tiretimi Adc geninin HDC3 ve HDC4 primerleri ile ¢ogaltilarak 435 bg.
uzunlugundaki bolgenin ¢ogaltilmasi esasina dayanmaktadir. Sekil 4.2° de ise 7, 48, 49, 57,
61, 62, 64, 68, 72 ve 90 numarali izolatlarin histamin tirettigi fakat sadece 7, 48 ve 72 nolu
izolatlarin istenilen uzunluklarda bant gosterdigi gézlenmis, diger izolatlarin ise yapisma

sicakliklarinin farkindan dolay1 bant boylarinda degisiklik géstermistir.

Sekil 4.2° de 91, 93, 99, 116, 118, 125, 131, 138, 139, 140, 143, 144, 145, 146 ve 147
numaralt S. thermophilus izolatlariin hdc genini icerdigi ve 435 b¢ bant uzunlugunda
oldugu gozlemlenmistir. Bu izolatlar histidini dekarboksile etme yetenegine sahip olup

histamin tiretebildigini géstermistir.
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Sekil 4.2. Koloni PZR ile histidin (hdc) geninin ¢ogaltilmis ve %1°lik agaroz jel goriintiisii.
M; 100 b¢ markdr (Favorgen)
M 6 7 48 49 53 54 5556 57 58 59 60 61 62 64 67 68 69 70 72 74 75 76 81 90

b EERFFEFC P

Sekil 4.2. (devam) Koloni PZR ile histidin (4dc) geninin ¢ogaltilmis ve %1’lik agaroz jel
goriintiisii. M; 100 b¢ markor (Favorgen)

M 91 93 99 100 116 118 125 131 132 138 139 140 143 144 145 146 147
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Cizelge 4.1. SM17 Histidin besi ortaminda gelistirilen bazi S. thermophilus izolatlarinin

tirettigi Histamin miktarlariin HPLC ile belirlenmesi.

izolat Numaras Biyojen Amin miktar1 (mg/L)

BGML 7 (St) 1881.93
BGML 48 (St) 1339.92
BGML 49 (St) 0.58
BGML 57 (St) 15.26
BGML 61(St) 0.51
BGML 62 (St) 0.70
BGML 64 (St) 0.54
BGML 68 (St) 12.17
BGML 72 (St) 9806.21
BGML 90 (St) 6974.67
BGML 91 (St) 12.62
BGML 93 (St) 3590.72
BGML 99 (St) 28.14
BGML 116 (St) 5.05
BGML 118 (St) 12.15
BGML 119 (St) 21.66
BGML 131 (St) 4.26
BGML 138 (St) -
BGML 139 (St) 20.365
BGML 140 (St) 3.34

Yapilan HPLC analizine gore (gizelge 4.1) histidin eklenmis SM17 besi ortaminda
gelistirilen 7 numarali izolatin histamin iiretim miktarlarindaki ortalama degeri 1881.93
mg/L olup, bunlar sirasiyla; 48 numaral izolat i¢in 1339.92 mg/L, 49 numarali izolat i¢in
0.58 mg/L, 57 numarali izolat i¢in 32.31 mg/L, 61 numarali izolat i¢in 0.51 mg/L, 62
numarali izolat i¢in 0.70 mg/L, 64 numarali izolat i¢in 0.54 mg/L, 68 numaral1 izolat i¢in
12.17 mg/L, 72 numarali izolat i¢in 9806.21 mg/L, 90 numaral1 izolat i¢in 6974.67 mg/L,
93 numarali izolat i¢in 3590.72 mg/L, 119 numarali izolat i¢in 21.66 mg/L, 121 numarali
izolat i¢in 10.21 mg/L, 123 numarali izolat i¢in 14.06 mg/L, 125 numarali izolat i¢in 19.06
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mg/L, 134 numarali izolat i¢in 359.60 mg/L, 138 numarali izolat i¢cin 0 mg/L, histidin
eklenmis MRS besi ortaminda gelistirilen 89 numarali izolatin histamin {retim

miktarlarindaki ortalama degeri ise 1.55 olarak tespit edilmistir.

4.2.2. Tiramin Uretiminin Molekiiler ve Enstriimental incelenmesi

Sekil 4.3” te 38, 40, 61, 62, 63, 68, 69, 72, 74, 75, 83, 93, 95, 116, 118, 128 ve 145
numarali S. thermophilus ve 128 numarali L. bulgaricus izolatlarinin yapilan koloni PZR
sonucunda, tdc geninin 720 b¢ uzunlugunda bant verdigi gozlemlenmistir. Bu izolatlarin
tirozini dekarboksile edip tiramini meydana getirdigini gostermektedir. 70 numarali
izolatin tdc genini icermedigi ise kontrol grubu olarak tespit edildigi Sekil 4.3° te
gosterilmistir.

Lactococcus lactis ssp. cremoris, Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus suslarinin tirozini dekarboksile ederek tiramini {irettigi
bilinmektedir (Bunkova ve ark., 2009). Ayni sekilde Marino ve arkadaslar1 2008 yilinda
yaptiklar1 ¢alismada Streptococcus thermophilus’ un tiramini Urettigini bulmustur. Bu
caligmada sekil 4.3 te gosterilen izolatlarin ¢ogu S. thermophilus susuna ait olup bunun
yanisira 128 numarali L. bulgaricus izolatinin tiramin iliretme kapasitesine sahip oldugu bu

literatiirle desteklenebilir.

Sekil 4.3. Koloni PZR ile tirozin (fdc) geninin ¢ogaltilmis ve %1°lik agaroz jel goriintiisii.
M; 100 b¢ markor (Favorgen)
M 38 40 61 6_2 63 68 69 72 74 75 83 93 95 116 118 128 145 M

- =T heT

kontrol
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Cizelge 4.2. SM17 ve MRS Tirozin besi ortaminda gelistirilen baz1 S. thermophilus ve L.
bulgaricus izolatlarmin iirettigi Tiraminin miktarinin HPLC ile belirlenmesi.

izolat Numarast Biyojen Amin miktar1 (mg/L)
BGML 38 (St) 347.18
BGML 40 (St) 31.85
BGML 61 (St) 6512.59
BGML 62 (St) 10.45
BGML 63 (St) 6235.08
BGML 68 (St) 5906.61
BGML 69 (St) 634.25
BGML 72 (St) 5575.52
BGML 74 (St) 51.11
BGML 75 (St) 2.38
BGML 83 (St) 44357
BGML 93 (St) 338.73
BGML 95 (St) 24134
BGML 116 (St) 5.05
BGML 118 (St) 12.15
BGML 128 (Lb) 70.49
BGML 145 (St) 3871.46

Yapilan HPLC analizine gore cizelge 4.2°’de de gosterildigi gibi; tirozin eklenmis
SM17 besi ortaminda gelistirilen 38 numarali izolatin tiramin iiretim miktarlarindaki
ortalama degeri 347.18 mg/L olup bunlar sirasiyla 40 numarali izolat i¢in 31.85 mg/L, 61
numarali izolat i¢in 6512.59 mg/L, 62 numaral izolat i¢in 10.45 mg/L, 63 numarali izolat
icin 6235.08 mg/L, 68 numarali izolat i¢in 5906.61 mg/L, 69 numarali izolat i¢in 634.25
mg/L, 70 numarali izolat i¢in 1.91 mg/L, 72 numarali izolat i¢in 5575.72 mg/L, 74
numarali izolat i¢in 51.11 mg/L, 75 numarali izolat i¢in 2.38 mg/L, 83 numarali izolat i¢in
443.57 mg/L, 93 numarali izolat i¢in 338.73 mg/L, 95 numarali izolat i¢in 241.34 mg/L,
116 numarali izolat i¢in 6.888 mg/L, 118 numarali izolat i¢in 23.30 mg/L, 145 numarali
izolat i¢in 3871.47 mg/L’ dir. Tirozin eklenmis MRS besi ortaminda gelistirilen 128
numarali izolatin tiramin tretim miktarlarindaki ortalama degeri ise 70.50 mg/L olarak

belirlenmistir.
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4.2.3. Piitresin Uretiminin Molekiiler ve Enstriimental incelenmesi

Sekil 4.4° de 116, 118 ve 119 numaral1 S. thermophilus izolatlarin yapilan koloni PZR
sonucunda, odc geninin 972 bg¢ uzunlugunda bant verdigi goézlemlenmistir. Bu da S.
thermophilus’ a ait izolatlarin ornitini dekarboksile edip piitresini meydana getirdigini

gostermistir.

Sekil 4.4. Koloni PZR ile ornitin (odc) geninin ¢cogaltilmis ve %1°lik agaroz jel goriintiisii.

M; 100 b¢ markor (Favorgen)

M 116 118 119

1000 be 972 be

Cizelge 4.3. SM17 Ornitin ortaminda gelistirilen baz1 S. thermophilus izolatlarinin {irettigi

Piitresinin HPLC analizlerine gore elde edilen ortalama degerleri.

izolat Numarasi Biyojen Amin miktar1 (mg/L)
BGML 116 (St) 5342.35
BGML 118 (St) 850.87
BGML 119 (St) 2694.37

Yapilan HPLC analizine gore ¢izelgede 4.3 te gosterildigi gibi; ornitin eklenmis SM17
besi ortaminda gelistirilen 118 numarali izolatin piitresin {iretim miktarlarindaki ortalama
degeri 850.87 mg/L ve 119 numarali izolat i¢cin bu deger 2694.37 mg/L olarak

belirlenmistir.
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4.2.4. Kadaverin Uretiminin Molekiiler ve Enstriimental incelenmesi

Sekil 4.5.’de 118 ve 119 numarali S. thermophilus izolatlarin yapilan koloni PZR

sonucunda /dc geninin 1185 bg¢ uzunlugunda bant verdigi gézlemlenmistir. Bu da bu

izolatlarin lizini dekarboksile edip kadaverini meydana getirdigini gostermistir.

Sekil 4.5. Koloni PZR ile lizin (/dc) geninin ¢ogaltilmig ve %1°lik agaroz jel goriintiisii. M;

100 b¢ markdr (Favorgen)

1000 be
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Cizelge 4.4. SM17 Lizin ortaminda gelistirilen bazi S. thermophilus izolatlarinin

iirettigi Kadaverinin HPLC analizlerine gore elde edilen ortalama degerleri.

izolat Numarasi

Biyojen Amin miktar1 (mg/L)

BGML 118 (St)

12487.99

BGML 119 (St)

5892.47

Yapilan HPLC analizine gore; lizin eklenmis SM17 besi ortaminda gelistirilen 118

numarali izolatin kadaverin tiretim miktarlarindaki ortalama degeri 12487.99 mg/L ve 119

numarali izolat i¢in bu deger mg/L 5892.47 olarak belirlenmistir.
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Ulkemizde dahil olmak iizere pek c¢ok iilkede, 1990 yilindan bu yana gesitli gidalarda
biyojen amin olusumu ve miktarlar1 lizerine 6zellikle fermente et iiriinlerinde ve gesitli
peynirlerde ¢ok sayida arastirma yapilmustir (Durlu- Ozkaya 2002; Bruna ve ark., 2003).
Bu gruptan laktik asit bakterilerinin ¢ogu biyojen amin iiretebilmektedir (Arena ve ark.,
2007; Arena ve de Nadra, 2001; Landete ve ark., 2008). Ulkemizdeki bu gidalarin biyojen
amin miktarlar1 konusunda yapilmis ¢esitli arastirmalar bulunmakla birlikte, tursularin da
tiretim siirecinde biyojen amin olusumu ve piyasada satisa sunulan tursularin biyojen amin
igerikleri ile ilgili yapilmis birka¢ ¢alismasi mevcuttur (Yiicel ve ark., 2001; Ekici ve
Coskun, 2004;).

Biyojen amin {iretimi tiirden ziyade susa bagimlidir. Ayni tiiriin farkli suslar1 farkli
biyojen amin {iretebilmektedir. Bir ¢ok tiir bir veya daha fazla amino asiti ayn1 anda
dekarboksile edebilmektedir (De las Rivas ve ark., 2005).

Bu calismada biyojen amin iiretimi i¢in kullanilan S. thermophilus ‘un 116 ve 118
numarali izolatlarin histamin, tiramin, piitresin ve kadaverini ayn1 anda iiretme 6zelligine
(histidin, tirozin, ornitin ve lizinin dekarboksile etme 6zelligine) sahip olduklar1 tespit
edilmistir. Benzer sekilde 119 nolu izolatin piitresin ve kadaverini lrettigi (ornitin ve
lizinin dekarboksile edildigi); 61, 62, 68, 72, 93 ve 145 numarali izolatlarin ise hem tiramin
hemde histamin iiretebildigi tespit edilmistir. Calismamiz, Arena ve ark., 2007; Arena ve
de Nadra, 2001; Landete ve ark., 2008 literatiirlerindeki ¢alismayla paralellik
gostermektedir. S. thermophilus ‘un farkli suglari ise farkli biyojen amin liretme yetenegine
sahiptir ve burda biyojen amin iretiminin tiirden ziyade susa bagimli oldugu
gbzlenmektedir.

Dekarboksilaz  enzimini olusturarak biyojen amin olusumuna sebep olan
mikroorganizmalar arasinda Streptococcus ssp. ve Lactobacillus ssp. cinsi tiirleri
bulunmaktadir (Suzzi ve Gardini, 2003). Tirozin dekarboksilaz aktivitesinin Streptococcus
ssp. ve Lactobacillus ssp. cinslerin (Brink ve ark., 1990; Bunkova ve ark., 2009) ve
histamin dekarboksilaz aktivitesinin Lactobacillus ssp. cinslerin (Coton and Coton, 2005)
bakteriyal suslarinda tespit edilmesi, calismamizda kullanilan suslarin biyojen amin iiretme
Ozellikte olmasi literatiirlerle paralellik gostermektedir.

Pek cok iilkede biyojen amin indeksi (BAI) uygulamalar1 baslamigken, iilkemizde
tiretilen geleneksel ve ticari ¢esitli fermente iirlinlerin biyojen amin miktarlarinin
belirlenmesi son derece onemlidir. Yogurtlarla ilgili yapilan bir calismada 0.21 mg/kg
histamin ve 1.25 mg/kg tiramin bulundugu tespit edilmistir (Suhren ve ark., 1982). Baska

bir arastirmada ise yogurtta 0.1 mg/kg histamin, piitresin ve spermidin tespit edilmesine
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karsin; tiramin, feniletilamin, kadaverin ve spermin saptanmadig1 bulunmustur. (Sieber ve
Lavanchy, 1990). Pastorize siitten iiretilen peynirlerin toplam biyojen amin igeriginin 51-
1096 mg/kg arasinda degistigi, buna karsilik ¢ig siitten yapilanlarda bu degerin 1011-3133
mg/kg oldugu belirlenmistir (Ugiincii, 2004).

Yogurtlardan yapilan bu calismada, en yiiksek biyojen amin konsantrasyona sahip
izolatlar sirasiyla; 118 numarali izolatin kadaverin igerigi 12487.99 mg/L, 72 numarali
izolatin histamin icerigi 9806.21 mg/L, 90 numarali izolatin histamin igerigi 6974.67
mg/L, 61 numarali izolatin tiramin igerigi 6512.59 mg/L, 63 numarali izolatin tiramin
icerigi 6235.08 mg/L, 68 numarali izolatin tiramin igerigi 5906.61 mg/L, 119 numaral
izolatin kadaverin icerigi 5892.47 mg/L, 72 numarali izolatin tiramin igerigi 5575.52 mg/L,
116 numarali izolatin piitresin igerigi 5342.35 mg/L, 145 numarali izolatin tiramin igerigi
3871.46 mg/L, 93 numarali izolatin histamin igerigi 3590.72 mg/L, 119 numaral1 izolatin
piitresin icerigi 2694.37 mg/L, 7 numarali izolatin histamin igerigi 1881.93 mg/L ve 48
numarall izolatin histamin igerigi 1339.92 mg/L olarak tespit edilmistir. Dekarboksilaz
aktivitesi en fazla olan biyojen amin ise sirasiyla; kadaverin, histamin, tiramin ve piitresin
olarak gosterilerbilir.

En diisiik biyojen amin konsantrasyona sahip izolatlar ise, histamin liretme 6zelligine
sahip BGML 49, BGML 61, BGML 62, BGML64, BGML 68 olup bunlar 1.0 mg/L’nin
altinda degerler gostermistir. 138 numarali izolatin histamin igeriginin O olmasina karsilik,
yapilan PZR sonuglarinda Adc genini tasidigr gézlenmistir. Bu izolatlar1 takiben BGML75
izolat1 2.38 mg/L, BGML 116 izolat1 5.05 mg/L, BGML 118 izolat1 12.15 mg/L ve BGML
128 izolat1 70.49 mg/L oraninda tiramin icermektedir.

1000 mg/kg oraninda toplam biyojen aminin viicuda alinmasinin insan sagligi i¢in
tehlike tasidigr diisiintilmektedir. S6z konusu bu deger gida kaynakli histamin
intoksikasyonlar1 temel alinarak hesaplanmistir (Silla-Santoz, 1996). 100 mg/kg gida ve 2
mg/L alkollii igecek histamin i¢in {ist limit olarak Onerilmistir. Histamin disinda diger
aminlerin toksik dozlarinin belirlenmesi i¢in ¢ok az bilgi olmasina ragmen 100-800 mg/kg
tiramin i¢in, 30 mg/kg ise feniletilamin icin esik doz olarak belirtilmistir (Ten Brink ve
ark., 1990).

Avrupa Birligi baliklarda histamin oranmnin 10-20 mg/100 g’ 1 asmamasini
onermektedir (Silla-Santoz, 1996). Tiirk Gida Kodeksi’ ne gore histamin miktarinin
baliklarda 200 mg/kg’ 1, saraplarda ise 10 mg/kg’ 1 agmamasi1 gerekmektedir (Colak ve
Aksu, 2002). Fermente sucuklarda yiliksek seviyelerde biyojen amin olusumu rapor

edilmesine ragmen bu {irlin i¢in yasal bir limit onerilmemesine ragmen (Colak ve Aksu,
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2002) siit ve siit trlinlerinde biyojen amin igerigi ac¢isindan herhangi bir yasal limit
bulunmamaktadir.

Emmanuel ve Monika Coton’ un 2005 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada fermente
gida ve igeceklerden izole edilen gram pozitif (+) bakterilerinin histamin ve tiramin iiretimi
direkt koloni multiplex PZR yoluyla incelenmistir. 4 farkli tiiriin histamin gen bolgeleri
karsilagtirma yapilmis ve hepsinde ortak gen bdlgesi tespit edilmistir. Literatiirde
kullanilan histamin ve tiramin primerleri, bu ¢alismanin materyal metot kisminda verilen
Cizelge 3.1° deki tasarlanan primerle tespit edilen baz ¢ifti uzunluklar1 bu c¢alismayla
paralellik gostermektedir.

Peynirde, genellikle fazla miktarlarda tiramin, histamin, piitresin ve kadaverin
bulunmaktadir (Vale ve Gloria 1998; Valsamaki , 2000). Peynirlerde en ¢ok rastlanan
biyojen amin tiramindir (Karahan, 2001). Peynirdeki BA miktar1 peynir tiirii, imalat
teknigi, olgunlagsma siiresi, liretimden sonra gecen zaman (Ramantanis, 1984) olgunlagma
stiresince katilan mikroorganizmalarin bilesimi ve bunlarin dekarboksilaz aktivitesi
(Pechanek ve ark., 1983) gibi faktorlere bagli olarak degismektedir. Aygiin ve
arkadaglarinin 1999 yilinda yaptigr calismaya gore; cesitli sert peynirlerden alinan
orneklerde tespit edilen histamin degeri 352 mg/kg olup bunlar sirasiyla tiramin i¢in 173

mg/kg, plitresin i¢in 74 mg/kg ve kadaverin i¢in bu deger 123 mg/kg olarak bulunmustur.
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5.SONUC VE ONERILER

Biyojenik aminler, gidalarda mikroorganizma aktivitesine bagli olarak olusan diisiik
molekiiler agirlikli bilesiklerdir. Biyojen aminler mikrobiyal fermentasyonun ve
bozulmanin gergeklestigini gostermektedir. Biyokimyasal olarak; putresin arjinin veya
ornitin, histamin histidin, kadeverin lizin, tiramin trozin dekarboksilasyonu ile
olusmaktadir. Amino asit dekarboksilasyonu tiire, susa ve ¢evre sartlarina gore farklilik
gostermektedir. Dolayisi ile izole edilmis tiirlerde biyojenik amin iiretme 6zelliklerinin
tespit edilmesi 6nemlidir.

Bu calismada, Lactobacillus bulgaricus ve Streptococcus thermophilus suslariin
uirettikleri dort farkli biyojen amin olan; histamin (4dc), tiramin (zdc), piitresin (odc) ve
kadaverinin (ldc) gen bolgelerine 6zgli primerler tasarlanarak bu bolgeler PCR ile tespit
edilmistir. PZR’ da ¢ogaltilan bu bolgeler agaroz jelde goriintillenmistir. Boylelikle
molekiiler olarak tespit edilen biyojenik amin genler, HPLC yontemi ile BA iiretme
Ozellikleri mg/L cinsinden bulunmustur. Yogurt izolatlarinda dekarboksilaz aktivitesini en
ylksek gosteren biyojen amin sirasiyla; kadaverin, histamin, tiramin ve piitresin olarak
tespit edilmistir.

LAB, genel olarak patojen olmayan faydali mikroorganizmalar olarak bilinmesine
ragmen ekosistemde komsu olarak bulunduklar1 patojenlerden plazmit ve gen
kazanmislardir. Dolayisi ile biyojen amin iiretimleri hep gz ardi edilmis olan LAB’nin bu
yonleri ¢alismamizda molekiiler ve enstriimental olarak tespit edilmistir. Tirler ve farkl
biyojen aminler arasinda farkliliklar tespit edilmistir. Yani ayn tiiriin birden fazla BA geni
tasidig1 ve bir BA ¢esidinin farkl tiirler tarafindan da iiretebildigi tespit edilmistir.

Bu tez calismasinda sonug olarak; dogal izolatlarin, gida giivenligi agisindan biyojen
amin miktarlar1 belirlenip daha sonra gida endiistrisi i¢in Onerilmeleri gerekir. Gidalarda
BA derisimleri hijyenik kosullardan etkilenmekte, gida isleme ve muhafaza sirasinda
degisime ugramaktadir. Bu nedenle gidalardaki BA’ larin belirlenmesi sonucunda gida
kalitesi hakkinda bilgi edinilmesi miimkiin olmakta ayrica, erken ve hizli olarak biyojen
amin belirlenmesi biyojen aminlerin olusumunun Onlenmesi ac¢isindan Onemlidir.
Molekiiler metotlar geleneksel metotlara oranla daha hizli ve kesin sonuglar vermesi
nedeniyle 6nem arz etmektedir. Belirli bir diizeyin iizerinde tiiketilen gidalar insan
sagliginda cesitli rahatsizliklara neden olmaktadir. BA igeren siit iirlinleri ve diger gidalarin

zehirlenmelere neden olabilecek kadar amin igermeleri nedeniyle gida toksikasyonlari
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acisindan Onemli roliinlin oldugu goz ardi edilmemesini ve bu konudaki toksite

baslangicinin limit degerlerine yonelik ¢aligmalarin arttirilmasi 6nerilmektedir.
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