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ÖZ

Bu çalışmanın amacı, doğal köy yoğurtlardan izole edilmiş olan 118 Streptococcus 

thermophilus ve 32’ si Lactobacillus bulgaricus’un biyojen amin üretme potansiyellerinin

moleküler olarak belirlenmesidir. Toplam 150 izolatta histamin (hdc), tiramin (tdc), 

pütresin (odc) ve kadaverin (ldc) olmak üzere dört farklı geni polimeraz zincir reaksiyonu 

(PZR) ile belirlenmiştir. 25 adet S. thermophilus izolatın histamin, 16 adet S. thermophilus

ve 1 adet L. bulgaricus izolatın tiramin, 3 adet S. thermophilus izolatın izolatın pütresin ve 

2 adet S. thermophilus izolatın izolatın kadaverin üretme potansiyeli PCR ile belirlenmiştir.

Anahtar Kelimeler : Laktik Asit Bakterileri, Streptococcus thermophilus, 

Lactobacillus bulgaricus, Biyojen amin, histamin, tiramin, pütresin, kadaverin.
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DETERMINING THE MOLECULAR PRODUCTION OF BIOGENIC 

AMIN IN LACTIC ACID BACTERIA

M.Sc. THESIS

                                 ÖZNUR BUCAK

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. 

Key Words: Lactic acid bacteria, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus 

bulgaricus, Biogenic amine, histamine, tyramine, putrescine, cadaverine.
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LAKTİK ASİT BAKTERİLERİNDE BİYOJENİK AMİN ÜRETİMİNİN 

MOLEKÜLER OLARAK BELİRLENMESİ

           ÖZET

Biyojen aminler, gıdalarda mikroorganizma aktivitesine bağlı olarak oluşan moleküler 

bileşiklerdir. Bu kimyasal bileşikler protein ve amino asit içeren gıdalarda ve özellikle 

mikroorganizmaların biyokimyasal aktivitesi için uygun şartları sağlayan ortamlarda 

oluşmaktadır. Fermente gıdalardaki biyojen aminler ilgili amino asitin dekarboksilasyonu 

sonucu oluşmaktadır. Kimyasal olarak putresin biyojen amini arjinin veya ornithin 

dekarboksilasyonu, histamin histidin karboksilasyonu, kadeverin lisin karboksilasyonu, 

tiramin trozin dekarboksilasyonu, ve triptamin triptofan dekarboksilasyonu ile 

oluşmaktadır. 

Doğal yoğurtlardan izole edilmiş 118 adet S. thermophilus ve 32 adet L. bulgaricus

izolatının 16S rRNA kod bölgesi kullanılarak moleküler tanımlaması teyit edilmiştir. 

Histamin,  tiramin, putresin ve kadaverin üretim kapasiteleri PZR yöntemiyle

belirlenmiştir. Histamin üretim potansiyeli hdc geni üzerinde 435 bç uzunluğundaki primer 

çifti ile, tiramin üretim potansiyeli tdc geni üzerinde 720 bç uzunluğunda bir bölge 

çoğaltılarak belirlenmiştir. Putresin ve kadaverin üretim potansiyelleri sırası ile odc ve ldc

genleri üzerinden 972 bç ve 1185 bç uzunluğundaki bölgenin spesifik amplifikasyonu ile 

belirlenmiştir. HPLC sonuçları ile moleküler olarak tespit edilen biyojenik amin 

potansiyelleri karşılaştırılmıştır ve PCR ile HPLC sonuçları arasında doğrusal bir ilişki 

bulunamamıştır. 

Amino asit dekarboksilasyonu türe, suşa ve çevre şartlarına göre farklılık göstermektedir. 

Dolayısı ile türlerde biyojenik amin üretme özelliklerinin tespit edilmesi önemlidir. Gıda 

zehirlenmelerine sebep olma potansiyelleri nedeniyle biyojenik amin üreten bakterilerin 

belirlenmesi gıda sanayisi için oldukça önemlidir. Erken ve hızlı olarak biyojenik amin 

belirlenmesi biyojenik aminlerin oluşumunun önlenmesi açısından önemlidir.
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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. GİRİŞ

1.1. Laktik Asit Bakterilerinin Genel Özellikleri

      Laktik asit bakterileri (LAB) gıda endüstrisinde ve biyoteknolojik çalışmalarda sıklıkla 

kullanılan ve büyük önem taşıyan mikroorganizmalardır. LAB çiğ ya da pişirilmiş olarak 

gıdalarda bulunan temel bakteri grubudur (Kontominas ve ark., 2008). Laktik asit, 1780 

yılında İsviçreli bir kimyager olan Carl Wilhelm Scheele tarafından keşfedilen, formülü 

CH3CHOH-COOH ve kimyasal adı hidroksipropanoyik asit olan bir hidroksi asittir. 

1881’de ticari olarak ekşimiş sütten elde edilmiş ve bu yüzden süt asiti adını almıştır.

      Sebze, balık, et, süt, tahıl gibi çiğ gıdaların çoğunda hem eş zamanlı hem de büyük 

ölçekli fermentasyonun korunması ve dönüşüm süreçleri için önemlidir (Gardner ve ark., 

2001; Vogel ve ark., 2002). Metabolik bazı özellikleri sayesinde LAB genellikle, fermente 

gıdaların mikrobiyal güvenliğine lezzet, doku, besin değeri açısından önemli ölçüde 

katkıda bulunur (Settanni ve Corsetti, 2008). Laktik asitin etkisiyle gıda asitlenir ve bu 

bozulmaya neden olacak mikroorganizmaların büyümesini engeller, hatta öldürebilir. Aynı 

şekilde silaj yapımında kullanılan yeşil otların, silolara doldurulup oksijenle teması 

kesildiğinde ortamda büyüyen laktik asit bakterileri ortamı asitlendirerek silajın 

bozulmasına neden olabilecek diğer organizmaların büyümesine engel olur.

      Morfolojik ve fiziksel olarak, Gram pozitif (+) olup, spor oluşturmayan, katalaz enzim 

sistemini içermeyen, düşük G+C içeriği (% 33-55) bulunan anaerobik ve fakültatif 

anaerobik bakterilerdir. LAB, homofermentatif ve heterofermentatif olmak üzere iki gruba 

ayrılırlar ve karbonhidratları fermentasyona uğrattıklarında esas ürün olarak laktik asit 

üretirler. Homofermentatif bakteriler glikozu parçalaması sonucu % 90 laktik asit, %10 

CO2 oluşturan bakterilerdir. Heterofermentatifler ikincil ürün olarak etil alkol, asetik asit, 

CO2, diasetil, asetonin gibi bileşikleri oluştururlar (Prescott ve Dunn, 1987; Halkman, 

1991). Aynı zamanda hidrojen peroksit, hidrojen sülfür, bakteriyosin gibi antimikrobiyal 

maddeler de oluştururlar (Leroy ve de Vuyst, 2004). LAB tarafından oluşturulan laktik asit 

miktarı ve proteolitik aktivitesi cinslere ve türlere göre değişiklik göstermektedir (de Giori 

ve ark., 1985).

      LAB’ nin cins ve türlere göre değişmekle birlikte genel olarak kok, düzgün çubuk ve 

düzensiz çubuk olmak üzere üç farklı morfolojik yapıda mezofilik mikroorganizmalardır

(Holt ve ark., 1994).
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      Sınıflandırmalarında LAB iki ayrı familyada toplanmıştır. Streptococcaceae

familyasına ait Pediococcus, Streptococcus, Leuconostoc cinsleri yer alırken; 

Lactobacillaceae familyasına ait Lactobacillus cinsi bulunmaktadır (Daeschel, 1989). Gıda 

endüstrisi ve biyoteknolojik çalışmalarda kullanılan başlıca LAB cinsleri ise; Aerococcus, 

Bifidobacterium, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, 

Leuconostoc, Melisococcus, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, 

Vagococcus ve Weissella’dır ve bunlar arasındaki en geniş cins Lactobacillus’ tur 

(Axelsson, 2004). Bifidobacterium cinsi de LAB arasında yer almaktadır (Axelsson, 1998).

      LAB’nin farklı cinslerine ait birçok tür ve suş, probiyotik olarak kullanılmaktadır. 

Özellikle Lactobacillus cinsi probiyotik olarak kullanılan mikroorganizmaların başında 

olmak üzere Enterococcus ve  Bifidobacterium cinsleri de bilinmektedir (Salminen ve ark., 

2002; Soomro ve ark., 2002). Probiyotik olarak kullanılan LAB’nin sağlığa faydalı etkileri 

suşlara özgü olup, bu etkilerin ortaya çıkışı farklı mekanizmalarla gerçekleşmektedir 

(Mercenier ve ark., 2002) LAB probiyotik olarak laktoz intoleransının hafifletilmesi, 

barsak florası üzerinde olumlu etkisi, intestinal sistem infeksiyonlarının engellenmesi, 

bağışıklık sisteminin güçlendirilmesi ve buna benzer klinik etkilerin önlenmesinde büyük 

öneme sahiptir (Heyman ve Menard, 2002). Laktik asit bakterilerinin Staphylococcus, 

Salmonella, Listeria, Enterococcus cinsi mikroorganizmalara karşı antagonistik etki 

gösterdiği bildirilmektedir (Keppler, 1994).

      LAB’ nin başta fermente süt ürünleri olmak üzere diğer fermente gıdalarda özellikle 

Escherichia coli, Staphylococcus aereus, Salmonella, Listeria monocytogenes gibi patojen 

bakterilerin gelişimleri üzerine antibakteriyal etkileri olduğu bilinmektedir (Jay, 1992). L.

rhamnosus ve L. reuteri’ nin Fusarium, Aspergillus ve Penicillium üzerine antifungal 

etkileri araştırılmış ve iki laktik asit bakterisinin sözkonusu küf suşları üzerinde antifungal 

etkisi olduğu tespit edilmiştir (Plockova ve ark., 2001).

1.2. LAB Türlerinin Doğal İzolasyonu ve Endüstride Kullanım Alanları

      LAB, et ve balık ürünleri (sucuk, balık sosu vb.), süt ürünleri (yoğurt, peynir, kefir, 

tereyağı vb.), tahıl ürünleri (ekmek, boza, ogi vb.), fermente edilmiş içecekler ve sebzeler 

(lahana ve salatalık turşusu vb.), gibi bir çok gıda doğal olarak ya da sonradan strarter 

kültür olarak ilave edilerek gıdaların olgunlaştırılması, üretimi ve dayanıklılığının 

sağlanmasında önemli rol oynarlar ve bu materyallerden izole edilirler (Hayaloğlu ve 

Erginkaya, 2001).

      LAB gıdanın bozulmasına neden olan mikroorganizmalar ve insanlarda hastalıklara 
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neden olan patojen mikroorganizmalar üzerinde ürettikleri organik asitler, hidrojen 

peroksit, laktoperoksidaz, diasetil ve bakteriyosinler gibi maddeler nedeniyle antagonistik 

etkiye sahiptirler. Bu nedenle, bu mikroorganizmaların kullanılarak üretildiği gıdalar insan 

sağlığı açısından güvenilir olarak kabul edilmektedirler (Vescovo ve ark., 1997). Süt 

ürünleri, et ürünleri, sebze, tahıl ve alkollü içecekler gibi fermente edilmiş ürünlerde 

fermentasyonu gerçekleştiren LAB Çizelge 1.1’de listelenmiştir (Leroy ve de Vuyst, 

2004).

Çizelge 1.1. Fermente edilmiş bazı gıdalarda bulunan laktik asit bakterileri.

FERMENTE EDİLMİŞ ÜRÜNLER LAKTİK ASİT BAKTERİLERİ

SÜT ÜRÜNLERİ

    

Peynirler

L. lactis, S. thermophilus, S. cremoris, Lb.helveticus, Lb. 

delbrueckii, L. casei, L. paracasei, L. plantarum,             L. 

rhamnosus, L. curvatus, Pediococcus acidilactici,  P. 

pentosaceus, Leoconostoc dextranicum, L. mesenteroides

L. lactis ssp. lactis, L. lactis ssp. cremoris, Leuconostoc 

mesenteroides ssp. cremoris

Yoğurt 

Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus, Lb. delbrueckii ssp. lactis, 

Streptococcus salivarius ssp.thermophilus, Lactococcus lactis

ssp. lactis, Enterococcus faecium, E. durans 

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

Fermente edilmiş probiyotik süt 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

Kımız Lactobacillus bulgaricus, L. acidophilus

Tarhana Lactobacillus bulgaricus, Streptococcus thermophilus
ET ÜRÜNLERİ

Fermente edilmiş sosis (Avrupa) Lb. sakei, Lb. curvatus

Fermente edilmiş sosis (ABD) P. acidilactici, P. pentosaceus

Fermente edilmiş balık ürünleri Lb. alimentarius, C. Piscicola

Sucuk

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

Pediococcus pentosaceus, P. acidilactici, L. brevis, L. agilis, L. 

carnis, L. sakei, L. viridescens

Pastırma Lb. pentosus, Lb. sakei
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Çizelge 1.1 (devamı)

SEBZE ÜRÜNLERİ

Lahana turşusu Leuc. mesenteroides, Lb. plantarum, P. acidilactici

Salatalık turşusu Leuc. mesenteroides, P. cerevisiae, Lb. brevis,

Lb. plantarum

Fermente edilmiş zeytin Leuc. mesenteroides, Lb. pentosus, Lb. plantarum,

Fermente edilmiş sebzeler P. acidilactici, P. pentosaceus, Lb. plantarum,

Lb. fermentum

Soya sosu T. halophilus

TAHIL ÜRÜNLERİ

Hamur Mayası

Lb. sanfransiscensis, Lb. farciminis, Lb. fermentum,

Lb. brevis, Lb. plantarum, Lb. amylovorus, Lb. reuteri,

Lb. pontis, Lb. panis, Lb. alimentarius, W. Cibaria

İÇECEKLER

Şarap O. oeni

Pirinç Rakısı Lb. sakei

Şalgam
L.sanfranciscensis, L. pontis, L. brevis, L. plantarum, L. 

alimentarius, L. fructivorans, L. reuteri, L. fermentum

Boza 
Leuconostoc para mesenteroides, L. mesenteroides ssp. 

mesenteroides, , L. mesenteroides ssp. dextranicum, L. oenos, 

Lb. safrancisco, L coryniformis, L. fermentum

      LAB’nin sık olarak endüstriyel uygulamalarda seçilen gıda ve içerdiği türler genel 

olarak şöyle özetlenebilir: Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc cinsi 

türleri süt fermentasyonunda kullanılırlar (de Vuyst ve Tsakalidou, 2008). Pediococcus ve

Leuconostoc cinsi türleri etten; Pediococcus pentosaceus, Leuconostoc mesenteroides, 

Lactobacillus plantarum türleri sebzelerden (Plengvidhya ve ark., 2007; Chamkha ve ark.,

2008); Oenococcus oeni türü ise şaraplardan izole edilmektedir .

      Yoğurt üretiminde Streptococcus salivarius ssp. thermophilus ve Lactobacillus 

delbrueckii ssp. bulgaricus türlerinin (Riemelt ve ark., 1996) yanısıra son yıllarda 

probiyotik olarak kullanılan yoğurtlarda L. acidophilus, L. rhamnosus, L. fermentum, 

Bifidobacterium bifidum, B. longum, ve Streptococcus filant türlerinin kullandığı 

belirtilmektedir (Vinderola ve ark., 2000). Lactobacillus ve Leuconostoc cinsine ait türlerin 

laktoz metabolize yetenekleri sayesinde asitleşme değerlerinin düşük olduğu 

bildirilmektedir (Herreros ve ark., 2003; Badis ve ark., 2004).
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      Enterokoklar fonksiyonel özelliklerinden yani asitlik, proteoliz ve lipolitik aktiviteleri, 

sitrat metabolizması, probiyotik özellikleri ve bakteriyosin gibi antimikrobiayal aktiviteye 

sahip proteinleri sentezleme yeteneklerinden dolayı fermente gıda endüstrisinde önemli 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 içinde şu ana kadar 32 tür rapor edilmiştir. Bunlardan E. faecalis and E. 

faecium en önemli iki tür olup insanların gastrointestinal sisteminin doğal florasında 

bulunmaktadırlar. Streptococcus facealis ve S. faecium türleri Enterococcus faecium ve E. 

Faecalis olarak değiştirilmiştir (Simon ve ark., 1982). Bazı peynir ve sosislerin 

olgunlaştırılmasında starter kültür olarak kullanılırlar ve zayıf hijyene sahip ya da iyi 

işlenmemiş gıdalarda bulunurlar. Deniz ve tatlı su örneklerinde enterokoklar önemli 

bakteriyel indikatör olarak analiz edilirler. İnsan ve hayvanların sindirim sisteminde ya da 

doğada yaygın olarak görülebilirler. Karbonhidratları fermente ederler ve esas ürün olarak 

laktik asiti verirler.

      Leuconostoc doğal olarak bitkilerde ve sütlerde yoğun miktarda bulunurlar. L. cremoris 

süt ürünlerinde aroma maddesi oluşturur özellikle asetaldehiti etil alkole dönüştürerek 

tereyağında yoğurt aroması oluşumunu engeller. L. dextranicum ve L. mesenteroides türleri 

turşu fermentasyonunda büyük rol oynar ve halofilik mikroorganizmalar olmalarından 

dolayı salatalık turşularında ilk olarak bu türlere rastlanır. Şeker fabrikalarında, kek, 

dondurma ve şurup gibi ürünlerde üretimleri sırasında kolayca gelişebilmekte ve ürettikleri 

mukoz nedeniyle sorun oluşturabilmektedirler (Marino ve ark., 2000).

      Lactococcus lactis türleri L. lactis ssp. lactis, L. lactis ssp. cremoris ve L. lactis ssp. 

hordniae olmak üzere üç alt türe ayrılmaktadır. Peynir, yayıkaltı, ekşi krema ve yoğurt gibi 

fermente süt ürünlerinin üretiminde starter kültür olarak kullanılmaktadırlar. Pediococcus 

cinsi türleri ise laktozu kolayca kullanamadıklarından ve gelişimleri için uygun faktörleri 

bulunduramadıklarından dolayı sütten ziyade bitkilerde bulunmaktadırlar. P. acidilactici

sosis ve sucuk üretiminde (Liu ve ark., 2008), P. cerevisiae soyasosu üretiminde 

kullanılmaktadır. P. halophilus yüksek tuz içeren ürünlerde serbest amino asitleri 

dekarboksile ederek gıda bozulmalarına yol açmaktadır.

      Weisella cinsi Yunan fermente sucuğundan izole edilen bakterinin normalde 

Leuconostoc 'lara benzer olduğu ancak yapılan genetik çalışmalar sonucunda farklı bir 

yapıya sahip olduğu anlaşılmış ve bazı Lactobacillus türlerini de içeren Weisella adlı yeni 

bir grup oluşturulmuştur. Weissella cibaria türü mayalı ürünlerin yapısal özelliklerinin 

değiştirmek için kullanılır (Cagno ve ark., 2006).
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      Lactobacillus plantarum salatalık, lahana ve zeytin fermentasyonunda  sık olarak 

kullanılan ticari starter kültürleridir (Vega Leal-Sanchez ve ark., 2003). Özellikle 

Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus pentosus zeytin fermentasyonunda starter olarak 

kullanılan ana türlerdir (Ercolini ve ark., 2006; Chamkha ve ark., 2008; Hurtado ve ark., 

2008). Yapılan mikrobiyolojik çalışmalarda ekşi hamurda L. plantarum, L. brevis, Weisella 

cibaria ve P. pentosaceus türlerinin baskın LAB türleri olduğu tespit edilmiştir (Iacumin 

ve ark., 2009).

      Oenococcus cinsi alt türü olan Oenococcus oeni malolaktik fermentasyon özelliğinden 

dolayı şarap yapımında büyük öneme sahiptir (Hernàndez ve ark., 2007). Bu türün 

şaraplarda bulunan bazı suşlarının histidini dekarboksile edip histamin ürettiği tespit 

edilmiştitir (Lonvaud Funel ve ark., 1994).

1.3. Yoğurt Bakterileri

      Laktik asit bakterilerinden Streptococcus thermophilus ve Lb. delbrueckii ssp. 

bulgaricus suşları yoğurt üretiminde starter kültür olarak kullanılmaktadır (Tamime ve 

Robinson, 1999). Termofilik karakterde bulunan bu bakterilerin en önemli teknolojik 

özellikleri laktik asit üretebilme yetenekleridir (Suarez ve ark., 2002). Bunun yanı sıra 

starter kültür olarak kullanıldıkları üründe standart kalitenin eldesi için proteolitik ve 

antimikrobiyal aktiviteleri, asetaldehit üretim yetenekleri belirlenmelidir. Bu özellikleri 

sayesinde  Streptococcus thermophilus ve Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus suşları arasında 

oluşan simbiyotik ilişki sayesinde yoğurda özgü koku, tat, aroma ve yoğunluk 

oluşmaktadır (Rimelt ve ark., 1996). Yoğurdun aromasında karbonil bileşiklerden 

asetaldehit, diasetil, aseton ve asetoin belirleyici olarak rol oynar (Davies ve Law, 1984).

      Yoğurt sütteki proteinlerin (kazein ve serum proteinleri) laktik asit fermentasyonu 

sonucu oluşan pıhtıdan ibarettir. Yoğurt pıhtısının oluşumu starter kültürlerin oluşturduğu 

asiditenin etkisiyle gerçekleşir (Tekinşen, 1996). Yoğurt bakterileri olan Streptococcus 

thermophilus ve Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus çoğalmaları ve gelişmeleri için ihtiyaç 

duydukları enerjiyi karbonhidrat fermentasyonu ile sağlamaktadır. Örneğin Streptococcus 

thermophilus laktoz, sakkaroz, glikoz ve fruktozu fermente edebilir; kısmen de maltoz ve 

rafinozu da parçalarlar (Kavas ve Çelebi, 1991).

     Besinsel özellikler açısından yoğurt, süte benzer kompozisyonda olup, mükemmel bir 

protein, kalsiyum, fosfor, riboflavin, tiamin ve B12 vitamin kaynağıdır. Aynı zamanda 

folat, nisin, magnezyum ve çinko açısından değerli bir kaynaktır. Protein içeriği, sağlık için 
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gerekli bütün aminoasitleri içerdiği için yüksek biyolojik değere sahiptir. Vitamin ve 

mineral açısından ise vücuttaki absorbsiyonu ve kullanımı açısından biyoyararlılığı 

yüksektir (Akalın ve ark., 2004; Mckinley, 2005).

1.3.1. Streptococcus thermophilus

      Streptococcus thermophilus süt ürünleri üretiminde yaygın kullanıldığından, gıda 

endüstrisi için büyük önem taşımaktadır (Hols ve ark., 2005). Starter kültür olarak 

kullanımı sayesinde teknolojik çalışmalarda sıklıkla kullanılan bir LAB türüdür.  Yoğurtta 

Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus ile birlikte geleneksel kullanımı yanında İsviçre, Mozarella, 

Permasan ve Tuğla peynirleri gibi birkaç çeşit peynir üretiminde starter kültür olarak

kullanılmaktadır (Parente ve Cogan, 2004).

      Streptococcus thermophilus homofermentatiftir ve optimum büyüme sıcaklığı 42-52 oC 

arasındadır (Axelsson, 1993). Optimum gelişme pH’ı 6.0-6.5 arasında olup aerobik ve 

fakültatif anaerob özellik göstermektedir. DNA’ sındaki G+C içeriği % 37-40 moldür 

(Marshall, 1987) ve Streptococcus thermophilus ‘ un genom büyüklüğü 1.75 ve 1.82 bç

arasında değişmektedir (Davidson ve ark., 1996).

      S. thermophilus suşunun proteolitik sistemi, laktoz- galaktoz metabolizması, üreolitik 

aktivitesi, metabolik taşıyıcılık gibi birçok faktörler peynirin olgunlaşması boyunca en 

hızlı ve en baskın şekilde etki sağlarlar (Iyer ve ark., 2009). S. thermophilus’un ana 

fonksiyonlarından biri süt fermentasyonunda hızlı asitleştirme sağlamaktır (Marino ve ark., 

2003). S. thermophilus galaktozu metabolize edemez ve laktoz fermentasyonu boyunca 

ortama bu şekeri atar (Vaillancourt ve ark., 2004, 2008). Böylece S.thermophilus’ un 

sadece süt fermentasyonu ve laktik asit üretimi ile ilgili değil aynı zamanda şeker 

metabolizması, galaktoz kullanımı (Mora ve ark., 2002) gibi birçok önemli teknolojik 

değeri vardır.

      S. thermophilus, üreaz üreten tek LAB olmasına rağmen yoğurt ve peynir üretiminde 

kendi starter aktiviteleri için zararlı olarak kabul edilmiştir ve bu birçok özelliklerini 

etkileyebilmektedir (Mora ve ark., 2004; Monnet ve ark., 2005). S. thermophilus, BA’ nın 

yanısıra aynı zamanda süt endüstrisi için oldukça önemli olan ekzopolisakkarit üretiminden 

sorumludur (Laws ve ark., 2001).

      S. thermophilus sadece süt ürünlerinden değil aynı zamanda bitkisel kaynaklardan da 

izole edilebilmektedir (Michaylova ve ark., 2007). Bunun dışında su, toprak, insan ve 

hayvan bağırsak sistemlerinde bulunurlar. Bu türlerin antibiyotiklere karşı direnç özelliği 

gösterdikleri tespit edilmiştir (Tosi ve ark., 2007).
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1.3.2. Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus

      Laktobasiller, genellikle sütte doğal olarak varolduğundan yoğurt ve peynirlerde doğal 

olarak bulunurlar. Ayrıca starter kültür olarak kullanılmaları ve pastörizasyonun tam olarak 

sağlanamadığı durumlar ile pastörizasyon sonrası kontaminasyonlar, biyojen aminlere 

rastlama olasılıklarını arttırmaktadır. Laktobasillerin dekarboksilaz yeteneğine sahip 

karışık suşları proteinaz aktivitesine sahiptir. Bu nedenle aşırı proteolizis sonucu süt 

ürünlerinde tiramin, histamin ve pütresin oluşumundan sorumlu önemli ajanlar olarak 

kabul edilmektedirler (Joosten ve Northolt, 1987; Khalid ve Marth, 1990).

      Tuza toleranslı laktobasillerin bazı saf kültürleri hem histidin ve tirozini dekarboksile 

etmekte, hem de pütresin ve kadaverini kütle halinde oluşturabilmektedir. Termofilik 

laktobasiller ise histaminin serbest hale geçişini arttırarak histamin oluşumunu pozitif 

yönde etkiler. Bu nedenle bu suşların starter kültür olarak kullanılmalarına dikkat edilmesi

gerekir (Fox ve Law, 1991).

1.4. Laktik Asit Bakterilerinde Biyojen Amin Formasyonu

      Biyojen aminler, doğal olarak hayvan, bitki ve mikroorganizmalarda bulunan ve 

bunların metabolik aktiviteleri sonucu oluşan düşük moleküler ağırlıklı organik bazlardır 

(Hernandez ve ark., 1996). Farmakolojik ve fizyolojik olarak büyük etkiye sahip olmasına 

karşın, gıdalarla yüksek miktarda vücuda alındığında solunum sıkıntısı, baş ağrısı, hipo 

veya  bhiper gerilim ve alerji gibi toksikolojik etkiye sahip olurlar (Ladero ve ark., 2010).

      Biyojen aminler genellikle serbest amino asitlerin mikrobiyal dekarboksilasyonu ile 

oluşmaktadır. Amino asit dekarboksilasyonu alfa karboksil grubunun amino asitten 

uzaklaştırılıp ilgili amine bağlanması ile gerçekleşmektedir (Şekil 1.1). Ortamdaki serbest 

amino asitlerin, dekarboksilazların oluşumu için pH ve sıcaklık gibi uygun çevre 

etmenlerinin, dekarboksilaz enzim aktivitesi gösteren mikroorganizmaların varlığı, 

gelişimi, enzim içeriği ve bunların sayısı biyojen amin oluşumunu etkilemektedir 

(Marcobal ve ark., 2006; Fernandez ve ark., 2007; Arena ve ark., 2008). Aminoasit 

dekarboksilaz aktivitesi optimum pH’ın 4 ve 5.5 arasında olduğu asidik ortamda çok 

güçlüdür (Teodorovic ve ark., 1994).

      Biyojen aminler gıdalarda bazı spesifik aminoasitlerin dekarboksilasyonuna (glutamik 

asit ve arjininden pütresin, histidinden histamin, tirozinden tiramin, triptofandan triptamin, 

fenilalaninden feniletilamin, lizinden kadaverin, glutaminden ornitin, ornitinden pütresin, 

sperminden spermidin ve arjininden agmatin) veya aldehit ve ketonların 

transaminasyonuna bağlı oluşan temel azotlu bileşiklerdir (Maijala ve ark., 1995). 
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Poliaminler olarak nitelendirilen spermin ve spermidinin ise pütresinden meydana geldiği 

öne sürülmektedir (Kalac ve ark., 1999). 

Şekil 1.1. Biyojen aminlerin oluşumunun metabolik yolla gösterimi (Halasz ve ark., 1994)
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     Biyojen aminler hormonlar, alkaloidler, nükleik asitler ve proteinlerin sentezinde azot 

kaynağı olarak rol almaları, gıdalarda aroma maddelerinin oluşumuna katkıda 

bulunmalarının yanı sıra insanlarda mide hacminin ve pH’ ın düzenlenmesinde, vücut 

sıcaklığının ayarlanmasında ve beyin aktivitesinin yerine getirilmesi açısından son derece 

önemlidirler (Allen, 2004).

      Proteolizis doku proteinlerin dokulardan salınımında önemli rol oynarlar ve 

dekarboksilasyon reaksiyonu için substrat oluşturmaktadır (Shalaby, 1996). Gıdalardaki 

biyojen aminler ise; gıdaların bozulması ve gıda güvenliği ile yakından ilişkilidir (Halasz 

ve ark., 1994). Biyojen aminlerin aroma ve lezzet maddeleri olmaları diğer fonksiyonları 

arasına girmektedir. Enzimatik olmayan esmerleşme olayında etkilidirler. Nükleik asit, 

alkaloid ve protein sentezinde azot kaynağıdırlar. Nitritle reaksiyona girerek kanserojen 

nitrozaminleri oluştururlar. Gıdaların kalite kontrolünde tamamlayıcı unsur olarak görev 

alırlar (Ölmez, 2000).

      Biyojen amin içeren birçok gıda bulundurduğu amino asitlerin dekarboksilasyonunun 

gıdalarda bulunan mikroorganizmaların substrata özel enzimleri ile gerçekleşmektedir. 

Ancak aminoasit dekarboksilasyonu bakteri türleri arasında çok farklılık göstermektedir. 

Birçok tür bir veya daha fazla aminoasiti dekarboksile edebilmektedir. Ayrıca aynı türün 

farklı suşları farklı biyojen amin üretme yeteneğine sahiptir ve bu türden ziyade suşa 

bağımlıdır (De Las Rivas ve ark., 2005). Dekarboksilaz enzimini oluşturarak, amino 

asitlerin dekarboksilasyonunda rol alan mikroorganizmalar arasında E. coli, Proteus 

morganii, P. Mirabilis,  Enterococcus faecalis, E. faceium, E. durans, Pseudomonas 

reptilivora, Salmonella, Shigella, Betabacterium, Photobacterium, Streptococcus, 

Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc türleri bulunmaktadır (Renata ve ark., 1999; 

Halasz ve ark., 1994; Brink ve ark., 1990; Suzzi ve Gardini, 2003).  

     Gıdalarda uygun ısı (20-37°C) ve pH (5-7) ile yeterli miktarda biyojen amin 

oluşturabilen mikrorrganizma olması durumunda amin oluşumunun hızlandığı; ancak tuz 

oranının % 5’ten fazla olması durumunda ise biyojen amin oluşumunun azaldığı 

bildirilmektedir. Gıdaların uygun olmayan ortamlarda saklanması (sıcaklık, pH, karbon 

kaynakları, aerobik veya anaerobik şartlar) biyojenik amin üretimini etkilemektedir. Ayrıca 

fermente gıdalarda kullanılan starter kültürlerin de gıdadaki normal mikrobiyal flora ile 

etkileşimleri sonucu direkt ve indirekt olarak biyojen aminlerin oluşumunda etkili oldukları 

bildirilmektedir ( Silla Santos, 1996).
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      Biyojen aminler süt ve süt ürünleri, balık ve balık ürünleri, et ve et ürünleri, çikolata, 

meyve sebzeler, şarap ve bira gibi fermente içecekleri kapsayan gıdalarda (Kalac ve ark., 

2002; Marcobal ve ark., 2005)  bulunup, bunların işlenmesi, olgunlaşması ve depolanması 

sırasında oluşur (Ten Brink ve ark., 1990; Halasz ve ark., 1994; Suzzi ve Gardini, 2003). 

Gıda varlığı açısından büyük öneme sahip olan biyojen aminlere; histamin, tiramin, 

kadaverin, triptamin, serotonin, putresin, spermin, spermidin, dopamin, agmatin, 

oktopamin, metilamin, etilamin, etanolamin, feniletilamin, diaminobütan örnek 

gösterilebilir (Shalaby, 1996). Biyojen aminlerin isimlendirilmesi sentezlendikleri amino 

asite göre yapılmaktadır. Örneğin; histamin histidinden (Lonvaud-Funel ve Joyeux,1994; 

Coton ve ark., 1998a, 1998b), tiramin tirozinden (Lucas ve ark., 2003) pütresin ornitinden 

(Arena ve Manca de Nadra, 2001; Marcobal ve ark., 2004) meydana geldiği Şekil 1.1’ de 

ayrıntılı olarak gösterilmiştir.

      İnsan vücudu, biyojen aminlerin neden olduğu çeşitli toksik etkilerin ortaya çıkmasını 

önleyen kuvvetli bir detoksifikasyon sistemine sahiptir. Bu detoksifikasyon sistemi 

monoaminoksidaz (MAO), diaminoksidaz (DAO) ve histamin-N-metil transferaz (HNMT) 

dan oluşmaktadır (Stratton ve ark., 1991). Normal şartlarda, gıdalarla alınan biyojen 

aminler bu enzimlerle toksik olmayan ürünlere çevrilir. Fakat yüksek miktarda BA’ların 

alınması detoksifikasyon metabolizmasının çeşitli farmakolojik ajanlar tarafından inhibe 

edilmesi detoksifiye durumunu engelleyeceğinden gıda zehirlenmesine yol açabilmektedir. 

Ayrıca gıdalarda biyojen aminlerin bir arada bulunuşu da toksik etkilerin ortaya 

çıkmasında önemi büyüktür. Tiramin MAO, triptamin DAO, b-feniletilamin DAO ve 

HNMT enzimlerini inhibe etmektedir. Spermin ve spermidin ise gastrointestinal duvardan 

histamin geçişini arttırmaktadır.

      Biyojen aminler içerdikleri amin sayısına göre monoamin veya poliamin olarak 

adlandırılırlar. Genellikle, monoaminoksidaz (MAO) ve diaminoksidazlar (DAO) 

tarafından gerçeklerştirilen oksidatif deaminasyonla bu aminlerin fizyolojik inaktivasyona 

uğradıkları bildirilmektedir. Monoaminler, monoaminoksidaz tarafından daha az toksik 

olan aldehit ürünlerine parçalanarak detoksifiye edilirler. Enzim bütün dokularda 

bulunmakla birlikte, aktivitesi gastrointestinal kanalda çok yüksektir.  Ancak MAO 

inhibitörü ilaçlarla tedavi gören hastalarda, özellikle peynir tükettikleri zaman baş ağrısı, 

boyun sertliği, kalp çarpıntısı ve bazen de ölümle sonuçlanabilen hipertansiyon krizleri 

meydana gelmektedir (Ramantanis 1984).
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      Biyojen aminler arasında histamin; potansiyel olarak çok tehlikelidir. Histaminin 

gıdalardaki yıkım olaylarının indikatörü olarak ve gıda zehirlenmelerinden sorumlu bir 

madde olarak önemi büyüktür. Bu biyojen amin, gıdalardaki histidin dekarboksilaz 

enzimine sahip mikroorganizmaların serbest histidini histamine çevirmesi sonucu 

oluşmaktadır (Stratton 1991). Balık ve balık ürünlerindeki biyojen amin konsantrasyonu 

(özellikle histamin), insan sağlığı ve ürün kalitesini etkilediğinden dolayı bu değerlerin 

tespiti büyük önem taşımaktadır (Özoğul ve ark., 2004; Shalaby, 1996). Peynirlerde 

histamin zehirlenmesinde asıl rol alan bakterinin Lactobacillus buchneri olduğu 

belirtilmektedir. Bunun yanında L. fermentum, L. helveticus, L. tactis, Enterococcus 

faecium gibi bakterilerin de peynirlerde histamin ürettiği saptanmıştır. Putresin ve 

kadaverin gibi biyojen aminlerin histamin toksitesini arttırıcı etki yaptığı bildirilmiştir. 

Özellikle barsak ortamında pütresin ve kadaverin gibi aminlerin bulunması histamini 

detoksifiye eden enzimlerin inhibisyonuna neden olup toksiteyi arttırıcı özellik 

göstermektedir (Gürbüz ve Değirmencioğlu, 2003).

      Tiramin, gıdalardaki tirozin dekarboksilaz enzimine sahip mikroorganizmaların serbest 

tirozini tiramine çevirmesi sonucu oluşmaktadır. 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. tarafından üretildiği 

bildirilmektedir (Ten Brink ve ark., 1990; Bunkova ve ark., 2009). Farklı 

mikroorganizmalar tarafından üretilen tirozin dekarboksilaz gen dizileri karşılaştırıldığında  

bunların gen dizilimi ve organizasyonunda büyük benzerlik gösterdiği tespit edilmiştir 

(Fernandez ve ark., 2004). Fermente edilmiş gıdalarda veya olgunlaştırılmış gıdalarda 

yaygın olarak bulunmaktadır. Peynir, salamura et ve balık, şarap, bira, turşu ve maya 

ekstraktlarının tüketilmesine bağlı olarak ciddi tiramin zehirlenmesi hatta ölümler 

görüldüğü bildirilmektedir (Jones JM., 1994). Tiramin ayrıca MAO inhibitörü alan 

hastalarda başağrısı ve hipertansiyon krizlerine yol açan biyojen amin olarak sorumlu 

tutulmaktadır (Kalac ve ark., 1999; Bodmer ve ark., 1999) ve tiramin kan basıncını 

arttırdığı bilinen bir biyojen amindir (Maijala, 1994).

      Pütresin, gıdalardaki ornitin dekarboksilaz enzimine sahip mikroorganizmaların serbest 

ornitini pütresine çevirmesi sonucu oluşmaktadır (Marcobal ve ark., 2004). histamin ve 

tiramine oranla daha az farmakolojik etkiye sahip olmasına rağmen histamin ve tiramin 

detoksifikasyonunu etkilediği bildirilmektedir. Buna ilave olarak pütresin nitrit ile 

reaksiyona girerek kanserojenik nitrozamin oluşturmaktadır. Bu sebepten dolayı 

gıdalardaki biyojen amin oluşumunun önlenmesi önemlidir. Pütresin aynı zamanda 
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şaraplarda O. oeni’ nin bazı suşları tarafından üretilen bir BA çeşididir (Marcobal ve ark., 

2004). Son zamanlarda elma şaraplarından Lactobacillus brevis ve Leuconostoc 

mesenteroides türleriyle beraber potansiyel olarak izole edilen BA üreticisi olarak tespit 

edilmişlerdir (Coton ve ark., 2010)

      Kadaverin ise; lizin dekarboksilaz enzimine sahip mikroorganizmaların serbest lizini 

kadaverine çevirmesi sonucu oluşmaktadır. Histamin toksisitesini artırıcı özelliği olmasına 

rağmen tek başına toksik özellik gösteremeyen bir biyojen amindir. Enterobacteriaceae

sayısının yüksek olduğu peynir örneklerinde kadaverin konsantrasyonu daha yüksektir. 

Kadaverin konsantrasyonuyla Enterobacteriaceae sayısı arasındaki korelasyon nedeni ile 

bu biyojen amin, hijyenik peynir yapımı kalite indikatörü olarak kullanılabilir (Schneller, 

1997; Marino, 2000). 

      Genel olarak biyojen amin toksisitesi ile ilgili kesin limitler vermek oldukça zordur. 

Tüketilen gıdanın çeşidi, miktarı ve amin içeriği gibi faktörler ile inhibitörlerin varlığı 

biyojen amin toksisitesi limitlerinin belirlenmesini güçleştirmektedir. Buna karşılık 

gıdalarda bulunabilecek histamin miktarıyla ilgili sınır değerler 10-100 mg/100g olarak 

belirlenmiştir. Toksikasyonun başladığı eşik değerleri tiramin için 100-800 mg/kg olarak 

bildirilmektedir. Tiramin düzeyinin 10 mg/L’ den fazla olmasının MAO inhibitörü ilaçlar 

alan hastalar için güvenli olmadığı belirtilmektedir (Izquierdo ve ark., 1996).
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1.5. Çalışmanın Amacı

      İnsan ve hayvan vücudunda biyolojik olarak önemli olan biyojen aminler, fazla 

miktarda alındıklarında herhangi bir nedenden dolayı büyük konsantrasyonlarda 

oluştuklarında veya organizmadaki indirgenmeleri engellendiğinde toksik etkileri 

sebebiyle sağlığı tehlikeye sokabilmektedirler. Bu nedenle gıda güvenliğini kontrol altına 

almadaki en önemli etkenlerden olan limit değerlerinin belirlenmesi çok büyük önem 

taşımaktadır. 

      Bu çalışmada, yoğurtlardan izole edilen Streptococcus thermophilus ve Lb. delbrueckii 

ssp. bulgaricus suşlarında bulunan, histamin, tiramin, kadaverin ve pütresin olmak üzere 

dört biyojen aminin üretim potansiyellerinin moleküler olarak belirlenmesi ve HPLC 

yöntemi ile mg/L cinsinden limit değerlerinin ölçülmesi hedeflenmiştir. HPLC ile miktar 

olarak belirlenen sonuçlar ile moleküler sonuçlar arasında bir ilişki araştırılmıştır. 

Moleküler sonuçların gıda güvenliği açısından erken tespit için kullanılıp toksisiteyi en aza 

indirgemek amaçlanmıştır.
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2. ÖNCEKİ ÇALIŞMALAR

      Steidlova ve Kala (2002) 113 adet mısır silajında 7 biyojen amin tespiti yapmışlardır.

Biyojen aminler misel elektrokinetik kapiler kromatografi ile N-benzamidler ile 

ölçülmüştür. Tiramin, pütresin, kadaverin ve spermidinin tüm örneklerde olmasına rağmen 

triptamin, spermin ve histamin çok düşük düzeyde ve silajların bir parçasında rastlanmıştır. 

Ortalama tiramin, pütresin, kadaverin ve spermidin içeriği sırasıyla 482, 98, 48 ve 17 mg 

/kg olarak gözlenmiştir.

      Marcobal ve arkadaşları (2004) gıdalardaki Histamin, Tiramin ve Ornitin üreten laktik 

asit bakterilerinin eş zamanlı tespitlerinde kullanılan multiplex polimeraz zincir 

reeaksiyonunun incelenmesi, bu metodu tanımlayan ilk yaklaşımdır. Fermente gıdalarda 

Histamin, Tiramin ve Ornitin üreten LAB soyunun eş zamanlı tespitinde kullanılan çoklu

polimeraz zincir reaksiyonu analizleri hakkında üç çift primer tasarlamışlar ve en uygun 

koşullarda Histidin dekarboksilazlardan 367 bç, Tirozin dekarboksilazlardan 924 bç ve 

Ornitin dekarboksilazlardan 1446 bç DNA fragmenti üretmişlerdir. Amaçlanan 

mikroorganizmaların DNA’ları aynı tepkimeye konulduğunda farklı iki ya da daha fazla 

boyuta karşılık gelen çoğalmalar tespit edilmiştir. Bu analizin kontrollü koleksiyon 

cinslerindeki amin üreten bakterilerin tespitinde ve LAB koleksiyonunda faydalı olduğu ve 

LAB’nin bu biyojen aminleri üretmeyen cinslerin DNA’sında hiçbir ayrıntı gözlenmediği 

bildirilmektedir. Bu çalışmada öncül LAB’ın doğru seçilmesinde yapılan rutin taramalarda 

ve gıda içi kontrol laboratuvarlarına kolaylıkla dahil edilebileceği bildirilmektedir.

      Marcobal ve arkadaşları (2005) LAB’ nin iki suşu L. brevis CECT 4669 ve E. faecium

BIFI-58’ in hücre büyümesi ve beş fizikokimyasal faktörlerin etkisi (inkübasyon sıcaklığı 

ve süresi, çevre pH’ ı ve tirozin konsantrasyon eklenmesi , piridoksal-5-fosfat (PLP) 

takviyesi) tiramin üretimi için aerobik ve anaerobik koşullar altında incelenmiştir. pH en 

yüksek katkıyı E.  faecium’ da gösterirken,  inkübasyon süresi L. brevis’ in büyümesinde 

önemli değişiklik göstermiştir. Tiramin üretimine ise tirozin konsantrasyonu ve inkübasyon 

süresi bağlı olmuştur. Öngörülen MLR modelinin de Lactobacillus brevis CECT 4669 ve 

Enterococcus faecium BIFI-58’ in büyümelerine ve tiramin üretimine maksimum yanıt 

verdiği ve iki suş için bu modelin yüksek tirozin konsantrasyonunun varlığında asidik 

pH’da (4.4) anaerobik koşulda etkili olduğu tespit edilmiştir.
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      Landete ve ark. (2006) şaraplardan izole edilen çeşitli asetik asit bakterileri, maya 

bakterileri ve laktik asit bakterilerinde biyojen amin tespiti yapılmıştır. LAB grubu 

içerisinde bulunan 155 adet Lactobacillus ssp., O.oeni ve Pediococcus ssp. türlerinde 

tiramin (tdc), histamin (hdc) ve pütresin (odc) genleri tespit edilmiştir.

      Burdychova ve Komprada (2007) Hollanda tipi yarı sert peynirde olgunlaşma süresince 

BA üretimi için starter kültür kaynaklı tür olarak 13 adet Enterococcus ve 3 adet 

Lactobacillus cins türleri izole edilmiştir. PCR yöntemi ile tiramin (trydc) ve histamin 

(hdc) dekarboksilaz  enzimlerini kodlayan spesifik DNA dizilerinin varlığı tespit edilmiş 

ve bu HPLC yöntemiyle doğrulanmıştır. Enterococcus’larda tiramin ve histamin dizi 

karşılaştırılmasında %89 Lactobacillus’ larda ise %99 oranında benzerlik tespit edilmiştir. 

Enterococcus cinsinden E. durans türünden 7 adet  ,E. faecalis türünden 3 adet ,E. faecium 

türünden 1 adet, E. casseliflavus türünden 3 adet, L. curvatus, L. lactis ve L. helveticus 

türlerinden 1’er adet izole edilmiş ve bunlardan sadece E. durans türünde tiramin üretimi

gözlenmemiştir.

      Li Zhijunli ve ark. (2007) Çin’ de üretilen kırmızı şarabın 38 örneğinde 8 adet BA 

analiz edilmiştir. Bu analiz floresans dedektör ve dansil klorür precolumn türetme ile ters 

fazlı yüksek performanslı sıvı kromatografi ile yürütülmüştür. Örneklerin hiçbirinde 

triptamin rastlanmamasına rağmen pütresin örneklerin hepsinde % 100 olarak tespit 

edilmiştir ve bunlar sırasıyla feniletilamin için % 84.2, spermidin için % 60.5, histamin 

için % 57.8,  tiramin için % 57.8, kadaverin için % 47.4 ve spermin için bu değer %36.8 

olarak tespit edilmiştir. Tüm örneklerde toksik etkileri olan aromatik ve heterosiklik amin 

düzeyleri sırasıyla feniletilaminde 0-4.58 mg/l, histaminde 0-10.51 mg/l ve tiraminde 0-

9.13 mg/l oranında belirlenmiştir. Sağlık koşulları ile ilişkili amin düzeyleri ise pütresinde 

0-19.01 mg/l, kadaverinde 0-12-.98 mg/l, spermin ve spermidin gibi diğer aminlerin 

seviyesi oldukça düşük olması halinde bunlar sırasıyla  0-3.82 ve 0-2.64 mg/l olarak 

belirlenmiştir.

     Yongmei ve ark. (2008) Çin soya sosunun farklı 40 örneğinde BA içeriği dansil klorür 

ile ön sütun türevlendirmesinden sonra HPLC kullanılarak belirlenmiş ve bu örneklerin 

amino azot düzeyleri ve pH değerleri karşılaştırılmıştir. Çalışma kapsamında beş biyojen 

amin içerisinden tiraminin en yaygın amin olduğu gözlenmiş ve örneklerin % 97.5’ inde 

tespit edilmiştir. Bunlarda aynı şekilde örneklerde spermidin % 95, histamin %92.5, 

kadaverin %82.5 ve spermin %80 oranında tespit edilmiştir. Bu örneklerde beş BA için 

toplam içerik 497 mg/l ile 41.7 mg/l ve 1357 mg/l aralığında bir dizi olarak belirlenmiştir. 
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      Victor Ladero (2010) İspanya ve Fransa’ da piyasada bulunan 43 doğal elma 

şarabındaki BA içeriği tespit etmişlerdir. Şaraptaki BA üreticilerinin kantitatif tespiti için 

qPCR araçları geliştirilmiş ve BA içerik ve BA üreten mikroorganizmaların varlığı 

arasında iyi bir bağlantı gözlenmiştir. Elma şarabında  farklı bir profil ve BA 

konsantrasyonu varlığı gözlenmiştir. Özellikle potansiyel olarak histamin ve pütresin 

üreten Lactobacillus paracollinoides suşu elma şarabından izole edilmiştir. 
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasallar 

      Tez çalışması Kahramanmaraş Sütçü İmam Üniversitesi, Ziraat Fakültesi, Zootekni 

Bölümü, Biyoteknoloji ve Gen Mühendisliği Laboratuvarında yapılmıştır. Çalışmanın 

temel kimyasalları aksi belirtilmedikçe, Merck (Almanya) ve Sigma (Almanya) 

grubundan; moleküler biyoloji sarf malzemeleri Fermentas (USA), Promega (UK)’ dan

temin edilmiştir.

3.1.2. Laktik Asit Bakterileri

      Bu tez çalışmasında kullanılan Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus bulgaricus

bakteri suşları Kahramanmaraş Sütçü İmam Üniversitesi, Ziraat Fakültesi, Zootekni 

Bölümü, Biyoteknoloji ve Gen Mühendisliği laboratuvarı kültür koleksiyonundan temin 

edilmiştir. 118 adet S. thermophilus ve 32 adet L. bulgaricus suşu olmak üzere toplam 150 

izolat bu çalışmada kullanılmış ve Çizelge 3.1’de gösterilmiştir.
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Çizelge 3.1. Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus bulgaricus bakteri türleri.

BGML İzolat Numaraları İzolat Türü

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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Çizelge 3.1. (devam)

BGML İzolat Numaraları İzolat Türü

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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Çizelge 3.1. (devam)

BGML İzolat Numaraları İzolat Türü

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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Çizelge 3.1. (devam)

BGML İzolat Numaraları İzolat Türü

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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Çizelge 3.1. (devam)

BGML İzolat Numaraları İzolat Türü

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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Çizelge 3.1. (devam)

BGML İzolat Numaraları İzolat Türü

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 hazırlanması ve inkübasyon koşulları

      Streptococcus thermophilus suşları SM17 besiyerinde büyütülmüştür. 1000 ml saf su 

içerisinde 42,5 g M17 (Terzaghi ve Sandine, 1975) ve %1 (w/v) sükroz eklenerek sıvı besi 

ortamı hazırlanmıştır. Katı SM17 hazırlamak için besiyerine %1,5 agar ilave edilmiştir. S. 

thermophilus suşları 42 ºC’de kültüre alınmıştır (Nüve EN110).

      Lactobacillus bulgaricus suşları MRS besiyerinde büyütülmüştür. 62,8 g MRS Agar 

besiyeri 1000 ml saf su içerisinde  çözündürülüp katı besi ortamı hazırlanmıştır. Sıvı 

besiyeri ise 1000 ml saf su içerisinde 62,8 g MRS broth çözündürülerek hazırlanmıştır. L. 

bulgaricus suşları 37 ºC’de kültüre alınmıştır (Nüve EN110).

      Hazırlanan SM17 ve MRS besiyerleri 121 ºC’de 10 dakika otoklavda sterilize 

edilmiştir. Çalışmada kullanılan M17 ve MRS besi ortamlarının kimyasal içerikleri Çizelge

3.2 ve 3.3’ te verilmiştir.
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Çizelge 3.2. Laktik asit bakteri kültürleri için kullanılan M17 besi ortamının kimyasal 

içeriği.

Kimyasallar Miktar (gr/l)

Bacto tripton 5

Bacto soyton 5

Et özütü 5

Maya özütü 2.50

Askorbik asit 0.50

Magnezyum sülfat 0.25

M
17

 B
R

O
T

H
 (

M
er

ck
)

Disodyum-β-gliserol-fosfat 19

Çizelge 3.3. Laktik asit bakteri kültürleri için kullanılan MRS besi ortamının kimyasal 

içeriği.

Kimyasallar Miktar (gr/l)

Pepton 10

Et özütü 8

Maya özütü 4

Glikoz 20

Potasyum hidrojen fosfat 2

Diamonyum hidrojen fosfat 2

Sodyum asetat 5

M
R

S
 B

R
O

T
H

 (
M

er
ck

)

Mağnezyum sülfat 0.2

3.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

      PZR işlemi toplam 25 μl hacimde gerçekleştirilmiştir. Reaksiyon için; 2.5 μl buffer

(10X) [500 mM Tris-HCl (25°C’de pH 8,0), 50 mM MgCl2, 10 mM DTT], 1 μl dNTP (1 

mM), ileri ve geri primerlerden 1’er μl (20 pmol), 0,5 μl DNA polimeraz (5 u/μl) [25 mM 

Tris-HCl (pH 7,5), 0,1 mM EDTA, 1 mM DTT ve %50 (v/v) gliserol], 1 μl kalıp DNA 

(~400 ng/ml) ve 25 μl’ye tamamlamak üzere 18 μl dH2O ile karıştırılarak hazırlanmıştır.

      Primerlerin yapışma sıcaklıklarının hesaplanması ve dizi uygunlukları internet tabanlı 

program (http://www.sigma-genosys.com/calc/DNACalc.asp.) ile yapılmış ve daha sonra

ticari firmalardan sipariş edilmiştir (İontek, İstanbul). Polimeraz zincir reaksiyonu 

işleminde, 94 ºC DNA’nın denatürasyonu, 55 ºC primerlerin yapışması, 72ºC de uzama

sıcaklığı olarak ayarlanmıştır ve PZR 35 döngü olarak yapılmıştır. Çalışmada kullanılan 

biyojen amin primerlerin detayları Çizelge 3.1’ de gösterilmiştir.
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Çizelge 3.4. S. thermophilus ve L. bulgaricus türlerinin biyojen amin üretme 

kapasitelerinin belirlenmesi için tasarlanan primerlerin nükleotid dizileri.

Gen ve 

BA

Primer 

adı

Dizilim (5’3’) Uzunluk 

(bç)

Referans

hdc 

Histamin

HDC3

HDC4

AGATGGTATTGTTTCTTATG

AGACCATACACCATAACCTT
435

Coton ve Coton 

(2005)

tdc

Tiramin

TDC1

TDC2
CACGTTGACGCTGCTTACGGTGG

ACATATCCCATCTTATGTGGATC
720

Fernández ve 

ark. (2004)

odc

Ornitin

ODC1

ODC2
GTTTTCAACGCTGACAAAACTTACTTCGT

ATTGAATTTAGTTCACATTCTCTGG
972

Marcobal ve ark. 

(2005)

ldc

Lizin

CAD2F

CAD2R
CACATACCAGGACACAA

GGTATACCAGGAGGATA
1098

De las Rivas ve 

ark. (2006, 2007)

3.2.3. DNA’nın Jel Elektroforezi

      Agaroz jel hazırlamak üzere; %1 oranında agaroz, 1X Tris, Borik asit, EDTA (TBE)

tampon çözeltisinde [1000 ml TBE (1X) tampon çözeltisi hazırlamak için; 5,5 g Borik asit, 

10,8 g Trizma base ve EDTA (500 mM) çözeltisinden 4 ml eklenerek 1000 ml saf su ile 

karıştırılır] çözdürülmüştür. Analiz edilecek DNA örnekleri 1/5 (loading buffer/DNA) 

oranında yükleme solüsyonu [10 ml DNA loading buffer için; 0,025 mg bromophenol blue, 

%40 sükroz ve 2,5 ml EDTA (100 mM) (pH 8,0)] eklenerek yüklemeye hazırlanmıştır. λ 

DNA 100 baz çiftlik ya da 1000 baz çiftlik DNA markörleri (Favorgen) kullanılmıştır. 

Elektroforez tankında (ATTO Corporation), jel 100 volt ve 500 mA’da koşturulmuştur. 

Koşturulan agaroz jel Et-Br (0,5 µg/ml) ile 20 dakika boyanmıştır. DNA örnekleri UV ışığı 

(312 nm) altında görüntülenmiş ve fotoğraflanmıştır. 

3.2.4. Bakterilerin stoklanması

      Bakteriler kısa süreli stoklamalar için %15’lik gliserol içerisine alınarak -20oC’de 

saklanmıştır. Uzun süreli saklama ise, besiyerinde 16 saat büyütülen bakterilerden 200 μl 

alınarak 12.000 rpm (14,515 g)’de 3 dakika çöktürülerek supernatant kısmının 

uzaklaştırılması ve peletlerin %30 gliserol içeren MRS veya SM17 besi yerinde çözdürüp, 

şok soğutma ile -80ºC’de gerçekleştirilmiştir.
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3.3. Örneklerin HPLC Analiz

3.3.1. HPLC Standartlarının Oluşturulması

      HPLC (Yüksek Performanslı Sıvı Kromatografisi) analizleri SPD-M20A diode array 

detektöre, iki kanallı gradient pompaya (Shimadzu LC-10AT), autosampler (SIL 20AC), 

kolon fırını (CTO-20AC), FCV-11AL dalga birimli bir communication bus module (CBM-

20A) sahip Shimadzu Prominence HPLC cihazı (Shimadzu, Kyoto, Japan) ile 

gerçekleştirilmiştir. Metabolitler için Capcell Pak 5 μ C18 MG, 150X4.6 kolonu 

(Phenomenex, Macclesfield, Cheshire, UK) kullanılmıştır. 

      HPLC sistemi için standartlar sodyum pirüvat (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 hazırlanmıştır. Oluşan piklerin yükseklik ve alan hesapları PC1000 

kromotografik analiz sistemi ile (Thermo Separation Products) yapılmıştır.
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4. BULGULAR VE TARTIŞMA

      Biyojen aminlerin belirlenmesi için kromotografi, florimetri, kapiler elektroforez v.b. 

teknikler kullanılmaktadır. Bunların içerisinde kromotografik yöntemler en uygun 

yöntemlerdir. Yüksek performans sıvı kromotografisi (HPLC), ince tabaka kromotografisi 

(TLC) ve gaz-sıvı kromotografisi (GLC) BA analizlerinde yoğun bir şekilde kullanılan 

kromotografik yöntemlerdir (Shakila ve ark., 2001). Bu çalışmada biyojen amin içeriği 

Landete, Ferrer ve Polo tarafından önerilen HPLC tekniği ile belirlenmiştir (Landete ve 

ark., 2005).

4.1. İzolat Türlerinin Teyit Edilmesi

      Yoğurttan daha önce izole edilmiş 115 adet farklı S. thermophilus ve 35 adet farklı L. 

bulgaricus suşları -20 0C’de muhafaza halinden alınıp canlandırma işlemine tabi tutulmuş, 

ardından ekimleri S. thermophilus suşları için SM17 ve L. bulgaricus suşları için MRS 

besiyerlerine yapılarak büyüme sıcaklıklarına göre saf halde geliştirilmişlerdir. İzole 

edilen S. thermophilus ve L. bulgaricus türlerinin moleküler tanımlamalarının teyidi 16S 

rRNA gen bölgesi dizileri kullanılarak yapılmıştır. Primerler  L. bulgaricus türü için 232 

bç S. thermophilus türü için 157 bç bölgeyi çoğaltacak şekilde tasarlanmıştır. L. bulgaricus 

ileri primeri LbF 5’→ 3’ yönünde ACGCTGAAGAGAGGAGCTTG, geri primeri ise LbR 

5’→ 3’ yönünde GCAATTGCCCC-TTTCAAATA nükleotid diliminde tasarlanmıştır. S. 

thermophilus ileri primeri StF 5’→ 3’ yönünde TCAAAGATTCCTTCGGGATG, geri 

primeri ise StR 5’→ 3’ yönünde TACGCATCATTGCCTTGGTA nükleotid diziminde 

tasarlanmıştır. PCR işlemi 95 ºC’de 4 dk. İlk ayrıştırma ile başlatılmış daha sonra 35 döngü 

olmak üzere 94 ºC’de 1 dk. denatürasyon, primerler için uygun yapışma sıcaklığında (60 

ºC) 1 dk. ve 72 ºC’de uygun sentez zamanı boyunca gerçekleştirilmiştir. PCR ürünleri % 1’ 

lik jel hazırlanarak, elektroforeze yüklenmiş PCR ile çoğaltılan bölgeler UV ışığı altında 

gözlenmiş ve fotoğraflanmıştır. İzolatlardan 39, 65 ve 128 L. bulgaricus 91 ve 93 S. 

thermophilus  olmak üzere Şekil 4.1’ de verilmiştir.
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Şekil 4.1. İzolatların PZR ile çoğaltılması sonucu elde edilen jel görüntüsü.

                                 M         3            65          91          93      128

S. thermophilus        L. bulgaricus

100 

200 

300 

500 

1000 

3000 

232 bç 

157 bç
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4.2. Biyojen Amin Üretim Potansiyellerinin Tespiti

      Moleküler tanımlaması teyit edilen koloniler kullanılarak hdc, tdc, odc ve ldc gen 

bölgeleri spesifik primerler kullanılarak PZR tekniği ile çoğaltılmıştır. Çoğaltılan genlerin 

%1’ lik agaroz jeldeki görüntüleri elde edilmiştir. Genetik olarak biyojen amin üretme 

potansiyeli olan izolatların biyojen amin üretimleri HPLC analizi uygulanarak, histamin, 

tiramin, pütresin ve kadaverin miktarlarının ortalama değerleri mg/L (mg/kg) olarak tespit 

edilmiştir. Böylece biyojen amin üretme kapasitelerinin moleküler olarak tespiti yapılmış 

olup, türler ve farklı biyojen aminler arasında farklılık gözlenmiştir. 

4.2.1. Histamin Üretiminin Moleküler ve Enstrümental İncelenmesi

      Histamin üretimi hdc geninin HDC3 ve HDC4 primerleri ile çoğaltılarak 435 bç. 

uzunluğundaki bölgenin çoğaltılması esasına dayanmaktadır. Şekil 4.2’ de ise 7, 48, 49, 57, 

61, 62, 64, 68, 72 ve 90 numaralı izolatların histamin ürettiği fakat sadece 7, 48 ve 72 nolu 

izolatların istenilen uzunluklarda bant gösterdiği gözlenmiş, diğer izolatların ise yapışma 

sıcaklıklarının farkından dolayı bant boylarında değişiklik göstermiştir.

      Şekil 4.2’ de 91, 93, 99, 116, 118, 125, 131, 138, 139, 140, 143, 144, 145, 146 ve 147 

numaralı S. thermophilus izolatlarının hdc genini içerdiği ve 435 bç bant uzunluğunda

olduğu gözlemlenmiştir. Bu izolatlar histidini dekarboksile etme yeteneğine sahip olup 

histamin üretebildiğini göstermiştir. 
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Şekil 4.2. Koloni PZR ile histidin (hdc) geninin çoğaltılmış ve %1’lik agaroz jel görüntüsü. 

M; 100 bç markör (Favorgen)

           M     6   7    48   49   53  54   55  56   57   58   59  60   61  62   64   67  68   69  70   72  74   75   76   81  90

Şekil 4.2. (devam) Koloni PZR ile histidin (hdc) geninin çoğaltılmış ve %1’lik agaroz jel 

görüntüsü. M; 100 bç markör (Favorgen)

         M      91     93     99   100   116   118   125   131   132   138   139   140   143  144  145   146   147      

435 bç 400 bç

400 bç 435 bç
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Çizelge 4.1. SM17 Histidin besi ortamında geliştirilen bazı S. thermophilus izolatlarının 

ürettiği Histamin miktarlarının HPLC ile belirlenmesi.

İzolat Numarası Biyojen Amin miktarı (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 

      Yapılan HPLC analizine göre (çizelge 4.1) histidin eklenmiş SM17 besi ortamında 

geliştirilen 7 numaralı izolatın histamin üretim miktarlarındaki ortalama değeri 1881.93 

mg/L olup, bunlar sırasıyla; 48 numaralı izolat için 1339.92 mg/L, 49 numaralı izolat için 

0.58 mg/L, 57 numaralı izolat için 32.31 mg/L, 61 numaralı izolat için 0.51 mg/L, 62 

numaralı izolat için 0.70 mg/L, 64 numaralı izolat için 0.54 mg/L, 68 numaralı izolat için 

12.17 mg/L, 72 numaralı izolat için 9806.21 mg/L, 90 numaralı izolat için 6974.67 mg/L, 

93 numaralı izolat için 3590.72 mg/L, 119 numaralı izolat için 21.66 mg/L, 121 numaralı 

izolat için 10.21 mg/L, 123 numaralı izolat için 14.06  mg/L, 125 numaralı izolat için 19.06  
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mg/L, 134 numaralı izolat için 359.60 mg/L, 138 numaralı izolat için 0 mg/L, histidin 

eklenmiş MRS besi ortamında geliştirilen 89 numaralı izolatın histamin üretim 

miktarlarındaki ortalama değeri ise 1.55 olarak tespit edilmiştir.

4.2.2. Tiramin Üretiminin Moleküler ve Enstrümental İncelenmesi

      Şekil 4.3’ te 38, 40, 61, 62, 63, 68, 69, 72, 74, 75, 83, 93, 95, 116, 118, 128 ve 145 

numaralı S. thermophilus ve 128 numaralı L. bulgaricus izolatlarının yapılan koloni PZR 

sonucunda, tdc geninin 720 bç uzunluğunda bant verdiği gözlemlenmiştir. Bu izolatların

tirozini dekarboksile edip tiramini meydana getirdiğini göstermektedir. 70 numaralı 

izolatın tdc genini içermediği ise kontrol grubu olarak tespit edildiği Şekil 4.3’ te 

gösterilmiştir. 

      Lactococcus lactis ssp. cremoris, Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus 

delbrueckii ssp. bulgaricus suşlarının tirozini dekarboksile ederek tiramini ürettiği 

bilinmektedir (Bunkova ve ark., 2009). Aynı şekilde Marino ve arkadaşları 2008 yılında 

yaptıkları çalışmada Streptococcus thermophilus’ un tiramini ürettiğini bulmuştur. Bu 

çalışmada şekil 4.3’ te gösterilen izolatların çoğu S. thermophilus suşuna ait olup bunun 

yanısıra 128 numaralı L. bulgaricus izolatının tiramin üretme kapasitesine sahip olduğu bu 

literatürle desteklenebilir.

Şekil 4.3. Koloni PZR ile tirozin (tdc) geninin çoğaltılmış ve %1’lik agaroz jel görüntüsü. 

M; 100 bç markör (Favorgen)

    M    38   40    61    62    63    68   69    72   74   75    83    93   95   116  118 128  145  70    M

  

720 bç700 bç

kontrol
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Çizelge 4.2. SM17 ve MRS Tirozin besi ortamında geliştirilen bazı S. thermophilus ve L. 
bulgaricus izolatlarının ürettiği Tiraminin miktarının HPLC ile belirlenmesi.

İzolat Numarası Biyojen Amin miktarı (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) 443.57

BGML 93 (St) 338.73

BGML 95 (St) 241.34

BGML 116 (St) 5.05

BGML 118 (St)   12.15

BGML 128 (Lb) 70.49

BGML 145 (St) 3871.46

      Yapılan HPLC analizine göre çizelge 4.2’de de gösterildiği gibi; tirozin eklenmiş 

SM17 besi ortamında geliştirilen 38 numaralı izolatın tiramin üretim miktarlarındaki 

ortalama değeri 347.18 mg/L olup bunlar sırasıyla 40 numaralı izolat için 31.85 mg/L, 61 

numaralı izolat için 6512.59 mg/L, 62 numaralı izolat için 10.45 mg/L, 63 numaralı izolat 

için 6235.08  mg/L, 68 numaralı izolat için 5906.61 mg/L, 69 numaralı izolat için 634.25 

mg/L, 70 numaralı izolat için 1.91 mg/L, 72 numaralı izolat için 5575.72 mg/L, 74 

numaralı izolat için 51.11 mg/L, 75 numaralı izolat için 2.38  mg/L, 83 numaralı izolat için 

443.57  mg/L, 93 numaralı izolat için 338.73 mg/L, 95 numaralı izolat için 241.34 mg/L, 

116 numaralı izolat için  6.888 mg/L, 118 numaralı izolat için 23.30 mg/L, 145 numaralı 

izolat için 3871.47 mg/L’ dir. Tirozin eklenmiş MRS besi ortamında geliştirilen 128 

numaralı izolatın tiramin üretim miktarlarındaki ortalama değeri ise 70.50  mg/L olarak 

belirlenmiştir.
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4.2.3. Pütresin Üretiminin Moleküler ve Enstrümental İncelenmesi

      Şekil 4.4’ de 116, 118 ve 119 numaralı S. thermophilus izolatların yapılan koloni PZR 

sonucunda, odc geninin 972 bç uzunluğunda bant verdiği gözlemlenmiştir. Bu da S. 

thermophilus’ a ait izolatların ornitini dekarboksile edip pütresini meydana getirdiğini 

göstermiştir. 

Şekil 4.4. Koloni PZR ile ornitin (odc) geninin çoğaltılmış ve %1’lik agaroz jel görüntüsü. 

M; 100 bç markör (Favorgen)

    M              116            118          119

Çizelge 4.3. SM17 Ornitin ortamında geliştirilen bazı S. thermophilus izolatlarının ürettiği 

Pütresinin HPLC analizlerine göre elde edilen ortalama değerleri.

İzolat Numarası Biyojen Amin miktarı (mg/L)

BGML 116 (St) 5342.35

BGML 118 (St) 850.87

BGML 119 (St) 2694.37

      Yapılan HPLC analizine göre çizelgede 4.3’ te gösterildiği gibi; ornitin eklenmiş SM17 

besi ortamında geliştirilen 118 numaralı izolatın pütresin üretim miktarlarındaki ortalama 

değeri 850.87 mg/L ve 119 numaralı izolat için bu değer 2694.37 mg/L olarak 

belirlenmiştir. 

972 bç
1000 bç
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4.2.4. Kadaverin Üretiminin Moleküler ve Enstrümental İncelenmesi

      Şekil 4.5.’de 118 ve 119 numaralı S. thermophilus izolatların yapılan koloni PZR 

sonucunda ldc geninin 1185 bç uzunluğunda bant verdiği gözlemlenmiştir. Bu da bu 

izolatların lizini dekarboksile edip kadaverini meydana getirdiğini göstermiştir.

Şekil 4.5. Koloni PZR ile lizin (ldc) geninin çoğaltılmış ve %1’lik agaroz jel görüntüsü. M; 

100 bç markör (Favorgen)

         M                 118            119

Çizelge 4.4. SM17 Lizin ortamında geliştirilen bazı S. thermophilus izolatlarının 

ürettiği Kadaverinin HPLC analizlerine göre elde edilen ortalama değerleri.

İzolat Numarası Biyojen Amin miktarı (mg/L)

BGML 118 (St) 12487.99

BGML 119 (St) 5892.47

      Yapılan HPLC analizine göre; lizin eklenmiş SM17 besi ortamında geliştirilen 118 

numaralı izolatın kadaverin üretim miktarlarındaki ortalama değeri 12487.99 mg/L ve 119 

numaralı izolat için bu değer mg/L 5892.47 olarak belirlenmiştir.

     

      

1185 bç

1000 bç
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      Ülkemizde dahil olmak üzere pek çok ülkede, 1990 yılından bu yana çeşitli gıdalarda 

biyojen amin oluşumu ve miktarları üzerine özellikle fermente et ürünlerinde ve çeşitli 

peynirlerde çok sayıda araştırma yapılmıştır (Durlu- Özkaya 2002; Bruna ve ark., 2003). 

Bu gruptan laktik asit bakterilerinin çoğu biyojen amin üretebilmektedir (Arena ve ark., 

2007; Arena ve de Nadra, 2001; Landete ve ark., 2008). Ülkemizdeki bu gıdaların biyojen 

amin miktarları konusunda yapılmış çeşitli araştırmalar bulunmakla birlikte, turşuların da 

üretim sürecinde biyojen amin oluşumu ve piyasada satışa sunulan turşuların biyojen amin 

içerikleri ile ilgili yapılmış birkaç çalışması mevcuttur (Yücel ve ark., 2001; Ekici ve 

Coşkun, 2004;).

      Biyojen amin üretimi türden ziyade suşa bağımlıdır. Aynı türün farklı suşları farklı 

biyojen amin üretebilmektedir. Bir çok tür bir veya daha fazla amino asiti aynı anda 

dekarboksile edebilmektedir (De las Rivas ve ark., 2005). 

      Bu çalışmada biyojen amin üretimi için kullanılan S. thermophilus ‘un 116 ve 118 

numaralı izolatların histamin, tiramin, pütresin ve kadaverini aynı anda üretme özelliğine

(histidin, tirozin, ornitin ve lizinin dekarboksile etme özelliğine) sahip oldukları tespit 

edilmiştir. Benzer şekilde 119 nolu izolatın pütresin ve kadaverini ürettiği (ornitin ve 

lizinin dekarboksile edildiği); 61, 62, 68, 72, 93 ve 145 numaralı izolatların ise hem tiramin 

hemde histamin üretebildiği tespit edilmiştir. Çalışmamız, Arena ve ark., 2007; Arena ve 

de Nadra, 2001; Landete ve ark., 2008 literatürlerindeki çalışmayla paralellik 

göstermektedir. S. thermophilus ‘un farklı suşları ise farklı biyojen amin üretme yeteneğine 

sahiptir ve burda biyojen amin üretiminin türden ziyade suşa bağımlı olduğu 

gözlenmektedir.

      Dekarboksilaz enzimini oluşturarak biyojen amin oluşumuna sebep olan 

mikroorganizmalar arasında Streptococcus ssp. ve Lactobacillus ssp. cinsi türleri 

bulunmaktadır (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 suşlarında tespit edilmesi, çalışmamızda kullanılan suşların biyojen amin üretme 

özellikte olması literatürlerle paralellik göstermektedir. 

      Pek çok ülkede biyojen amin indeksi (BAI) uygulamaları başlamışken, ülkemizde 

üretilen geleneksel ve ticari çeşitli fermente ürünlerin biyojen amin miktarlarının 

belirlenmesi son derece önemlidir. Yoğurtlarla ilgili yapılan bir çalışmada 0.21 mg/kg 

histamin ve 1.25 mg/kg tiramin bulunduğu tespit edilmiştir (Suhren ve ark., 1982). Başka 

bir araştırmada ise yoğurtta 0.1 mg/kg histamin, pütresin ve spermidin tespit edilmesine 
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karşın; tiramin, feniletilamin, kadaverin ve spermin saptanmadığı bulunmuştur. (Sieber ve 

Lavanchy, 1990). Pastörize sütten üretilen peynirlerin toplam biyojen amin içeriğinin 51-

1096 mg/kg arasında değiştiği, buna karşılık çiğ sütten yapılanlarda bu değerin 1011-3133 

mg/kg olduğu belirlenmiştir (Üçüncü, 2004).

      Yoğurtlardan yapılan bu çalışmada, en yüksek biyojen amin konsantrasyona sahip 

izolatlar sırasıyla; 118 numaralı izolatın kadaverin içeriği 12487.99 mg/L, 72 numaralı 

izolatın histamin içeriği 9806.21 mg/L, 90 numaralı izolatın histamin içeriği 6974.67 

mg/L, 61 numaralı izolatın tiramin içeriği 6512.59 mg/L, 63 numaralı izolatın tiramin 

içeriği 6235.08 mg/L, 68 numaralı izolatın tiramin içeriği 5906.61 mg/L, 119 numaralı 

izolatın kadaverin içeriği 5892.47 mg/L, 72 numaralı izolatın tiramin içeriği 5575.52 mg/L, 

116 numaralı izolatın pütresin içeriği 5342.35 mg/L, 145 numaralı izolatın tiramin içeriği 

3871.46 mg/L, 93 numaralı izolatın histamin içeriği 3590.72 mg/L, 119 numaralı izolatın 

pütresin içeriği 2694.37 mg/L, 7 numaralı izolatın histamin içeriği 1881.93 mg/L ve 48 

numaralı izolatın histamin içeriği 1339.92 mg/L olarak tespit edilmiştir. Dekarboksilaz 

aktivitesi en fazla olan biyojen amin ise sırasıyla; kadaverin, histamin, tiramin ve pütresin 

olarak gösterilerbilir.

      En düşük biyojen amin konsantrasyona sahip izolatlar ise, histamin üretme özelliğine 

sahip BGML 49, BGML 61, BGML 62, BGML64, BGML 68 olup bunlar 1.0 mg/L’nin 

altında değerler göstermiştir. 138 numaralı izolatın histamin içeriğinin 0 olmasına karşılık, 

yapılan PZR sonuçlarında hdc genini taşıdığı gözlenmiştir. Bu izolatları takiben BGML75 

izolatı 2.38 mg/L, BGML 116 izolatı 5.05 mg/L, BGML 118 izolatı 12.15 mg/L ve BGML 

128 izolatı 70.49 mg/L oranında tiramin içermektedir.

      1000 mg/kg oranında toplam biyojen aminin vücuda alınmasının insan sağlığı için 

tehlike taşıdığı düşünülmektedir. Söz konusu bu değer gıda kaynaklı histamin 

intoksikasyonları temel alınarak hesaplanmıştır (Silla-Santoz, 1996). 100 mg/kg gıda ve 2 

mg/L alkollü içecek histamin için üst limit olarak önerilmiştir. Histamin dışında diğer 

aminlerin toksik dozlarının belirlenmesi için çok az bilgi olmasına rağmen 100-800 mg/kg 

tiramin için, 30 mg/kg ise feniletilamin için eşik doz olarak belirtilmiştir (Ten Brink ve 

ark., 1990). 

      Avrupa Birliği balıklarda histamin oranının 10-20 mg/100 g’ ı aşmamasını 

önermektedir (Silla-Santoz, 1996). Türk Gıda Kodeksi’ ne göre histamin miktarının 

balıklarda 200 mg/kg’ ı, şaraplarda ise 10 mg/kg’ ı aşmaması gerekmektedir (Çolak ve 

Aksu, 2002). Fermente sucuklarda yüksek seviyelerde biyojen amin oluşumu rapor 

edilmesine rağmen bu ürün için yasal bir limit önerilmemesine rağmen (Çolak ve Aksu, 



39

2002) süt ve süt ürünlerinde biyojen amin içeriği açısından herhangi bir yasal limit 

bulunmamaktadır.

      Emmanuel ve Monika Coton’ un 2005 yılında yapmış oldukları çalışmada fermente 

gıda ve içeceklerden izole edilen gram pozitif (+) bakterilerinin histamin ve tiramin üretimi 

direkt koloni  multiplex PZR yoluyla incelenmiştir. 4 farklı türün histamin gen bölgeleri 

karşılaştırma yapılmış ve hepsinde ortak gen bölgesi tespit edilmiştir. Literatürde

kullanılan histamin ve tiramin primerleri, bu çalışmanın materyal metot kısmında verilen

Çizelge 3.1’ deki tasarlanan primerle tespit edilen baz çifti uzunlukları bu çalışmayla

paralellik göstermektedir.

      Peynirde, genellikle fazla miktarlarda tiramin, histamin, pütresin ve kadaverin 

bulunmaktadır (Vale ve Gloria 1998; Valsamaki , 2000). Peynirlerde en çok rastlanan 

biyojen amin tiramindir (Karahan, 2001). Peynirdeki BA miktarı peynir türü, imalat 

tekniği, olgunlaşma süresi, üretimden sonra geçen zaman (Ramantanis, 1984) olgunlaşma 

süresince katılan mikroorganizmaların bileşimi ve bunların dekarboksilaz aktivitesi 

(Pechanek ve ark., 1983) gibi faktörlere bağlı olarak değişmektedir. Aygün ve 

arkadaşlarının 1999 yılında yaptığı çalışmaya göre; çeşitli sert peynirlerden alınan 

örneklerde tespit edilen histamin değeri 352 mg/kg olup bunlar sırasıyla tiramin için 173 

mg/kg, pütresin için 74 mg/kg ve kadaverin için bu değer 123 mg/kg  olarak bulunmuştur.
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER 

      Biyojenik aminler, gıdalarda mikroorganizma aktivitesine bağlı olarak oluşan düşük 

moleküler ağırlıklı bileşiklerdir. Biyojen aminler mikrobiyal fermentasyonun ve 

bozulmanın gerçekleştiğini göstermektedir. Biyokimyasal olarak; putresin arjinin veya 

ornitin, histamin histidin, kadeverin lizin, tiramin trozin dekarboksilasyonu ile 

oluşmaktadır. Amino asit dekarboksilasyonu türe, suşa ve çevre şartlarına göre farklılık 

göstermektedir. Dolayısı ile izole edilmiş türlerde biyojenik amin üretme özelliklerinin 

tespit edilmesi önemlidir.

      Bu çalışmada, Lactobacillus bulgaricus ve Streptococcus thermophilus suşlarının 

ürettikleri dört farklı biyojen amin olan; histamin (hdc), tiramin (tdc), pütresin (odc) ve 

kadaverinin (ldc) gen bölgelerine özgü primerler tasarlanarak bu bölgeler PCR ile tespit 

edilmiştir. PZR’ da çoğaltılan bu bölgeler agaroz jelde görüntülenmiştir. Böylelikle 

moleküler olarak tespit edilen biyojenik amin genler, HPLC yöntemi ile BA üretme 

özellikleri mg/L cinsinden bulunmuştur. Yoğurt izolatlarında dekarboksilaz aktivitesini en 

yüksek gösteren biyojen amin sırasıyla; kadaverin, histamin, tiramin ve pütresin olarak 

tespit edilmiştir.

      LAB, genel olarak patojen olmayan faydalı mikroorganizmalar olarak bilinmesine

rağmen ekosistemde komşu olarak bulundukları patojenlerden plazmit ve gen 

kazanmışlardır. Dolayısı ile biyojen amin üretimleri hep göz ardı edilmiş olan LAB’nin bu 

yönleri çalışmamızda moleküler ve enstrümental olarak tespit edilmiştir. Türler  ve farklı 

biyojen aminler arasında farklılıklar tespit edilmiştir. Yani aynı türün birden fazla BA geni 

taşıdığı ve bir BA çeşidinin farklı türler tarafından da üretebildiği tespit edilmiştir.

      Bu tez çalışmasında sonuç olarak; doğal izolatların, gıda güvenliği açısından biyojen 

amin miktarları belirlenip daha sonra gıda endüstrisi için önerilmeleri gerekir. Gıdalarda 

BA derişimleri hijyenik koşullardan etkilenmekte, gıda işleme ve muhafaza sırasında 

değişime uğramaktadır. Bu nedenle gıdalardaki BA’ ların belirlenmesi sonucunda gıda 

kalitesi hakkında bilgi edinilmesi mümkün olmakta ayrıca, erken ve hızlı olarak biyojen 

amin belirlenmesi biyojen aminlerin oluşumunun önlenmesi açısından önemlidir.       

Moleküler metotlar geleneksel metotlara  oranla daha hızlı ve kesin sonuçlar vermesi 

nedeniyle önem arz etmektedir. Belirli bir düzeyin üzerinde tüketilen gıdalar insan 

sağlığında çeşitli rahatsızlıklara neden olmaktadır. BA içeren süt ürünleri ve diğer gıdaların 

zehirlenmelere neden olabilecek kadar amin içermeleri nedeniyle gıda toksikasyonları 
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açısından önemli rolünün olduğu göz ardı edilmemesini ve bu konudaki toksite

başlangıcının  limit değerlerine yönelik çalışmaların arttırılması önerilmektedir.
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Ek Şekil 1 : Histidin besi ortamında geliştirilen BGML 72 izolatının HPLC’de belirlenen 

biyojenik amin kromotogramı
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