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OZET

Anahtar kelimelerSalgam, Laktik asit bakterileri, Dekarboksilaz akegi, Biyojen
amin

Geleneksel yontemle Uretilgalgam suyu érneklerinden fermantasyon siresince De
Man Rogosa Sharp (MRS) Agar besiyerine yapilan gilamims ve 85 adet bakteri
izole edilmitir. Seksenbg izolatin 56 adedi laktik asit bakterisi (LAB) o
dogrulanmstir. Bunlarin 40 adedi streptobakteri, 11 adedctobacillus 3 adedi
Lactococcus birer adedi isd_euconostocve Streptococcularak tanimlannstir.
Histidin, ornitin, tirozin, lizin, fenilalanin, amin veya triptofan ilave edilni
modifiye dekarboksilaz besiyerinde izolatlarin dékdksilaz aktiviteleri test
edilmistir. Ellialti LAB susunun 53 adedi hem arjinin hem de tirozin dekardaksi
pozitif sonug verngitir. izolatlardan biri (2C5) tirozin dekarboksilaz nefaikisi
(4C10 ve 4E9) ise arjinin dekarboksilaz negatiksggon vermgtir. LAB suslarinin
hicbiri histidin, ornitin, lizin, fenilalanin ve ipptofan aminoasitlerini dekarboksile
edememgtir. LAB suslan tirozin ve arjinin ilave edilnsi MRS Broth besiyerinde
gelistirildikten sonra besiyerinde alan biyojen aminler HPLC (ylksek performansli
sivi kromotografisi) ile kantitatif olarak belirlemistir. izolatlarin tamami agmatin
(105,78 - 867,53 mg/l) ve tiramin (24,52 - 649,723/ Gretmglerdir. Putresin
uretimi ise sadece 0OA8 nolu izolatta belirlenemgmiiserleri ise 2,09 ile 33,34 mg/I
aralginda putresin Uretrglerdir. Tirozin dekarboksilaz negatif reaksiyon eer2C5
nolu izolatin tiramin, arjinin dekarboksilaz nedgagaksiyon veren 4C10 ve 4E9 nolu
izolatlarin ise agmatin ve putresin Urettikleri idehmistir. Diger bir deysle
dekarboksilaz testi bu (¢ izolatta sahte negatifugovermgtir. izolatlarda ornitin
dekarboksilaz aktivitesine rastlanmamasinggmen MRS Broth besiyerinde
gelistirildiklerinde putresin olgmasi nedeniyle, bu bakterilerin agmatin tzerinden
agmatin deiminaz veya agmatinaz ve N-Karbamolpuirésdrolaz enzimleri ile
putresin olgturduklar digunulmektedir. Buna gore, laktik asit bakterilerigadgam
fermantasyonu sirasinda 0zellikle tiramin ve agmatlusumundan sorumlu
olduklari ve az miktarda da putresin Urettiklenngouna varilnstir..
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DETERMINATION OF DECARBOXYLATION ACTIVITY AND
BIOGENIC AMINES-PRODUCING ABILITY OF LACTIC ACID
BACTERIA ISOLATED FROM SHALGAM

SUMMARY

Key Words : Shalgam, Lactic acid bacteria, Decaytase activity, Biogenic amine

Serial dilutions from shalgam samples producedraglitional method were spread
onto De Man Rogosa Sharpe (MRS) Agar and typicinies were isolated. Out of
85 isolates, 56 confirmed as lactic acid bactetidB). These isolates were
identified as follow; 40 streptobacteria, Lactobacillusspp., 3Lactococcusspp., 1
Leuconostocsp and 1Streptococcussp. Decarboxylase activity of isolates were
tested using modified decarboxylase medium, adaedod the histidine, ornithine,
tyrosine, lysine, phenylalanine, arginine or trygtan amino acids. Fifty three of 56
LAB isolates gave positive results for both argenand tyrosine decarboxylase. One
of the isolates (2C5) was tyrosine decarboxylaggtive while two isolates (4C10
and 4E9) gave negative reaction for arginine dexafdbse. None of isolates could
decarboxylate histidine, ornithine, lysine, phefgine or tryptophan. After LAB
strains were grown in MRS Broth containing tyrosamel arginine, biogenic amines
were detected quantitatively by HPLC (High Presduqgeid Chromatography). All
strains produced agmatine (105.78 — 867.53 mghl) tgramine (24.52 — 649.72
mg/l). Production of putrescine was not detectely dor one isolate (0OA8) while
other isolates produced putrescine at the ranga @9 to 33.34 mg/l. Tyrosine
decarboxylase negative isolate (2C5) produced tyramnd arginine decarboxylase
negative isolates (4C10 and 4E9) produced agmatideputrescine. In other words,
these three isolates gave false-negative resultsdetarboxylase test for
corresponding amino acids. Although none of théates decarboxylated ornithine,
almost all of the isolates produced putrescine ssiygg these bacteria produced
putrescine via agmatine deaminase or agmatinase Na@&rbomoylputrescine
hydrolase enzymes. Therefore, it was concluded dbeihg shalgam fermentation
LAB were mainly responsible for tyramine and agmatformation, as well as a
small amount of putrescine.

viii



BOLUM 1. GIiRiS

Aminoasitler laktik asit bakterileri (LAB) icin omeli besin 6geleri olup, hicre igi
pH kontroll, enerji Uretimi ve stres direnci gibzyolojik olaylarda rol alirlar.
LAB’'nin aminoasit metabolizmasi gida kalitesi veda@iguvenigi acisindan da
onemlidir. Cunkl bazi gidalarda aminoasitler kagektik aromanin okumuna
katkida bulunurlar. Fer yandan s#ik acisindan risk olarak kabul edilen biyojen
aminler aminoasitlerin dekarboksilasyonu ilesohaktadir. Yapilan ¢caimalar LAB
nin aminoasitleri tamamen metabolize edebildikieri@ncak bu 6zelfiin turler
arasinda buyuk oOlcude glgtigini gostermgtir (Tamamet al, 2000; Kieronczyket
al., 2001; Williamset al,, 2001; Liuet al, 2003).

Dekarboksilaz enzimleri LAB’ nin 6zellikle aminoasatabolizma yolunda énemili
rol oynarlar. Aminoasitler asidigartlar altinda aminleri okiurmak i¢in dekarboksile
edilebilirler. Belirli dekarboksilaz enzimleri pH.® ve altinda cok iyi aktivite

gOsterirler.

Biyojen aminler, aminoasitlerin dekarboksilasyoraya aldehit ve keton gruplarinin
transaminasyonu ile odan azotlu bilgiklerdir. Gidalarda biyojen amin ajumu
gidalarda varolan aminoasitlerin dekarboksilasye&@enzimatik aktivite icin uygun
kosullarin olismasiyla dekarboksilaz enzim aktivitesine sahip pokganizmalarin
faaliyeti sonucu meydana gelmektedir. Ozelliklelbak Urunleri, et ve et trtnleri,
peynir gibi caitli gidalarda, bira,sarap, lahana tgusu gibi fermente Urunlerde,
onemli miktarda olgtuklari bildiriimektedir (Shalaby, 1996).

Laktik asit fermantasyonu ile elde edilglgam suyu, kirmizi renkli, bulanik, gk
lezzetli bir icecektir (CanBave Fenerciglu, 1984; Canbave Deryaglu, 1993;

Tarker et al, 2007; Arslan et al, 2005). Fermantasyond&actobacillus



sanfranciscensis, Lactobacillus pontis, Lactobasill brevis, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus alimentarius, Lactobacdluructivorans, Lactobacillus
reuteri, Lactobacillus fermentum, Saccharomycesevisiae ve az oranda
Saccharomyces exiguous, Candida kruseCandida millerietkilidir (Erginkaya ve
Hammes, 1992; Blandiet al, 2003; Paramithiotist al, 2006).

Salgam suyu fermantasyonu sirasinda etkili olan LB’ dekarboksilaz enzim
aktiviteleri ve biyojen amin okiurma yetenekleri Gzerine yapilgnbir calsmaya
rastlanmanstir. Bu nedenle, bu ¢camadasalgam suyu fermantasyonu sirasinda
laktik asit bakterilerinin izolasyonu, tanimlanmasdekarboksilasyon enzim

aktivitelerinin ve biyojen amin olturma yeteneklerinin belirlenmesi hedeflegtini



BOLUM 2. KAYNAK OZETLER 1

Biyojen aminler cgitli fermente gidalarda bulunan gik molekuler girlikli azotlu
bilesiklerdir ve genel olarak aminoasitlerin mikrobiyalekarboksilasyonu ile
uretilirler (Anhi ve Bayram, 2009). Gidalarda bigaj amin dretimi hem
dekarboksilaz enzimi Uretme kapasitesine sahip ooikfanizmalarin vaiina hem
de dekarboksilaz sentezi icin gerekhrtlarin uygunlguna b&hdir (Ayhan ve
Durlu-Ozkaya, 2007). Mikroorganizmalarin amin Umgtiasidik bir cevreye kar
koruyucu mekanizmalari ile gkilidir (Arena ve Manca de Nadra, 2001). Aminler
laktik asit bakterileri tarafindan aminoasit delddkilasyonu ile peynir, sucuk,
fermente sebzeler ve alkolli icecekler gibi gida igeceklerin fermantasyonu
sirasinda olgur (Ibe et al, 1992; Lonvaud-Funel, 2001; Suzzia ve Gadrin30
Loret et al. 2005). Poliaminler olarak nitelendirilen spermie spermidinin ise
putresinden meydana geldileri strilmektedir (Kalé et al. 1999). Bazi biyojen

aminlerin olgum mekanizmalar§ekil 2.1’ de gosterilnytir.

Gidalarda biyojen aminlerin vagh ve birikimi dncelikle aminoasit dekarboksilaz
enzim aktivitesine sahip, laktobasil, enterokokknokok ve bircok enterobakteri
swu gibi mikroorganizmalarin vagiyla iliskilidir (Suzzi ve Gadrini, 2003;
Martuscelli et al, 2005). Histamin, tiramin, putresin, kadaverimptamin, 2-
feniletilamin, spermin, spermidin ve agmatin giddia olan Onemli biyojen

aminlerdir.

Gidalarda d§iik seviyedeki biyojen aminler ciddi bir risk olargkrtlmez. Ancak,
tuketilen miktar yiksek ise veya amin katabolizmasinormal rotasini inhibe
ediyorsa, hipotansiyon (histamin, putresin, kadaverarliginda), hipertansiyon
(tiramin varlginda), mide bulantisi, baagrisi, kizarnkhk, ba donmesi, kalp
carpintisi, kusma ve hatta beyin kanamasi, angéklgkk sendromu ve 6lim gibi



cssitli fizyolojik etkilerle sonuclanabilir (Shalabyl996; Halaszt al, 1994; Silla
Santos 1996).
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Sekil 2.1 Biyojen aminlerin olgumunda metabolik iz yolu (Yucek al.,2001)

Batin biyojen aminler ayni derecede toksikgitlerdir. Histamin, tiramin ve 2-
feniletilamin dier biyojen aminlere gore daha yuksek toksik etksahiptirler
(Shalaby, 1996). Ayrica putresin ve kadaverin daaminin toksisitesine katkida

bulunduklarindan gida zehirlenmelerinde 6nemlioyiarlar. Poliaminler kanserojen



bilesikler olarak bilinen nitrozaminleri okturan nitritle reaksiyona girebilirler. Gida
maddeleri ve iceceklerdeki biyojen amin seviyelebealirlemek sadece toksikolojik
acidan dgil, ayrica gidalarin tazgdinin veya bozulma derecesinin indikatoéri olarak
kullanilabilmeleri agisindan da 6nemlidir (Ozdestan Uren, 2009). Bu nedenle
biyojen amin indeksinin (BAI) resmi bir kalite ketti olarak kullaniimasi ve biyojen
aminlerin toksik limitlerinin Grin etiketleri Uzewde Dbelirtiimesi 6nerilmektedir
(Ayhan ve Durlu- Ozkaya, 2007).

Gidalarda maksimum izin verilebilir biyojen amin kt@rini net olarak séylemek
mdmkun dgildir, cinkt bunlar dier aminlerin varigina ve bireysel tepkilerine
baghdir (Halaszet al, 1994). Ayreset al. (1980) e gbére insan vicudu yakila
olarak 6 mg/kg biyojen amingdin tolere edebilmektedir. Nout (1994) fermente
gidalar icin kabul edilebilir seviyeleri histamigin 50-100 mg/kg, tiramin i¢in 100-
800 mg/kg, 2-feniletilamin icin 30 mg/kg ve toplabilyojen amin igin 100-200
mg/kg olarak belirtngitir. Silla-Santos (1996), toplam biyojen amin igeicin 1000
mg/kg’t kabul edilebilir seviye olarak onerghir. Halaszet al (1994), gidalarin
histamin miktarinin 100 mg/kg en ust limit ve alkialceceklerin histamin miktarinin

20 mg/l olarak rapor etlerdir.

Ulkemizde yapilan caimalarda sucuk, zeytin, tur, kefir, salgam vesarap gibi

fermente drinlerde biyojen amin elumu, miktarlart ve etkileyen faktérler
argstinlimistir. Ayhanet al (1999) Turk sucgunda biyojen amin okwumunda starter
kultlrlerin etkisi Uzerine bir agarma yapmglardir. Depolama surecinde butin
kontrol orneklerinde putresin ve tiramin @lmu go6zlemlenirken, starter kalttr

katilan 6rneklerde sadece tiraming@lmu gozlemlenngtir.

Durlu-Ozkayaet al. (2000) tulum peynirinde biyojen amin vasini incelemgtir.
Feniletilamin ve putresin baskin biyojen aminlearak bulunmstur. Depolama

sartlarinda bakterilerin proteolizinden dolayi bignjamin konsantrasyonu artstm.

Durlu-Ozkaya et al. (2001) et Uriinlerinden izole ettiklefEnterobacteriaceae

familyasi tarafindan dretilen biyojen aminler Umeriinceleme yaprglardir. Bu



calisma sonucu kiltir ortaminda ve et Urinlerindesatubglica biyojen aminlerin

putresin, kadaverin, tiramin ve histamin gidau belirtmglerdir.

Ergen (2006) sofralik yé ve siyah zeytin 6rneklerindeki biyojen amin nakiarinin
belirlenmesi Uzerine yag calsmasinda zeytinlerde en yuksek konsantrasyona
sahip biyojen aminlerin, sirasiyla, triptamin, mmia ve feniletilamin olarak
belirlemistir. Belirlenen dgerler icerisinde en diik konsantrasyon argina sahip
biyojen aminin histamin, rastlanma sglien dgik biyojen aminin ise spermin
oldugu gorulmitar. Zeytin drneklerinde belirlenen feniletilamioytresin, histamin,
tiramin ve toplam biyojen amin miktarlarinin tokdimitlerin altinda oldgu

anlaiimistir.

Akbas (2006) dgisik tursularda biyojen amin miktarlari Gzerine yaptcalsmasinda
en yuksek konsantrasyona sahip biyojen aminlenmassgyla, putresin, kadaverin,
triptamin, en dglk konsantrasyona sahip biyojen aminin ise sperwolarak

belirlemistir.

Turgut (2006) starter kudltur katilarak Uretilen dmytusularinda biyojen amin
olusumu Uzerine bir aghirma yapmgtir. Starter katilan 6rneklerde, sirasiyla,
putresin, feniletilamin ve tirptamin, kontrol érrieknde ise feniletilamin, putresin
ve triptaminin en yiuksek konsantrasyona sahip biyagminler oldgu ve starter

kultdr ilavesinin biyojen amin olumunu engellegi belirlenmitir.

Yegin ve Uren (2008) benzoil kloriir ile tirevlendirtik boza érneklerini HPLC
metodu ile analiz etrglierdir. Butiin boza 6érneklerinde tiramin, putresenspermidin
belirlenmstir. Miktari en yuksek biyojen aminin tiramin olgu g6zlenmgtir. Boza
orneklerinin toplam biyojen amin miktarlar ise M 65 mg/kg araginda

desismektedir.

Cosansu (2009) tarafindan yapilan galada boza Orneklerinin biyojen amin
iceriklerinde geni bir varyasyon gozlenmtir. Yirmibir boza 6rnginin 18’inin en az

bir biyojen amini icerdii ve biyojen amin konsantrasyonlarinin en yukseklitige



dogru tiramin, kadaverin, triptamin, putresifi;feniletilamin ve histamingeklinde

siralandgl belirlenmitir.

Ozdestan ve Uren (2010) fermente bir sut Uriini defirde tiramin, putresin,
kadaverin ve spermidin bulrglardir. Kefir drneklerinin toplam biyojen amin mat

2.4 ve 35.2 mg/l arasindadir. Kefir drneklerinityd)en amin konsantrasyonlari ile
asiditileri ve toplam serbest amin asit iceriklarasinda 6nemli bir korelasyon

gOzlenmitir.

Ozdestan ve Uren (2010), Turkiye'de farkli Uredioilen aldiklari 20salgam
ornesinin biyojen amin icegini arastirmiglardir. Putresin, kadaverin, histamin ve
tiraminin timsalgam 6rneklerinde bulungunu belirlemglerdir. Putresin en yaygin
bulunan biyojen amin olup konsantrasyonu 5,0-42@/| raralgindadir. Toplam
biyojen amin icegi ise 26.7-134.3 mg/I’ dir.

Yuksel (2010) geleneksel yolla Urgitsalgam suyunda farkl tuz konsantrasyonlari
uygulayarak biyojen amin ojumu Uzerine etkilerini incelestir. Toplam biyojen
amin olgumuna bakildiinda tuz konsantrasyonun artiile biyojen amin
olusumunun azalgy@ goralmtir ve bu durum tuzun etkisiyle mikroorganizma
gelisiminin ve mikrobiyel dekarboksilaz enzim aktivitdlgn azalmasi ile

ili skilendirilmistir. Arastirmada, salgam 0©rneklerinde triptamin, putresin ve
feniletilamin tespit edilny, en ylksek konsantrasyona sahip biyojen aminin
triptamin, en diik konsantrasyona sahip biyojen aminin ise femdlgtin oldiugu
belirlenmitir. Diger yandan geleneksel yontemle Uretigatgam sularinda histamin
ve tiramin saptanamastir. Feniletilamin konsantrasyonunun tuz oranintmasiyla
birlikte azaldg! tespit edilmgtir. YUksek tuz konsantrasyonunun en ¢ok triptamen

feniletilamin olyumunu azalt@ii saptannstir.

Yaldirak (2011) geleneksel yolla Uurgiti salgam suyunda farkh sicaklik
konsantrasyonlari uygulayarak biyojen aminsahau tzerine etkilerini incelestir.
Triptamin, feniletilamin ve putresin fermantasyonln 2. ve 3. gunlerinde 35°C de
25°C ye oranla istatistiksel acidan dnemli miktaadaolgtugu belirlenmitir. Ancak

triptamin ve putresin konsantrasyonundaki bu farkenmantasyonun 4. ve 5.



gunlerinde ortadan kalkg, feniletilamin konsantrasyonunun ise fermantasyo4.
ve 5. gunlerinde 35°C’ de daha sdt seviyede oldgu tespit edilmgtir.
Fermantasyon sonundalgam sularindaki toplam biyojen amin miktariniry 12 ile
141,25 mg/l arasinda ggtigi ve bu d&erlerin icecekler icin belirlenen toksik limit

deserinden (20 mg/l) fazla oldw tespit edilmgtir.

Gidalarda biyojen aminlerin Uretiminde, aminoasitlelekarboksile edebilme
yetengine sahip bakteriler rol oynamaktadir. Bakterilearafindan Uretilen
dekarboksilaz enzimi ile aminoasitlerde bulunakarboksil grubu ayrilarak ilgili
amin uretilmektedir. Otolitik veya bakteriyel ol&reolusabilen proteoliz olayi,
proteinlerden serbest aminoasitlerin meydana geheesneden oldgundan

dekarboksilaz reaksiyonlari icin substraglaams olur.

Aminoasitler asidiksartlar altinda dekarboksile olur ve biyojen amirdéussur. Bazi
dekarboksilaz enzimleri pH 5.0 ve altinda optimudarak aktiftirler. Bu tip
dekarboksilaz enzimleri sadece organizmalar asjdiklar altinda geftigi zaman
olusurlar ve hicrelerin dekarboksilaz enzim aktivitefgsitli gelismesartlari altinda
desisir. Ornezin gelisme ortaminin pH deeri distikce organizma ortama
adaptasyon gostermek icin daha ¢ok enzim Uretile(G240a).

Farkli bakteriler arasinda farkh dekarboksilazierierinin dagsilimi, bir aminoasitin
dekarboksilasyonu ve aminoasit molekulinin kendisi her enzimin spesifik
oldugunu gosterir. Aminoasit dekarboksilaz enzimleriddsibir cevrede geymeye
cevap olarak belirli bakteriler tarafindan treldir (Gale, 1941). Turler ve dar
arasinda dekarboksilaz enzimleriningdiani, her bir aktivitenin bir aminoasit icin

spesifik olan bir enzim tarafindan Uretgai gosterir (Gale, 1940b, c).

Aminoasitler laktik asit bakterilerinin (LAB) metabzmasinda énemli rol oynarlar.
Ornezin hicre ici pH dgerinin dengede tutulmasi, enerji Uretimi ve striesrti gibi
fizyolojik olaylara katkida bulunurlar. Sonu¢ olkyaaminoasit katabolizmasinin
regulasyonu gegibir dizi genel ve spesifik regulator icerir ve LABasinda 6nemili
farkliliklar gosterir.



LAB'nin aminoasit metabolizmasi aminoasitlerin bagidalarin karakteristik
lezzetine 6nemli bir katkida bulunmalari agisindiEn 6nem tgmaktadir. Dahasi
aminoasitler biyojen amin gibi bgiklerin dncti maddeleridir. Yapilan csinalar
LAB’'nin aminoasitleri tamamen metabolize edebildikhi gbstermitir, ancak
aminoasit azaltma yetegidtrler arasinda blyuk olcidegsgr (Tamamet al, 2000;
Kieronczyk et al, 2001; Williamset al, 2001; Liuet al, 2003). Dekarboksilaz
enzimleri LAB’nin aminoasitlerin katabolik iz yolamda énemli rol oynarlar. Bazi

LAB ayrica dekarboksilasyonla aromatik aminoaditlier metabolize edebilirler.

Lactobacillus sularinin  bazilarinda triptofan dekarboksilaz enzinktivétesi
belirlenmitir. Ancak reaksiyon trini olan triptamin bu kiléiim stipernatanlarinda
bulunamamytir (Gaoet al, 1997). Tirozin dekarboksilaz enzim aktivitegrrhente
drtnlerde en ¢ok bulunan biyojen amin tiramin @laucin biyuk ilgi gormigtar.
Vazoaktif ve psikoaktif dzellikleri iceren toksilaik problemler yiksek seviyede
tiramin iceren gidalarin tuketimiyle gkilendirilmistir. Bu nedenle icecek ve
gidalarda tiramin Ureten bakterilerilerin v@rhdan kacinilmasi tavsiye edilgtir
(Silla Santos, 1996).

Gidalarda histamin ofumu sglik ve gida glvengii agisindan enge yarattgi icin
histidin dekarboksilasyonu 6nemsit@aktadir (Taylor, 1986; Halaset al, 1994;
Silla Santos, 1996; Suzzi ve Gadrini, 2003). Histidekarboksilaz yetege susa
bagimli olmakla birlikte, proteobakteriler, clostrigdniar ve LAB’lerinin ¢gunda
bulund@u rapor edilmgtir (Halaszet al, 1994; Marinoet al, 2000). LAB icinde
histidin dekarboksilaz aktivitesiLactobacillus Oenococcus Pediococcus ve
Tetragenococcussuslarinin bazilarinda tanimlanstr (Rodwell, 1953; Rice ve
Koehler, 1976; Recsait al, 1983; Lonvaud-Funel ve Joyeux 1994; Satemal,
1997; Lucaset al., 2005). Histidin dekarboksilaz enziminin asidik pld’ aktif
formda oldgu, noétral veya alkalin pH’da ise bu aktivitesinialthgl belirlenmitir.
Bu ylzden histidin dekarboksilaz enzim aktivitegcte ici pH dgerine bl olarak
regule edilir. pH dgerinin bu regule edici etkisi histidin dekarboksyanunun
asidik pH'ya kagi koruma mekanizmasi olarak elugu goriU ortaya konmgtur
(Schelpet al., 2001).



10

Arjinin dekarboksilaz enzimi arjinini agmatine d@tirir. Bu aktivite arjinin
varhginda hucreler gedtiginde agmatin birikimine kigi olarak sadecéb. hilgardii

X1B swunda gozlenmstir (Arena ve Manca de Nadra, 2001).

Ornitin dekarboksilaz enzimi ise ornitini putresim@®nistirir ve bu aktiviteye
Lactobacillussp. 30a (Hackeret al, 1994),0. oeni(Marcobalet al, 2004),Lb.
acidophilus (Azcéarate-Perilet al, 2004) velLb. johnsonii(Pridmoreet al, 2004)

swlarinda rastlanngtir.

Nakazaweet al (1977) aromatik L-aminoasitler olan 3,4-dihidreksfenilalanin, L-
tirozin, L-fenilalanin, L-triptofan ve 5-hidroksi-triptofan iceren ortamda L-
aromatik aminoasit dekarboksilaz enzim solmu Gzerine camiglardir.
Achromobacter Micrococcus Staphylococcus ve Sarcina gibi cinslerde
dekarboksilaz enzim aktivitesi belirlergtii. Micrococcaceadamilyasina aiguslar
L-triptofan, 5-hidroksi-L-triptofan ve L-fenilalane kagl 6zellikle yiksek

dekarboksilaz enzim aktivitesi gostesterdir.

Silla Santos (1998), et urtnlerinden izole gtenterobakteriler, LAB ve Gram-
pozitif koklarin aminoasit dekarboksilaz enzim wgitglerini argtirmistir.
Enterobakterilerin gier grup bakterilerden daha yiksek aminoasit dekailaa

enzim aktivitesine sahip olgunu gosternsir.

Rodwell (1953) tarafindan dekarboksilaz enzimi pblaktik asit bakterisuslarinda
histamin, tiramin ve putresin alumu gozlenmitir. Sumneret al. (1985) ¢g sitten
yapilan peynirden dekarboksilasyon aktivitesinesédktobasilleri izole etmek icin
kati bir besiyeri gegtirmislerdir. On bg peynir ¢gidinden bg tane histidin ve bir
tane tirozin dekarboksile edenssizole etmglerdir. Bu sglarin identifikasyon
testlerini yaparak histidin dekarboksile edebilemus Lactobacillus buchneri,
tirozin dekarboksile edebilen gin ise Lactobacillus brevis oldugunu
gostermglerdir. Benzer sonucglar Joosten ve Northolt (1988yafindan da

bulunmutur.
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Choudhuryet al. (1990) Leuconosto@enosDSM 20252 velactobacillus buchneri
(Lb14 and St2A) nin iki stu tarafindan biyojen amin alumunu ¢akmak icgin
modifiye edilmi dekarboksilaz enzim analiz besiyeri kullagiandir. Bu besiyerine
ilgili biyojen aminlerin 6énculeri olan histidin,in, ornitin ve tirozin aminoasitlerini
ilave etmglerdir. Uygunsartlar altindaLactobacillus buchnerinin iki sisu 24 saat
icinde histaminin %90’a yakin kismini Uretim. LeuconostomenosDSM 20252

ise sadece tirozin Uretstir.

Maijala (1993), fermente sosislerden ve ticari tetapreparatlardan izole edilen
LAB'nde histamin ve tiramin Uretimi Uzerine g¢ahistir. Hem modifiye
dekarboksilasyon besiyerinde hem de MRS broth’t&L®& metodu ile bulunan tek

amin pozitif starter sy Lactobacillus brevi®olmustur.

Leisneret al (1994) vakum paketli tuzlanmbalikta histamin veya tiramin Ureten
LAB’nin varligl Gzerine bir argtirma yapmglardir. Tiramin Ureten izolatlarin buyutk
cogunlugu Carnobacteriumspp. olarak tanimlanirken, histamin treten herhdngi

izolata rastlanmangtir. Carnobacterium piscicoldN5 ve Lactobacillus viridescens
icin tiraminin buydk bir ¢cgunlugu eksponensiyalelisme fazi boyunca Uretilrytir.

Bover-Cid ve Holzapfel (1999), aminoasit dekarblaksi enzimi pozitif
mikroorganizmalari ve 6zellikle LAB’ni belirlemekin bir besiyeri gefitirmislerdir.
Bu besiyerinin uygunlgu ve hassasiyeti HPLC yontemiyle biyojen amin nrikta
belirlenmek suretiyle kantitatif olarak gerlendirilmistir. Starter kalttrler, koruyucu
kultdrler, kultir koleksiyonu siari ve gida izolatlari dahil farkh orijinli LAB’'de
tiramin, putresin, histamin ve kadaverin @lmu aratiriimistir. Yapilan ¢cakmada
LAB tarafindan biyojen amin uretim kapasitesinisranak icin uygun ve hassas bir
yontem oldgu gosterilmgtir. Bazi laktobasil sglarinin, 6zellikleLb. curvatus Lb.
brevis ve Lb. buchnerinin dnemli miktarda tiramin Urettikleri belirlenstir. Bazi
Leuconostocve Weissella turleri ile pediokoklar herhangi bir amin Gretimi

gostermemilerdir. Ayrica test edilen slar histamin Gretmerglerdir.

Bover-Cidet al (2001),ispanyol fermente domuz sosislerinden izole edigmadet

laktik asit bakterisinin aminoasit dekarboksilaz ziem aktivitesinin varlgini
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argtirmislardir. Dekarboksilasyon sentetik sivi besiyerifagojen amin vari o-
phtalaldehydeile tureviendiriimg ve HPLC ile belirlenntir. Test edilen LAB
arasinda, yirmi bir laktobasil, 6zellikleactobacillus cuvatusve on alti enterokok
swsunun amin Ureticisi oldiu belirlenmgtir. Bu bakteriler temel amin olarak tiramin

Uretirken ayrica feniletilamin, triptamin, putresia kadaverin de Uretgierdir.

Garaiet al (2007), dgal elma suyundan izole edilen LAB’'nde histidinpim ve
ornitin dekarboksilaz enzim aktivitesi glumunu cakmiglardir. Elma suyu ve
dekarboksilaz enzim sentetik sivi besiyerinde l@gopmin varkg belirlenmitir.
Test edilen 54 adet laktik asit bakterisi arasifdaakteri (5 adet laktobasil ve bir
adetOenococcussp.) her iki ortamda da biyojen amin Uregtini LAB tarafindan
olusturulan histamin ve tiramin de atailmis olup Lactobacillus diolivoransn en
yogun histamin Ureticisi oldiu belirlenmgtir. Bu tirlerle birlikte Lactobacillus
collinoidesve Oenococcus o€ldie tiramin Uretimi gbzlenmgtir. Sarap ve biralarda
biyojen amin dreticisi olarak bilineediococcus parvulusistamin, tiramin ve
putresin Uretmengiir. Bu calsmada elma suyunda ggin laktik asit bakteri
mikrobiyotasinin biyojen amin, 0Ozellikle histamire iramin Uretme yetegigme
sahip oldgu gosterilmg olup bu yeteng@n bakteri turlerinden cok sa baimli

olabilecegini ileri strdlmstar.

Tamanget al (2009) fermente sebzelerden izole ettikleri LAB rfonksiyonel
Ozellikleri tzerine bir argirma yapmglardir. Birka¢ sy haricinde ¢gu laktik asit
bakterisinin  biyojen amin Uretmegli sonucuna varmglardir. Bakterilerin
dekarboksilaz aktivitelerini belirlemek icin kulldrklari besiyerine histidin, lizin,
ornitin ve tirozin ilave etmlerdir. Lb. brevisin sekiz siyunda velLeuc. lactisSdR2
(BFE926) de genel olarak ornitini dekarboksilekégtii belirlenmitir.

Buiikovaet al. (2009) teknolojik olarak 6nemi olanactococcusLactobacillusve
Streptococcuscinslerine ait sglarin biyojen amin dretme yetenekleri Uzerine
calismiglardir. Test edilen otuz dokuz LAB ginun sekizinde (¢ su_actococcus
lactis subsp. lactis, t¢ slLactococcus lactisubsp.cremoris,bir sus Streptococcus
thermophilus ve bir sy Lactobacillus delbrueckiisubsp. bulgaricug tirozin

dekarboksilasyonu ile ojan tiramin Uretimi belirlenngtir.
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Changyuanet al. (2010) biyojen amin Ureten LAB’nin belirlenmesidiine bir
argtirma yapmglardir. Fermente et drtinlerinden izole ettiklerplantarumsuunun
cift tabakali besiyerinde biyojen amin Uretim meigld tespit etnsierdir. Daha
sonra Uretilen biyojen amini HPLC metodu ile bellslerdir. Konsantrasyonlari

sirasiyla 211,03g/ml ve144,43:g/ml olan histamin ve tiramin saptagtardir.

LAB cok ceitli fermente GrUnlerin Uretiminde rol oynayan eneinli endustriyel
mikroorganizmalar olarak bilinmektedir (Axelssor®9B; Batishet al, 1997). LAB
gram pozitif, sporsuz, katalaz negatif, aerotoleraside direncli, sitokromu olmayan
tam anlamiyla fermantatif organizmalar olarak tdammlar ve karbonhidrat
metabolizmasinin son Urind olan laktik asidi GletirLAB olarak adlandirilan grup
icinde genel olarakAerococcus Carnobacterium Enterococcus Lactobacillus
Lactococcus  Leuconostoc  Oenococcus Pediococcus — Streptococcus
Tetragenococcysd/agococcuye Weissellecinsleri yer alir (Axelsson, 1998).

LAB gida endustrisinde énemli bir role sahiptir.ridar 6zellikle ygurt, kefir, kimiz
gibi fermente st Urtnleri, sauerkraut, salatalgusu ve salamura yé zeytin gibi
fermente bitkisel Grinler, ekmek, boza, tarhanagegibi tahil Grinleri ve bunun
yanindasarap, sucuk, balik sosu gibi pek ¢cok gidanin olggimiimasi, Uretimi ve
dayaniklilginin sglanmasinda kullanilirlar (Caplice ve Fitzgerald929Holzapfel
ve Wood, 1995; Blandiet al., 2003).

Sarapta malolaktik fermantasyonda LAB g8l icin biyojen amin olgabilir
(Lonvaud-Funel, 2001). Uzumgiras! ve saraplar sadece birkac tir laktik asit
bakterisinin gekimini destekleyen secici ortamlardir. Bu ortamlatdectobacillus

PediococcusLeuconostowe Oenococcuslmak tizere dort farkh cins bulungtur.

Sarap fermantasyonu boyunca dsilan asidik ortamda LAB tarafindan sergilenen
dekarboksilaz aktivitesinin asidik kallar altinda canh kalabilmek icin bakteri
tarafindan gettirilen bir savunma mekanizmasi ofgludisunilmektedir (Konings,
2002).Sarapta laktik asit bakteri turleri tarafindan Uesti bglica aminler, histidin
dekarboksilaz Gzerinden histamin (Lonvaud-FunelJegeux, 1994; Cotoet al,

1998a, b), tirozin dekarboksilaz Gzerinden tirarflimcas et al, 2003) ve ornitin
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dekarboksilaz Uzerinden (Arena ve Manca de Nadd@l2Marcobalet al, 2004)
veya agmatin deaminaz yoluyla (Arena ve Manca ddr&a2001; Lucast al,
2007) putresindir.

Arena ve Manca de Nadra (2001), laktobasilasunin sarap ve meyve sularinda
bulunan ana aminoasitlerden biri olan aminoas#uwiiornitin ve arjininden putresin
ve agmantin Uretebildiklerini gostermek istelmidir. Biyojen aminleri HPLC ile
belirlemislerdir. Lb. hilgardii X1B swununsarapta arjinin ve ornitinden putresin ve
agmatin uretebilgini ve meyve sularinda zararsiz bozulma etmeni ooikganizma
olarak bilinen Lactobacillus plantarumin biyojen amin Uretebildini

gostermglerdir.

Guerrini et al (2002), farkliitalyan saraplarindan izole edilen birka@enococcus
oeniswunun biyojen amin Uretme yeteneizerine bir argtirma yapmglardir. Amin
Uretme kapasitesi glar arasinda kalitatif ve kantitatif olarak farkklgostermgtir.
Optimal gelsme sartlan altinda 44 suaratiniimistir; %60’ dan fazlasi histamin
uretebilirken konsantrasyonun 1,0" dan 33 mg/L’ ywikseldgi durumda, yaklgk
%16’si hem putresin hem de kadaverinstdlumustur. Malolaktik fermantasyon
sirasinda sgarin stres kgullari altinda amin tretebilme davralar dgzgrulanmstir.
Baz! sylar tarafindan arjininden putresin elumu da gézlemlenrtir. Bu nedenle
O. Oeninin saraplarda toplam biyojen amin icgne dnemli katkida bulunabilege

sonucuna varilngtir.

Moreno-Arribaset al. (2003), GzUnsirasi vesaraplardan izole edilen dar ile ticari
malolaktik starter kdlttrleri ve kultar koleksiyoraislarindan olgan farkli kdkenli
LAB’nin tiramin, histamin ve putresin biyojen amémini Gretme potansiyellerini
argtirmislardir. Dekarboksilaz sentetik sivi besiyerindeopey amin varigini ters
faz yluksek performans sivi kromatografisi (RP-HPLe) belirlemglerdir. LAB
swlan tarafindan tiramin okwmu incelenmitir. Leuconostocsulari en ygun
tiramin Greticileridir. Oenococcus oensuwlarinda herhangi bir amin alumu

g0Ozlenmemgtir. Lactobacillus buchneriinin iki susu putresin olgumui ile iligkilidir.
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Landateet al (2007a), biyokimyasal ve genetik metodladaap LAB’nin tiramin ve
feniletilamin tretme yeteneklerini gtamiglardir. Tiramin Ureten slari belirlemek
icin katl besiyeri gegtirmislerdir ve tdc gen vargaini bulan spesifik bir PCR yontemi
kullanmslardir. Tdc gene sahip tim garda tiramin ve feniletilamin Gretimi
gorulmistr. Yiksek miktarlarda tiramin ve feniletilamin lbnan saraplarin
Lactobacillus breviveyal actobacillus hilgardiiicerdigi ve esas tiramin Ureticisinin

L. brevisoldugu belirlenmitir.

Landateet al (2007b),saraptan izole edilen 155 laktik asit bakterisgltsu40 asetik
asit bakteri sgu ve 36 maya sunun biyojen amin dretimini, Uzigwrasindagarapta
ve sentetik besiyerinde HPLC ile analiz efieidir. Maya ve asetik asit bakterileri
tarafindan biyojen amin Uretimi gézlemlemel®i, ancak LAB tarafindan histamin,
tiramin, feniletilamin ve putresin Uretilglni belirlemislerdir. Sentetik besiyeri ve
sarapta biyojen amin Uretimi arasinda; genin gakle aktivitesi arasinda %2100ski
gozlemlemglerdir. Buna bgl olarak bu cakmada LAB'nin sarapta histamin,
tiramin, feniletilamin ve putresin oumundan sorumlu mikroorganizmalar

olabilecgini distinmuglerdir.

Moreno-Arribas ve Polo (2008), sherry tipsaraplarin yapiminda ve
olgunlatiriilmasinda laktik asit bakteri mikrobiyotasini w&yojen amin varfini
aragtirmiglardir. Saraplardan izole edilen gdi bakteri tarleri icinde 6zellikle
Lactobacillus hilgardij Lactobacillus plantarumLactobacillus zeage Leuconostoc
mesenteroidegaygin olmak lzere laktobasil turleri bulunur. Bolatlarin biyojen
amin Uretme kapasiteleri atailmistir. Genellikle tiramin ve feniletilamin Gretimi
gozlenirken putresin Uretimi birka¢c sta gozlenmitir. L. zeae esas putresin
uUreticilerden biridir. Dger sarap turleriyle benzer biyojen amin kompozisyonu
bulunmutur; putresin bglica amin iken, onu sirasiyla kadaverin, histanertikamin

takip etmitir.

Insan yaaminin dengeli bigekilde surdurtilmesini glayan gidalar, kokenleri ve
islenme bicimleri farkh ¢gtli Griinlerden olgur. Bu Urtinler arasinda fermantasyona
dayal olanlarin énemli bir yeri vardir (Cagbae Fenerciglu, 1984; Erten ve
Tanguler, 2010).
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Geleneksel fermente drinler dinya genelinde hayanmoénemli bir kismini
olusturur (Ertenet al, 2008; Tangiler ve Erten, 2009hsanlar gidalari saklama
bilincine eritikleri zamanlardan beri fermantasyondan vyararlalardir.
Gunumizde de fermantasyon urinlerine tim topluralaastlamak mumkindir.
Cssitli peynirler, ygsurt, tusu, boza, alkollii icecekler, kefir, sake, tarhanhi gi
fermantasyon uriinleri bulunmaktadir. Ote yandaetirini yoresel olarak siirdiriilen
pek cok fermantasyon UriniU ofglu bilinmektedir. Bunlardan biri de Adana ve
cevresine 0zgu bir icecek olagalgam suyudur (Canbave Fenerciglu, 1984;
Tanguler ve Erten, 2009). Geleneksel Turk fermégeeesi olan salgam suyu ticari
olarak da uretilmektedir (Ertest al., 2008).

Laktik asit fermantasyonu sonucu elde edgailgam suyu, kirmizi renkli, bulanik,
eksi lezzetli bir icecektir (Canlzave Fenerciglu, 1984; Canbave Deryaglu, 1993;
Tarker et al, 2004; Arslan et al, 2005). Fermantasyonddactobacillus
sanfranciscensis, Lactobacillus pontis, Lactobasill brevis, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus alimentarius, Lactobacdluructivorans, Lactobacillus
reuteri, Lactobacillus fermentum, Saccharomycesewisiae ve az oranda
Saccharomyces exiguous, Candida kruseCandida millerietkilidir (Erginkaya ve
Hammes, 1992; Blandiet al, 2003; Paramithiotist al, 2006).

Salgam fermentasyonunda rol alan bazi LAB’nin befirhesi ile ilgili yapilan iki
farkli ¢calsmanin birincisindelLactobacillus plantarumLactobacillus paracasessp
paracasei(Arici, 2004), ikincisinde isd;actobacillusplantarumssp arabinosusL.
fermentumve L. brevis (Erginkaya ve Hammes, 1992) tirlerinin fermentasio

etkili oldugu bulunmytur.

LAB’nden Leuconostoc, Lactobacillus, Pediococcus, Stremog® cinsleri ile
Bacillus, Citrobacter, Clostridium, Klebsiella, Hserichia, Proteus, Pseudomonas,
Salmonella, Shigella, Photobacteriugibi bazi bakteri cinsleri biyojen amin tretme
kabiliyetine sahiptirler (Beutlingl993; Kunget al, 2006).



BOLUM 3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

Calsmada dgal fermantasyonla Uretilegalgam suyu kullanilingtir. Salgam suyu
Sakarya Universitesi Miuhendislik Fakiltesi Gida Midislgi  Bolim

Laboratuvarinda Uretilryiiir.

LAB'nin izolasyonu ve gefimi icin De Man Rogosa and Sharpe (MRS) Agar ve
Broth (Merck) besiyeri kullanilngtir.

L-ornitin  monohydrachlorid (Merck), L-lysine monadiyachlorid  (Merck),
Fenilalanin (Merck), DL- tryptopan (Merck), tirozifMerck), L-arginin (Schuchart

Minchen) ve histidin (Merck) aminoasitleri kullamiktir.

Hazirlanan besiyerlerinin pH gerinin ayarlanmasinda sodyum hidroksit (NaOH,
Merck) ve asetik asit (C4£OOH, Merck) kullanilmgtir.

Biyojen amin standart ¢ozeltilerinin hazirlanmagnigerekli olan tiramin, putresin,
agmatin biyojen aminlerinin hidroklorid formlari eil dansil klorir, sodyum
glutaminat ve tris (HOC}) Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO)’'dengmmstir.
Ayrica biyojen amin analizlerinde kullanilan penklo asit (HCIQ)), sodyum
karbonat (NaCO;), aseton (GHsO), asetonitril (ACN), triklor asetik asit (TCA) ve
asetik asit (CHCOOH) kimyasallari Merck (Darmstadt, Almanya)’ degilanmstir.
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3.2 YOntem
3.2.1 Geleneksel yontemlgalgam suyu dretimi

Geleneksel yontemlgalgam suyu Uretimi Erginkaya ve Aksan (2004)" iirbegi
metoda goére yapilrgtir. 500 mlsalgam suyu Uretimi i¢cin 100 g siyah havug, 50 g
bulgur unu, 7,5 g ek hamur, 10 gsalgam turpu, 7,5 g kaya tuzu kullanim. IIk
asamada bulgur unu, gkmaya, kaya tuzunun 2,5 g’ 1 ve 110 ml damitikilave
edilerek beherler icinde 25 °C de 3 gun sureylenétasyona birakilgtir (1.
fermantasyon). 3. guinin sonunda hamur tzerine 4Zuntave edilmg ve 5-10 dk
karistirilarak ekstrakte edilrgiir. Stiztlen fermente sivinin bir kismi 500 ml'tkm
kavanozlara alinmiicine dnceden dilimlenip Uretime hazirlanghgam turpu, siyah
havu¢ ve kaya tuzunun geri kalani ilave edjlini Kavanozlar ekstrakte edilen
fermente sivinin geri kalani ile 500 mlI’ ye tamanmhagtir. 2. Fermantasyona hazir
hale gelen 6rnekler 25°C ve 35°C olmak Uzere illfdermantasyon sicaldi, 2 g
ve 4 g tuz olmak Uzere iki farkh tuz konsantragydwullanilarak fermantasyona

birakilmstir. Uygulanan Gretim metodgekil 3.1’ de 6zetlenngtir.

Bulgur Unu Eksi Maya Tuz Su

Birinci fermantasyon

!

Salgam Turbu Ekstraksiyon

!

Siyah Havucg
ikincifermantasyon
Tuz l

S — Salgam Suyu

Sekil 3.1 Geleneksel ydntemle Uretilgglgam suyu Uretim metodu
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3.2.2 Laktik asit bakterilerinin izolasyonu ve 6n dentifikasyonu

Geleneksel yontemle Uretilesalgam sularindan beginlik fermantasyon siresince
her gin 6rnek alinarak MRS Agar besiyerine surmetgrai ile ekim yapilmy ve
30°C’de 48 saat siireyle inkiibasyona birakgtmiinkiibasyon sonunda MRS Agar
tzerinde gelien beyaz renkli koloniler izole edilgtir. Basit boyama, Gram boyama
ve katalaz testi yapiltir. Gram boyama sonucu mikroskopta mavi-mor gomives
katalaz testi sonucu negatif olan izolatlar LABrakadgrulanmstir (Norris et al.,
1981). izolatlar %15 gliserol iceren MRS Broth besiyerin@&’C’ de muhafaza
edilmistir.

3.2.3 Laktik asit bakterilerinin tanimlanmasi
Izolatlarin tanimlanmasinda Schillinger ve Licke 8@9 tarafindan Onerilen

identifikasyonsemasi kullanilngtir (Sekil 3.1). Buna gore glikozdan gaz glumu,
morfoloji, arjinin hidrolizi, 15, 45 ve 1’ de gelsme testleri yapilngtir.

AR Gram-Poaitf, ateg-Negatif

| |
B Glukozdan gaz
Kok Marfaloji Cubuk . Arjinin

Tetratlar

Pedigrocus i 45:Cdedreme  +

. l°Cdeireme sgsna - F 15+C de ireme _‘ i
de Greme ‘ Thermebizstarim H Streptabasierium ‘ BNLatif=Berabanerivm

Lo | [ummomen | | Eommsns

Sekil 3.2 Laktik asit bakterilerinin ayrimi (Schillingee Licke, 1987)

3.2.3.1 Glikozdan gaz olsumu

Sitrat icermeyen MRS Broth besiyeri (EK-A) hazidask icinde durham tlpu
bulunan tuplere aktarilgtir. Test edilecek izolatin aktif kilturd ilesi&@anan tupler
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30 °C'de 48 saat inkiibasyona birakigtm. inkilbasyon sonunda durham tipleri

icinde gaz olsumu gorsel olarak gerlendirilmistir (Muller, 1990).

3.2.3.2 Arjinin hidrolizi

Arjinin hidrolizi ile amonyak dretimi % 0,3 arjinieklenmg MRS sivi besiyerinde
(EK-B) 30°C’ de 24 saat inkiibasyona birakilip, inkiibasyorraminNessler reaktifi
(EK-C) katilarak renk d&simi incelenmitir.

3.2.3.3Farkl sicakliklarda gelisme

45°C, 10C ve 185C’ de gelime testleri MRS Broth besiyerinde 3 guin inkiibasyona
birakilarak yapilny, bulaniklik olgan tlpler pozitif olarak dgrlendirilmistir.

3.2.4 Dekarboksilaz enzim aktivitesinin belirlenmeis

LAB'nin dekarboksilaz enzim aktivitesini belirlemeicin modifiye edilmg sivi
besiyeri hazirlanngtir. Bes gram tryptone; 8 g et ekstrakti; 4 g maya eksiy&kb g
tween-80; 0,2 g MgS£) 0,05 g MnSQ@, 0,04 g FeS@® 0,1 g CaC@ ve 0,06 ¢
bromocresol purple indikatdriinin 1 litre destil@l&wdzindirilmesiyle hazirlanan
besiyerine % 0,5 oraninda histidin, ornitin, timzlizin, fenilalanin, arjinin veya
triptofan aminoasitlerinden biri ilave edilghir. Yediser ml olacaksekilde tlplere
dagitilan besiyeri 12%C’de 10 dk sterilize edilngtir. pH asetik asit (%5) veya
sodyum hidroksit (1N) kullanilarak 5,3’'e ayarlagtm Kontrol olarak icinde

aminoasit icermeyen modifiye edilgrgivi besiyeri kullanilngtir (Maijala, 1993).

MRS Broth besiyerinde aktifjéiriien (30°C, 48 saat) izolatlar 6ncelikle aminoasit
icermeyen modifiye sivi besiyerinesianms ve 30C’ de 2-5 giun slreyle
inkiibasyona birakilngtir. Aktiflestirilen izolatlar bir kontrol tlipine ve her birirfdi

bir aminoasit iceren 7 tupgianmstir. Anaerob ortam okturmak icin ttiplere birer
ml steril sivi parafin eklenmive 30 °C’de 3 gln inkibasyona birakilgtr.
Inkiibasyon sonunda aminoasitleri dekarboksile edematiarin tiipiunde renk

desisimi gozlemlenmgtir. Asilanmadan 6nceki besiyerinin ve kontrol tipiningren
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sarl iken gelime gosteren, ilgili aminoasite dekarboksilaz enaktivitesi gosteren
izolatin besiyeri rengi mor renge d@nilstlr. Kontrol tipl aminoasit icermeli
icin gelisme old@gu halde renk désimi gozlenmemitir ve boylece izolatlarin ilgili

aminoasitleri dekarboksile edebiighe karar verilmgtir (Sekil 3.2).

Bir 6ze dolusu kulttr
2 ml MRS Broth asilanip 30°C’de 48
sa inkiibasyon

inkiibasyon
2 ml aminoasit iceren
modifiye edilmi
besiyerleri

bbbl

asllanip

Uzerine 1 ml
sivi parafilm
eklenir, 30

°C’de 3 giin
inkibasyon

Kontrol Lys Orn Tyr Trp His Pte Arg

2 ml modifiye edilm§ aminoasit 0,1 ml izolat alinip
icermeyen besiyeri 30°C’de 2-5 guin

Sekil 3.3 Aminoasit dekarboksilaz testinin yagil

3.2.5izolatlarin biyojen amin tiretme yeteneklerinin beliienmesi

3.2.5.1izolatlarin aminoasit iceren besiyerinde gegtiriimesi

% 0,2 g arjinin ve tirozin iceren MRS Broth besiybazirlanip, 15’er ml tuplere
dagitiimis ve 122C'de 15 dk sterilize edilmgtir. Oncelikle izolatlar MRS Broth
besiyerine aktiflgtirilmis (30°C, 48 saat) ve aktif kiiltirlerden 200’er pl arjiviaya

tirozin iceren MRS Broth besiyeringimnmstir. Tpler 36C’de 5 giin inkiibasyona
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turevlendirilmgtir (Joosten ve Northolt, 1989; Maijala, 1993).

3.2.5.2 HPLC cihazi

Calismada kullanilan HPLC cihazinin Ozellikleri ve krawgrofi kosullari Tablo

3.1’ de verilmitir.

Tablo 3.1. HPLC cihazinin 6zellikleri ve biyojen imnanalizi icin kromatografi kaullari

HPLC HITACHI LACHROM ELITE (Tokyo, JAPONYA)
Kolon Firini L-2300 Column Oven, Sicaklik 20°C

Kolon Kromasil 100 C18 3,5um (100x4.6 mm)
Pompa L-2130 HTA Pump

Otosampler L-2200 Autosampler (Isitmali vez8ionali)
Degasser Otomatik vakum degasser

Dedektor L-2455 Diode Array Detector

Yazilim Programi

CDS: EZChorm Elite Chromatograptaga System

Solvent A: 30 ml buffer / 550 ml asetoihit457,5 ml

Mobil Faz

Solvent B: 2 ml buffer / 900 ml asetonitril / 100 s
Akis Hizi 1,3 ml/dk
Enjeksiyon 25ul

Sekil 3.4. Calsmada kullanilan HPLC sistemi (SAU, Gida Miih. B&I)mi




23

3.2.5.3 Biyojen amin standart ¢ozeltilerinin hazihnmasi

Putresin, tiramin ve agmatin son konsantrasyofl@img/ml olacakekilde tartilip
50 ml'lik balon jojeler icinde 0,4 M HCIQile ¢ozundurtlmg ve 50 mlye
tamamlanarak biyojen amin standart c¢oOzeltisi haamtir. Bunlar stok
cOzeltilerdir.

Anamiks hazirlamak icin stok cozeltilerden 5’er adinip 50 ml'lik balon jojeye
aktarillarak 0,4M HCI@ ile 50 ml'ye tamamlanmgtir. Hazirlanan bu ana miksten
farkli konsantrasyonlarda standart biyojen amin ragcek sekilde miksler
hazirlanmgtir. Bunun icin anamix, N&0O; ve saf su belirli oranda katrilarak

seyreltmeler yapilngtir.

Dansil klortr (100 mg) 10 ml 4860 icinde, 2 g NgC0O3; 10 ml saf suda ve 200 mg
sodyum glutaminat 4 ml saf suda cozindurini Calsmada kullanilan tim

cozeltiler gunlik olarak hazirlangtir (Butikoferet al. 1990).

3.2.5.4 Mobil faz

0,1 M Tris, 0,1 M asetik asit ve destile su sirsft 40, % 20, % 40 oraninda
kullanilarak pH 8 olacakekilde HPLC mobil fazinda tampon gorevi goreceknola
buffer hazirlanmtir.

Solvent A, 30 ml buffer, 550 ml asetonitril, 45Ty destile su ve Solvent B ise 2 ml
buffer, 900 ml asetonitril, 200 ml su kullanilara&zirlanmgtir. HPLC’de kullanilan

gradiyent programi programi Tablo 3.2’ de g6stakitim
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Tablo 3.2 Kromatografide kullanilan gradient pragratoplam akg 1,3 ml/dk

Sure (Dakika) % Solvent B % Solvent A
0,1 5 95

10 10 90

15 15 85

20 25 75

25 63 37

30 100 -

40 5 95

3.2.5.5 Orneklerin ekstraksiyonu ve turevlendiriimesi

Aminoasit iceren MRS Broth besiyerinde geh kultirlerden 10’ ar ml alinip 50 ml’
lik balon jojelere konulmgtur. Uzerlerine 25 er ml 0,4 M perklorik asittelave
edilerek 1 saat calkalangtir. Ardindan %5’ lik triklor asetik asit ile 50 mie

tamamlanmytir.

Ekstrakttan hazirlanan c¢ozeltidet©O pl alinarak 6nceden aliminyum folyo ile
sariims 10 ml’ lik kapakli santrufiij tuplerine aktarilgtr. Uzerlerine 400 pl
NaCOs; ve 400 pl dansil klorir c¢ozeltisi ilave edilip kamimistir. Hazirlanan
karsimlar 40 °C’ ye ayarlanan su banyosunda 30 dk hé&kigtir. Kalan dansil
klorirl uzaklatirmak icin tiplere 200 pl sodyum glutaminat eklete kargim
40°C’ lik su banyosunda 60 dk bekletiktii. Altmis dakikalik bekleme siresince
her 15 dk da bir ttpler ttp katricida kargtiriimistir. Bu islemin bitiminde tiplere
1’er ml asetonitril ilave edilerek 3500 devirde @R santrifiijlenmitir. Ustteki faz
alinarak 0,22 um lik por capina sahip filtrelerdgatiriimis ve ependorf tlplerine
aktarilarak HPLC analizine kadar -20 °C’ de muhafadilmitir (Eerola et al.
1993).



BOLUM 4. SONUCLAR

4.1 Laktik asit bakterilerinin izolasyonu

Geleneksel yontemle Uretilegalgam sularindan alinan 6rneklerden MRS Agar
besiyerine ekim yapilmive 30°C’ de 48 saat sireyle inkiibasyona birakgtmi
Inkiibasyon sonunda MRS Agar izerinde sgali beyaz renkli 85 koloni izole
edilmistir. Basit boyama, Gram Boyama ve katalaz testilgagtir. Gram boyama
sonucu mikroskopta mavi-mor goriinen ve katalaz sestucu negatif olan 56 izolat
laktik asit bakterisi olarak goulanmstir. izolatlar %15 gliserol iceren MRS Broth
besiyerinde -2TC’ de muhafaza edilngiir.

4.2 Laktik asit bakterilerinin tanimlanmasi
Izolatlarin tanimlanmasinda Schillinger ve Licke 8@9 tarafindan Onerilen
identifikasyon semasi kullaniimgtir. izolatlarin morfolojileri ile glikozdan gaz

olusumu, arjinin hidrolizi, 45, 10 ve 28’ de lUreme test sonuglari Tablo 4.1’ de

verilmistir.

Tablo 4.1 identifikasyon sonuglari
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Lzolat Morfoloj Gaz Arjinin  45°C’ de 10°C’ de 15°C’ de

0 olusumu hidrolizi Greme UGreme Ureme  Sonug

0A1 Cubuk - @ @ @) + Streptobacterium
0A2 Cubuk - @ @ @) + Streptobacterium
0A3 Cubuk  + + @ @ - Lactobacillus
0A4 Cubuk  + + @ @ - Lactobacillus
OA5 Cubuk  + + @ @ - Lactobacillus
0A6 Cubuk  + + @ @ - Lactobacillus
0A8 Cubuk - @ @ @) + Streptobacterium
1A4 Cubuk - @ @ @) + Streptobacterium
2A2 Kok - @ - + - Lactococcus
2A3  Cubuk  + - @ @ - Lactobacillus
2A4  Cubuk - @ @ @) + Streptobacterium
4A2  Cubuk - @ @ ) + Streptobacterium
4A4  Cubuk - @ @ ®) + Streptobacterium
4A6  Cubuk  + + @ @ - Lactobacillus
AA8 Cubuk - @ @ ®) + Streptobacterium
5A20 Cubuk  + + @ @ - Lactobacillus
0C2 Cubuk - @ @ ) + Streptobacterium
0C4 Cubuk  + + @ @ - Lactobacillus
1C1  Cubuk - @ @ @) + Streptobacterium
1C2  Cubuk - @ @ @) + Streptobacterium
1C4 Cubuk - @ @ @) + Streptobacterium
1C7 Cubuk - @ @ @) + Streptobacterium
1C8 Cubuk - @ @ @) + Streptobacterium
1C9 Cubuk - @ @ ®) + Streptobacterium
2C5 Cubuk - @ @ ) + Streptobacterium
3C3 Kok - W - + - Lactococcus
3C4 Cubuk - @ @ ) + Streptobacterium
4C3  Cubuk - @ @ ) + Streptobacterium

(1) Arjinin hidrolizi testi uygulanmangtir, (2) 45 °C de Ureme testi uygulanmstm) (3) 10 °C de
Ureme testi uygulanmastir.
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Tablo 4.1 (Devam)
izolat Gaz Arjinin  45°C’ de 10°C’ de 15°C’ de

No Morfoloji olusumu hidrolizi Greme UGreme Ureme  Sonug

4C4  Cubuk - @ @ @) + Streptobacterium
4C6 Cubuk - @ @) ®) + Streptobacterium
AC9 Cubuk - W @ ®) + Streptobacterium
4C10 Cubuk - @ @) ®) + Streptobacterium
5C2 Cubuk - W @ ®) + Streptobacterium
5C3 Cubuk  + + @ @ - Lactobacillus
5C5 Cubuk - @ @) ®) + Streptobacterium
5C6 Cubuk  + + @ @ . Lactobacillus
5C7 Cubuk - W @ ®) + Streptobacterium
5C8 Cubuk - @ @) ®) + Streptobacterium
5C13 Cubuk - @ @) ®) + Streptobacterium
5C16 Cubuk - W @ ®) + Streptobacterium
5C17 Cubuk - @ @) ®) + Streptobacterium
1E3  Cubuk - W @ ®) + Streptobacterium
1E4 Cubuk - @ @) ®) + Streptobacterium
1E5 Cubuk - W @ ®) + Streptobacterium
1E6 Kok - @ - + - Lactococcus

1E7  Cubuk - W @ ®) + Streptobacterium
2E3  Cubuk - @ @) ®) + Streptobacterium
3E2 Cubuk - W @ ®) + Streptobacterium
AE7 Kok - @ - - - Streptococcus
AE9 Kok + + @ @ . Leuconostoc

5E3  Cubuk  + + @ @ . Lactobacillus
5E11 Cubuk - W @ ®) + Streptobacterium
5E12 Cubuk - @ @) ®) + Streptobacterium
5E14 Cubuk - W @ ®) + Streptobacterium
5E17 Cubuk - @ @) ®) + Streptobacterium
5E18 Cubuk - @ @) ®) + Streptobacterium

D Arjinin hidrolizi testi uygulanmangtir, ® 45 °C de tireme testi uygulanmanm ©® 10 °C de treme
testi uygulanmangtir.

On identifikasyon sonuclarina gore 56 izolatin 4kdi streptobakteri, 11 adedi
Lactobacillusspp., t¢ adediactococcusspp, birer adedi iseStreptococcusp. ve

Leuconostosp. olarak tanimlanrtir.



28

4.3 Aminoasit dekarboksilaz testi sonuglari

Izole edilen 56 laktik asit bakterisinin histidingniin, tirozin, lizin, fenilalanin,
arjinin ve triptofan aminoasitlerini iceren modiiybesiyerinde dekarboksilaz enzim
aktiviteleri test edilmgtir. Aminoasit dekarboksilaz testine gore; inkiilb@sgonunda
kontrol tipunde besiyerinin rengi sari iken aminiogeren besiyerlerinde mor renk

olusumu pozitif, sari renk okwmu ise negatif olarak @erlendirilmistir (Sekil 4.1).

B Arg (+) Tr (+)

——

Sekil 4.1. Aminoasit dekarboksilaz testi (Arg: aifin Tr: tirozin; His: histidin; Lys: lisin, Orn:
ornitin)

Aminoasit dekarboksilaz testi sonucglari Tablo 4e2’derilmitir. Elde edilen
sonuclara gore 56 izolattan hic biri histidin, ¢imi lizin, fenilalanin ve triptofana
karsi dekarboksilaz aktivitesi gostermettii. Ellilic izolatin hem arjinin
dekarboksilaz hem de tirozin dekarboksilaz aktsrigisterdii belirlenmgtir. Diger
yandan iki izolat (izolat no 4E9 ve 4C10) sadeoeztn dekarboksilaz, bir izolat ise
(izolat no 2C5) sadece arjinin dekarboksilaz atesiigosternsiir.



Tablo 4.2. Aminoasit dekarboksilaz testi sonuclari

izolat No Arjinin  Tirozin izolat No Arjinin  Tirozin
0Al + + AC4 + +
0A2 + + 4C6 + +
0A3 + + 4C9 + +
0A4 + + 4C10 - +
0A5 + + 5C2 + +
0AG6 + + 5C3 + +
OA8 + + 5C5 + +
1A4 + + 5C6 + +
2A2 + + 5C7 + +
2A3 + + 5C8 + +
2A4 + + 5C13 + +
4A2 + + 5C16 + +
4A4 + + 5C17 + +
4A6 + + 1E3 + +
4A8 + + 1E4 + +
5A20 + + 1E5 + +
0C2 + + 1E6 + +
0C4 + + 1E7 + +
1C1 + + 2E3 + +
1C2 + + 3E2 + +
1C4 + + 4E7 + +
1C7 + + 4E9 - +
1C8 + + 5E3 + +
1C9 + + 5E11 + +
2C5 + - 5E12 + +
3C3 + + 5E14 + +
3C4 + + 5E17 + +

4C3 + + S5E18 + +
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4.4 Biyojen amin analiz sonuglari

Aminoasit dekarboksilaz testi sonuclarina gore 56lait arjinin ve/veya tirozin
dekarboksilaz aktivitesi gosterstir. Bu nedenle, bu izolatlarin arjininden putresin
ve/veya agmatin, tirozinden ise tiramin glurabilecekleri géz 6nine alinarak s6z
konusu aminoasitlerin ilave edifdi besiyerinde bu U¢ biyojen aminin ¢lumu
HPLC ile kantitatif olarak agturiimistir. Sekil 4.2 ve 4.3 sirasiyla standart biyojen

aminlere ve LAB izolatlarindan birine ait kromatagrlar gérilmektedir.

100 100

901 Foo

80 F80

704 F70

60 F60
p=) p}
2 50 F50 <
1S3 15

40 F40

tiramin

301 F30

209 putreSIn F20

104 agmatl N Fo

0 T T T T T T T 0
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Minutes

Sekil 4.2. Standart biyojen aminlerin gefilrasi ve surelerini gosteren kromatogram
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Sekil 4.3. LAB izolatinda biyojen aminlerin gglsirasi ve sirelerini gdsteren kromatogram

Tirozin ve arjinin ilave edilny besiyerinde gedtirilen izolatlar putresin, agmatin ve
tiramin olmak Uzere ¢ farkli biyojen amin ureghardir (Tablo 4.3). Agmatin ve
tiramini tUm izolatlar Uretirken, putresin saded@BMolu izolatta belirlenemestir.
Putresin miktarlari 2,09 ile 33,34 mg/l arasindgigiken, agmatin miktarlari 105,78
ile 867,53 mg/l araginda bulunmstur. Diger yandan en guk tiramin miktari 24,52
mg/l, en yiksek tiramin miktari ise 649,72 mg/Iralabelirlenmgtir.

Aminoasit dekarboksilaz testi sonuglarina gére 26l izolat tirozin dekarboksilaz
testinde negatif sonu¢ vergtir (Tablo 4.2). Ancak tirozin iceren MRS broth
besiyerinde bu izolatin 225,74 mg/l diizeyinde tiraiirettizi belirlenmitir (Tablo
4.3). Benzersekilde 4C10 ve 4E9 nolu izolatlar dekarboksilaztitel arjinin
dekarboksilaz negatif sonuc verdikleri halde anjilgeren MRS Broth besiyerinde
siraslyla 337,95 ve 152,34 mg/l dizeyinde agmaginiislerdir.
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Tablo 4.3 Tirozin ve arjinin ilave ediljmMRS broth besiyerinde aan biyojen aminler ve miktarlari
(mgll)

Biyojen aminler (mg/l)

izolat no Putresin Agmatin Tiramin
0A1 (Streptobacterium) 4,79 378,53 122,37
0A2 (Streptobacterium) 4,50 340,32 169,11
0A3 (Lactobacillus) 26,34 539,57 217,74
0A4 (Lactobacillus) 5,83 203,59 143,93
OA5 (Lactobacillus) 3,81 166,29 133,72
0AG6 (Lactobacillus) 2,38 134,53 87,21
OA8 (Streptobacterium) ND 154,64 97,44
1A4 (Streptobacterium) 3,64 332,46 66,55
2A2 (Lactococcu}p 7,74 219,27 295,78
2A3 (Lactobacillug 8,26 279,04 142,96
2A4 (Streptobacterium) 6,36 180,52 107,31
4A2 (Streptobacterium) 16,42 566,64 298,36
4A4 (Streptobacterium) 9,69 507,26 198,55
4A6 (Lactobacillug 12,65 510,71 250,59
4A8 (Streptobacterium) 7,48 652,18 373,10
5A20 (Lactobacillug 15,24 267,28 307,97
0C2 (Streptobacterium) 14,68 390,20 277,84
0C4 (Lactobacillug 13,56 741,89 252,65
1C1 (Streptobacterium) 16,27 398,66 298,23
1C2 (Streptobacterium) 9,58 287,12 228,22
1C4 (Streptobacterium) 12,56 275,03 361,20
1C7 (Streptobacterium) 2,19 190,91 139,32
1C8 (Streptobacterium) 10,35 180,98 118,53
1C9 (Streptobacterium) 5,04 288,71 24,52
2C5 (Streptobacterium) 6,03 446,82 225,74
3C3(Lactococcus 5,15 275,03 271,24
3C4 (Streptobacterium) 5,23 346,41 261,47

4C3 (Streptobacterium) 9,38 120,28 147,39




Tablo 4.3 (Devam)

Biyojen aminler (mg/l)

izolat no Putresin Agmatin Tiramin
4C4 (Streptobacterium) 12,96 164,84 163,79
4C6 (Streptobacterium) 4,21 240,53 176,63
4C9 (Streptobacterium) 8,61 320,92 68,01
4C10 (Streptobacterium) 4,09 337,95 161,05
5C2 (Streptobacterium) 5,17 492,73 315,28
5C3(Lactobacillug 9,05 147,75 106,55
5C5 (Streptobacterium) 7,07 867,53 593,62
5C6 (Lactobacillug 7,78 105,78 229,09
5C7 (Streptobacterium) 9,48 828,02 462,68
5C8 (Streptobacterium) 2,09 157,82 167,73
5C13 (Streptobacterium) 6,69 287,89 370,64
5C16 (Streptobacterium) 8,85 145,14 235,12
5C17 (Streptobacterium) 11,08 344,55 158,89
1E3 (Streptobacterium) 33,34 185,21 325,94
1E4 (Streptobacterium) 21,05 214,95 235,87
1ES5 (Streptobacterium) 10,13 187,86 228,47
1E6 (Lactococcus 9,98 370,95 355,90
1E7 (Streptobacterium) 3,89 308,12 183,91
2E3 (Streptobacterium) 8,29 189,82 32,56
3E2 (Streptobacterium) 6,40 267,77 139,96
4E7 (Streptococcus 4,70 205,61 111,89
4E9(Leuconostor 3,91 152,34 158,94
5E3(Lactobacillug 15,03 220,63 649,72
5E11 (Streptobacterium) 5,47 362,40 175,96
5E12 (Streptobacterium) 2,66 216,29 177,01
5E14 (Streptobacterium) 4,11 202,04 282,42
5E17 (Streptobacterium) 6,28 587,78 152,38
5E18 (Streptobacterium) 11,19 403,01 99,41




BOLUM 5. TARTI SMA VE ONERILER

Calsmada dgal fermantasyonla Uretilegalgam sularindan laktik asit bakterileri
izole edilip, identifikasyon testleri yapilgai dekarboksilaz enzim aktiviteleri

belirlenmg ve biyojen amin tGretme yetenekleri incelegtmi

Geleneksel yontemle uretilgalgam sularindan fermantasyon suresince MRS Agara
yapilan ekimler sonucunda 85 adet koloni izole regdilve 56 izolat laktik asit
bakterisi olarak dgrulanmstir. Bu izolatlar Schillinger ve Licke (1987) taradan
onerilen identifikasyorsemasi kullanilarak tanimlangar ( Bkz. Sekil 3.2). Buna
gore 40 izolat streptobakteri yani homofermantagictobacillus spp, 11 izolat
heterofermantatif Lactobacillus spp., 3 izolat Lactococcus spp., 1 izolat
Streptococcussp. ve 1 izolatLeuconostocsp. olarak tanimlanmtir. Daha 6nce
yapilan cajmalara goresalgam fermantasyonundaactobacillus sanfranciscensis,
Lactobacillus pontis, Lactobacillus brevis, Lacteblus plantarum, Lactobacillus
alimentarius, Lactobacillus fructivorans, Lactobles reuteri, Lactobacillus
fermentum, Saccharomyces cerevisia® az orandaSaccharomyces exiguous,
Candida kruseve Candida millerietkilidir (Erginkaya ve Hammes, 1992; Blandio
ve ark, 2003; Paramithiotige ark, 2006).

Salgam fermantasyonu uzerine yapilagedi calsmalardaLactobacillus plantarum
ve Lactobacillus paracasessp paracasei(Arici, 2004) ileLactobacillusplantarum
ssp arabinosusL. fermentunve L. brevis(Erginkaya ve Hammes, 1992) turlerinin

fermantasyonda etkili old bildirilmistir.

Calismada laktik asit bakterilerinin dekarboksilaz enaktiviteleri arjinin, histidin,
ornitin, fenilalanin, lizin, triptofan ve tirozinnainoasitlerinden birini iceren modifiye
dekarboksilaz besiyerinde test edgtini izolatlar arjinin ve/veya tirozini

dekarboksile etnglerdir.
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Laktik asit bakterilerinin dekarboksilaz enzim akeleri (izerine ¢ok sayida caha
yapiimstir. Beutling (1992) ve Bover-Cid ve Holzapfel (B%®akterilerin aminoasit
dekarboksilasyon aktivitelerini belirlemek Uzerepyhlari calsmalarda histidin,
putresin, tiramin ve kadaverin glumunu incelengierdir. Arena ve Manca de Nadra
(2001)Lb. hilgardii X1B swunda arjinin dekarboksilaz enzim aktivitesiyle agma
olusumunu go6zlemlenglerdir. Ornitin dekarboksilaz enziniiactobacillussp 30a
(Hackertet al, 1994),Lb. johnsonii(Pridmoreet al, 2004) sglarinda rastlanngtir.
Straubet al (1995), Massort al (1996) ve Roig-saguext al (1997) e gore.b.
brevis, Lb. curvatus, Lb. delbrueckii, Lb. paradase Leuconostoc lactigirleri
tiramin dreticileridir. Lb. brevis susunun tirozin dekarboksilaz enzim aktivitesi
belirlenmitir (Joosten ve Stadhouders 1987; Joosten ve Noitf89).

Literatlr verilerine gore histidin dekarboksilaz tigkesi LAB’'nde pek yaygin
olmamakla birlikte bazi Lactobacillus Oenococcus Pediococcus ve
Tetragenococcususlarinda tanimlanmtir (Rodwell 1953; Rice ve Koehler 1976;
Recseiet al 1983; Lonvaud-Funel ve Joyeux 1994; Satetral 1997; Lucast al.
2005). Buna karn calsmada aminoasit dekarboksilaz testi sonuclarina gée
izolatlarinin hig biri histidini dekarboksile edematir. Benzersekilde Bover—Cicet
al. (2001) ve Moreno-Arribast al. (2003) test ettikleri LAB'nin hi¢ birinin histamin

Uretmedgini belirtmislerdir.

Bakteriler tarafindan biyojen amin Uretimini veyaekdrboksilaz aktivitesini
belirlemek i¢in kullanilan testlerde pH indikator§eren diferansiyel besiyerleri
kullaniimaktadir. pH ylkselmesine e olarak rengin mora dorinesi pozitif
olarak dgerlendiriimektedir (Garaet al, 2007).Salgam fermantasyonu sirasinda
izole edilen 2C5 nolu izolat dekarboksilaz testindezin dekarboksilaz negatif
sonug verdii halde tirozin iceren besiyeride tiramin Uregtimi Bir diger deysle bu
izolat dekarboksilaz testinde sahte negatif sorergnitir. Benzersekilde 4C10 ve
4E9 nolu izolatlar arjinin dekarboksilaz testindehte negatif sonug¢ vergherdir.
Bover-Cid ve Holzapfel (1999) tiramin Ureten Uct@dasil syunun dekarboksilaz
testinde negatif sonug¢ verdiklerini ifade eglardir. Arastiricilar bu Ug¢ sgun Urettgi
amin miktarinin, ozellikle asit de Urettikleri g@nine alindiinda, pH dgisimini

sgilamaya yetecek dizeyde olmadive bu nedenle renk doégiiminin



36

gerceklgemedizgi sonucuna varmglardir. Benzer bir sonu¢ de Llaret al (1998)
tarafindan da elde edilgtir.

Calismada izole edilen LAB’nin tiramin, agmatin ve pure olmak tzere ug farkli
biyojen amin Urettikleri tespit ediltir. Piyasada satilagalgam sularinin biyojen
amin icergini belirlemek amaciyla Ozdestan ve Uren (2010pftadan yapilan
calismada ise tiramin ve putresin orneklerin tamamira@natin ise 20salgam
ornezinin 11 adedinde belirlenstir. Putresin ve agmatinin histamin oksidasyonunu
baskilamak suretiyle insanlarda histaminin tokssiti artirdiklari bilinmektedir.
Ayrica, bu iki biyojen amin nitrit variinda kanserojen nitrozaminleri gturabilirler
(Arena ve Manca de Nadra, 2001). Tiramin ise talesis yiksek bir biyojen amin
olup 0©zellikle monoamin oksidaz inhibitori icerelaclari kullanan hastalarda
hassasiyete neden olmaktadir (McCabe-Sedteas., 2006).

Salgamdan izole edilen LAB’nin tamaminin tiramin ticesi oldugu belirlenmgtir.
Gidalarda tiramin okumu 6zellikle LAB ile ilkilendiriimektedir (Leisneret al,
1994). Bover—Cid ve Holzapfel (1999) laktik asitktilerinin biyojen amin
dretimini belirlemek icin kullandiklari tarama y@minde LAB sglari tarafindan
Uretilen balica biyojen aminin tiramin oldiunu belirlemglerdir. Bover-Cidet al
(2001) fermente domuz sosislerinden izole ettiklefB arasindanL. curvatus
swlarinin tiramin, putresin, feniletilamin ve kadaweiirettigini bulmuslardir. Pons-
Sanchez-Cascad@t al. (2005) buzda depolangnihamsilerden izole ettikleri
bakteriler Uzerine yaptiklari catnada genel olarak LAB ve enterokoklarin
diaminlerden ziyade tiramin Uretme potansiyelineigalduklarini belirlemglerdir.
Landate et al (2007b) saraptan izole ettikleri LAB’nin histamin, tiramin,

feniletilamin ve putresin Urettiklerini belirlegherdir.

izole edilen LAB'den sadece bir adedi (4H3uconostocsp. olarak tanimlanmi
olup (Bkz. Tablo 4.1), tirozin dekarboksilaz pdz#onug vermi (Bkz. Tablo 4.2) ve
tirozin iceren MRS Broth besiyerinde 158,94 mg/keyinde tiramin Uretngtir (Bkz.
Tablo 4.3).Leuconostoddirlerinin tiramin Ureticisi oldgu Choudhuryet al. (1990),
de Llanoet al. (1998) ve Moreno-Arribast al.(2003) tarafindan da rapor edikti.
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Streptococcussp. olarak tanimlanan izolat (4E7) 111,89 mg/l ediizde tiramin
Uretmitir (Bkz. Tablo 4.3). Bufikovét al. (2009) test edilen 2Btreptococcus

thermophilussisundan bir adedinin tiramin Urettni belirlemislerdir.

Calismada higbir izolatta ornitin dekarboksilaz aktigitdelirlenemensi olmasina
ragmen OA8 nolu izolat hari¢ ger izolatlarin tamami tiramin ve agmatin miktarlari
ile kasilastirildiginda oldukc¢a dgilk olmakla birlikte 2,09 — 33,34 mg/l dizeyinde
putresin Uretngierdir (Bkz. Tablo 4.3). Arjinin metabolizmasinargf arjininden
putresin olgumu iki sekilde gerceklgebilmektedir §ekil 5.1). Bu yollardan
birincisinde arjininden arjinin deiminaz enzimi ilsitrdlin, sitrilinden ornitin
transkarbamilaz enzimi ile ornitin ve son olarakitnden ornitin dekarboksilaz
enzimi ile putresin olgmaktadir. ikinci yolda ise Oncelikle arjininden arjinin
dekarboksilaz enzimi ile agmatin etnaktadir. Daha sonra agmatin ya agmatin
deiminaz enzimi ile direkt olarak putresine démiékte, ya da agmatinaz enzimi ile
oncelikle N-Karbamolputresine, daha sonra da N-Harblputresin hidrolaz enzimi

ile putresine doniinektedir (Arena ve Manca de Nadra, 2001).

3
Arjinin _ S Agmatin
5
8 T l 1
Sitriil 4 N-Karbamolputresin
7 W 4
Ornitin > Putresin

Sekil 5.1 Bakterilerde arjinin metabolizmasi (ArereManca de Nadra, 2001)
(1) Arjinin deiminaz, (2) Ornitin transkarbamila@@) Arjinin dekarboksilaz, (4) Agmatin deiminaz,
(5) Agmatinaz, (6) N-Karbamolputresin hidrolaz, @bnitin dekarboksilaz, (8) Anabolik sistem

Calismada izolatlarda ornitin dekarboksilaz aktiviteselibtenememy olmasina
karsin, arjinin ilave edilmi MRS Broth besiyerinde agmatin yaninda az miktarda
putresin de Uretilngtir. Buna gore, izolatlarin agmatin deiminaz vegaatinaz ve
N-Karbamolputresin hidrolaz enzimleri ile agmatindgutresin olgturduklari
distnulmektedir. Lactobacillus hilgardii X1B swunda da bu yolla arjininden
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putresin Uretildii belirlenmgtir (Arena ve Manca de Nadra, 2001, Aresiaal,
2008).

Sonu¢ olaraksalgam fermantasyonunda rol oynayan LAB’nin dzedlikiramin ve
agmatin olgumundan sorumlu olduklari, ayrica putresin samuna katkida
bulunduklar belirlennstir. Calismadaki bir dger 6nemli sonug ise elde edilen
izolatlarda putresin okwmunun ornitinden ornitin dekarboksilaz enzimidiegil de
agmatin Uzerinden agmatin deaminaz enzimi ile ddeggidir. Aminoasit
dekarboksilaz aktivitesini belirlemek icin kullaan sivi besiyerinde pH'ya pla
olarak meydana gelen renkgi@minin tespitine dayanan yontem sahte negatif sonuc¢
verebilmektedir. Bu nedenle dekarboksilasyon unimie HPLC ile belirlenmesine
yonelik kantitatif yontemlerin daha guvenilir sotargverecgi distntlmektedir.
Biyojen amin iceri distk salgam dretimi icin dekarboksilaz aktivitesi gostegyan
starter kultir kullanimina gidilmeli ve ayrica feamasyon sicakdl, tuz
konsantrasyonu gibi biyojen amin elumu Gzerine etkili faktorler g6z 6ninde

bulundurulmaldir.
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EKLER

EK-A Sitrat icermeyen MRS-Broth Besiyeri

Tryptone 10g
Lab-Lemko et ekstrakti 10g
Maya ekstrakti 549
D-Glikoz 20¢

Tween 80 1ml

Di potasyum hidrojen fosfat 2 g
Sodyum asetat, 4 sulu 59
Magnezyum siilfat, 7 sulu 0,29
Mangan stilfat, 4 sulu 0,05¢
Destile su 1000 ml

Glikoz ve et ekstrakti gindaki bilesenler destile suda eritilerek ¢ozulgnie pH 6,2-
6,6’ ya ayarlannstir. Glikoz ve et ekstrakti ilave edildikten sorfaser ml tlplere
dagitilip, diirham tipleri eklenerek 12€C’ de 15 dakika sureyle sterilize ediltii.

EK-B Arjinin MRS Broth besiyeri

Dehidre MRS broth besiyerine % 0,3 L-arjinin mondrbklorid ilave edilm§ ve
besiyeri tiiplere 5’ er ml bolinup 12@° de 15 dakika sureyle sterilize ediktii.

EK-C Nessler Reaktifi

Potasyum iyodur 85¢
Civa iyodur 115¢g
Destile su 50 ml

6 N NaOH 50 ml
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NaOH 6 N olacalgekilde tartilip, 50 ml destile suda ¢ozunduktenras@utulmus
ve diger maddelerle kagtirildiktan sonra 50 ml daha destile su ilave edie

hazirlanmgtir ( Harrigan ve Mc Cance 1966).
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