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Bu ¢alismada, hem dogal fermantasyon yoluyla hem de Lactobacillus plantarum 11B
starter kultiirti kullanilarak hiyar tursusu tiretimi yapilmis ve fermantasyon siiresince
olusan biyojen aminlerin miktarlar Yiiksek Performansh Sivi Kromotografisi (HPLC)
yontemi ile belirlenmistir. Ayrica belirli giinlerde alinan &rneklerde toplam mezofilik
aerobik bakteriler (TMAB), laktik asit bakterileri (LAB), enterobakteri ve koliform
grubu bakteriler ile maya-kiif sayimlar1 ve pH, titrasyon asitligi ve tuz gibi kimyasal
analizler de yapilmistir.

Starter katilarak firetilen hiyar tursusu 6rneklerinde pH 3,43, titrasyon asitligi % 0,88,
tuz % 4,20; kontrol drneklerinde pH 3,45, titrasyon asitligi % 0,98 ve tuz % 4,15 olarak
bulunmustur. Fermantasyon siiresince en yiiksek LAB, TMAB ve maya sayilari starterli
orneklerde, sirasiyla, 8,58, 8,55 ve 4,75 log kob/mL; kontrol &rneklerinde, sirasiyla,
8,35, 8,32 ve 5,56 log kob/mL olarak belirlenmistir. Kiif, enterobakteri ve koliform
sayim sonuglari 1 log kob/mL’ den diisiik bulunmustur. Denemede kullanilan
Lactobacillus plantarum 11B° nin MRS sivi besiyerinde olusturdugu toplam biyojen
amin miktarmin 0,413 pg/mL oldugu belirlenmistir. Fermantasyonun bitiminde starter
katilan orneklerde, sirasiyla, putresin (11,863 pg/mlL-salamura), feniletilamin (4,633
pg/mL-salamura) ve triptamin (1,936 pg/mg-meyve); kontrol Orneklerinde ise
feniletilamin (29,817 pg/mL-salamura), putresin (20,492 pg/mg-meyve) ve triptamin
(9,246 upg/mL-salamura) en yiiksek konsantrasyona sahip biyojen aminler olarak
belirlenmistir. Spermin ve histamin diizeylerinin ise dogal fermantasyonla iiretilen
kontrol orneklerinde (sirasiyla 6,536 ug/mlL-salamura ve 3,810 ug/mg-meyve) starter
katilarak tiretilen hiyar tursularma kiyasla daha yiiksek oldugu saptanmistir. Kontrol
orneklerindeki feniletilamin miktarlar1 hari¢, feniletilamin, putresin, histamin, tiramin
ve toplam biyojen amin miktarlarmin toksik limitlerin altinda oldugu anlagilmistir.
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In this study, cucumber pickle was produced by spontaneous fermentation or using
Lactobacillus plantarum 11B as starter culture, then amount of biogenic amines, which
were produced during fermentation, was determined by High Performance Liquid
Chromatography (HPLC). Additionally, on certain days during fermentation,
enumeration of total mesophilic aerobic bacteria (TMAB), lactic acid bacteria (LAB),
enterobacteria, coliforms and yeast-mold were performed, as well as the chemical
analyses such as pH, titration acidity and salt.

The pH, titration acidity and salt content of the samples produced by adding starter
culture were found as 3.43, 0.88% and 4.20%, respectively, while those of control
samples were 3.45, 0.98% and 4.15%, respectively. The highest LAB, TMAB and yeast
counts during fermentation in starter added samples were 8.58, 8.55 and 4.75 log
cfu/mL, respectively; in control samples those were 8.35, 8.32 and 5.56 log cfu/mL,
respectively. Mold, enterobacteria and coliform counts were found lower than 1 log
cfu/mL. Lactobacillus plantarum 11B strain, which was used as starter culture for the
experiments, produced 0.413 pg/mL total biogenic amine in MRS broth. At the end of
the fermentation period, putrescine (11.863 pg/mL-brine), phenylethylamine (4.633
pg/mL-brine) and tryptamine (1.936 pg/mg-fruit) were determined as the biogenic
amines which had the highest concentration in starter added samples. Whereas
phenylethylamine (29.817 ug/mL-brine), putrescine (20.492 pg/mg-fruit) and
tryptamine (9.246 pg/mlL-brine) displayed the highest concentrations in control
samples. On the other hand, spermine and histamine levels were higher in control
samples (6.536 ug/mL-brine and 3.810 pg/mg-fruit, respectively) produced by
spontaneous fermentation than the samples produced by adding starter culture. It was
determined that phenylethylamine, putrescine, histamine tyramine and total biogenic
amine contents of the samples were lower than the toxic limits, except the
phenylethylamine content of control samples.

2006, 72 pages
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1. GIRIS

Cesitli meyve ve sebzelerden tursu yapimi ¢ok eski zamanlardan beri bilinen ve
uygulanan bir gida tretim seklidir. Sebze ve meyveler laktik asit fermantasyonuna
ugratilarak hem dayanikli hale getirilmekte hem de tat, koku ve kullanim bakimindan
farkli olan gida maddelerine doniistiiriilmektedir. Bu sekilde laktik asit
fermantasyonuna ugratilan meyve ve sebzeler bol ve ucuz olduklari mevsimlerde bu
yolla  degerlendirilerek, taze olarak bulunmadiklar1  dSnemlerde tiiketime

sunulabilmektedir (Calis ve Akbulut 1992).

Hiyar tursusu “tursuluk hiyarlarin (Cucumis sativus), sirke ve/veya salamura icindeki
laktik asit fermantasyonu ile veya sulandirilmis asetik asit iginde bekletilerek
gerektiginde ¢esni maddeleri, katki maddeleri ilavesiyle elde edilen mamuldiir” seklinde
tanimlanmaktadir (Anonim 1993). Tursu yapiminda starter kiiltiir kullanimi iyi bir
fermantasyon ve standart kalitede tursu elde etmenin basta gelen kosuludur (Calis ve

Akbulut 1993, Ozcelik ve I¢ 1996).

Biyojen aminler, amino asitlerin dekarboksilasyonu veya aldehit ve keton gruplarinin
transaminasyonu ile olusan azotlu bilesiklerdir. Gidalarda yiiksek miktarda biyojen
amin varligi, cogunlukla mikrobiyel aktivite ile aciklanmakta olup, istenmeyen
fizyolojik etkilere bagh rahatsizhiklarm yam sira, hijyenik olmayan iiretim kosullarim
gostermesi agisindan da Snemlidir. Yiiksek sicaklik, serbest amino asit varligi, tuz
miktar, starter kiiltiir konsantrasyonu, olgunlasma, 1sil islem ve oksijen gidalarda
biyojen amin olusumunu etkileyen Snemli faktorler arasindadir (Garcia-Garcia et al.
2001). Aminler termal stabiliteye sahip olduklari icin gidalarda bir kez olustuktan sonra
pargalanmalar1 olduk¢a zordur. Cogunlukla gida maddelerinin iglenmesi sirasinda,
Oornegin tiitsiileme veya fermantasyonda mikroorganizmalarin ve enzimlerin etkisi

sonucu meydana gelmektedirler (Silla-Santos 1996).

Gidalarda biyojen aminlerin belirlenmesi toksik olmalar1 yaninda bazi gidalarda

(6rnegin balik ve tirlinlerinde yiiksek histamin ve tiramin miktar1) bozulma indikatorii



olarak kullanilmalar1 a¢isindan Snemli bulunmaktadir (Hernandez-Jover et al. 1997a,b,

Aytac et al. 2000).

Ulkemizde fermente et iiriinlerinden sucuk ve ¢esitli peynirlerde biyojen amin miktarlari
konusunda yapilmis arastirmalar bulunmakla birlikte, Tiirk mutfaginda kis mevsiminde
yaygin olarak tiiketilen ve fermente bir {irlin olan tursularin iiretim siirecinde biyojen
amin olusumu ve miktarlarmin arastirilmasi ile ilgili bazi1 arastirmalar bulunmaktadir
(Yiicel vd. 2001, Ekici and Coskun 2004, Akbas 2006). Arastirmada hem dogal
fermantasyon yoluyla hem de starter kiiltiir kullanilarak tursu iiretiminin yapilmasi ve
fermantasyon siiresince olusan biyojen aminlerin miktarlar1 ile kimyasal ve
mikrobiyolojik degisimlerin belirlenmesi amaclanmistir. Bu nedenle yapilacak olan
calismanin sonuglar, tiiketici sagligi agisindan Snem tasimakla birlikte, pratikte tursu

iiretimi yapan firmalara yonelik bilgiler agisindan da yararli olacagi diistiniilmektedir.



2. KAYNAK OZETLERI

Biyojen aminler, gidalarda bazi spesifik amino asitlerin dekarboksilasyonuna veya
aldehit ve ketonlarin transaminasyonuna bagli olarak olusan temel azotlu bilesiklerdir.
Histidin, tirozin, triptofan ve fenilalaninden mono aminler olan histamin (HIS), tiramin
(TRA), triptamin (TRP) ve feniletilamin (FEA) meydana gelirken, benzer sekilde
ornitin ve lisinden diaminler olan putresin (PUT) ve kadaverin (KAD) olusmaktadir.
Poliaminlerden spermidin (SPD) ve spermin (SPM) ise putresinden meydana
gelmektedir (Sekil 2.1) (Halasz et al. 1994, Moret and Conte 1996, Kalac et al. 2000a,b,
Kala¢ 2006, Anonymous 2006).

Diisiik molekiiler agirhiga sahip olan biyojen aminler, dogal biyolojik aktiviteleri
nedeniyle pek ¢ok gidada bulunmaktadirlar. Bu gidalar arasinda balik ve balik iirtinleri,
et ve et iirlinleri (Maijala ef al. 1995a, Bodmer et al. 1999), yumurta, peynir gibi
proteince zengin gidalar, fermente sebzeler ve soyali {iriinler, bira ve sarap gibi alkollii
icecekler (Shalaby 1996, Kiizek and Pelikdnova 1998), meyveler, findik ve c¢ikolata
(Silla Santos 1996) gibi gidalar yer almaktadir.

Gidalarda biyojen amin olusumu, hem dekarboksilaz enzim iiretme yetene8i olan
mikroorganizmalarim varligina hem de uygun kofaktér ve/veya bir indiikleyici ile
dekarboksilaz enzim sentezi icin kosullarin uygun olmasina ve ortamdaki amino asit
konsantrasyonuna baghdir. Bu nedenle yiiksek miktarda biyojen amin olusumunu
kontrol altina alabilmek ig¢in, olusumu etkileyen kritik faktorlerin mutlaka bilinmesi

gerekmektedir (Maijala ef al. 1995b).
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Sekil 2.1 Biyojen amin olusumu (Halasz ef al. 1994, Anonymous 2006)




Amino asit dekarboksilaz enzimi bakteriler arasinda yaygin olmamakla birlikte;
Achromobacter, Bacillus, Citrobacter, Clostridium, Escherichia, Klebsiella,
Lactobacillus, Pediococcus, Photobacterium, Proteus, Pseudomonas, Salmonella,
Shigella, Streptococcus ve Vibrio cinsi pek ¢ok bakteri bir veya daha fazla amino asidi
dekarboksile etme yetenegindedir (Sumner and Taylor 1989, ten Brink et al. 1990,
Hwang et al. 1995, Silla Santos 1996). Bir¢ok Enterobacteriaceae tiirii putresin ve/veya
kadaverin iiretme yetenegine sahipken yalmizca birka¢ Lactobacillus susunun histidin

dekarboksilaz enzimi pozitiftir (ten Brink ez al. 1990).

Ayhan et al. (2000), 53 adet kiyma 6rneginden izole edip tanimladiklari toplam 51 adet
Enterobacteriaceae susunu Triptik Soy Broth besiyerinde iireterek mL’ deki
mikroorganizma sayilar1 ile besiyerine kattiklar1 histidinin bakteriler tarafindan
kullanilmas1 sonucu olusan histamin diizeylerini HPLC teknigi ile belirlemislerdir.
Diger yandan suslarin modifiye Niven Agar besiyerinde histidin dekarboksilaz enzim
aktivitelerini de incelemislerdir. Sonug¢ olarak; mikroorganizma sayisi ile iiretilen
histamin diizeyi arasinda bir korelasyon saptayamadiklarimi, Hafnia alvei N27 susunun
besiyerindeki sayisinin 9,56 log kob/mL diizeyine ulastigi halde histidini en az
indirgeyen sus oldugunu ifade etmiglerdir. Modifiye Niven ortaminin histidin
dekarboksilaz enzim tiretiminin belirlenmesinde hatal pozitif sonuglar olusturabildigi

sonucuna varmiglardir.

Durlu et al. (2001) kiyma ve hamburgerlerden izole edilip tanimlanmis
Enterobacteriaceae familyasina ait 44 adet susun Brain Heart Infusion sivi besiyerinde
biyojen amin iiretme yeteneklerini arastirdiklan calismalarinda; E. coli EC04 susunun
65,88 mg/100 mL ile en yiiksek diizeyde histamin iirettigini, ardindan E. coli EC03
susunun 45,48 mg/100 mL diizeyinde kadaverin ve Citrobacter freundii CF02’ nin ise
50,04 mg/100 mL putresin {ireticisi oldugunu saptamislardir. Enterobacteriaceae
familyasina mensup suslarin iirettikleri esas biyojen aminlerin histamin, putresin ve

kadaverin oldugunu ileri stirmiislerdir.



Bilindigi gibi starter kiiltiir kullanimi, kisa siirede standart kalitede bir gida iiretimini
olanakl kilmaktadir. Bu nedenle yapilan arastirmalarda gida fermantasyonlarinda
kullanilan starter kiiltlirlerin se¢iminde sadece laktik asit iiretiminin g6z Oniinde
tutulmamasi, biyojen amin olusturma yeteneklerinin de bilinmesinin gerekli oldugu

vurgulanmaktadir (Straub er al. 1995, Halasz et al. 1999).

Faeth ve Rodler (1994) hem ¢esitli gida maddelerinden izole ettikleri hem de kendi
enstitlilerindeki tiim laktik asit bakterilerinin siv1 kiiltiirde olusturduklar1 biyojen amin
diizeylerini HPLC teknigi kullanarak incelemisler ve ¢ogu susun disiik diizeyde
histamin irettigini, ancak Lactobacillus buchneri B189 ve B190 numarali suslarinin
49,7-41,3 mg/L. gibi yiiksek diizeyde histamin, yine Streptococcus B218’ in de 408

mg/L diizeyinde tiramin olusturdugunu belirlemislerdir.

Straub et al. (1995) cesitli gidalardan izole ettikleri 523 adet laktik asit bakterisinin
biyojen amin olusturma yetenegini arastirmiglardir. Cahsmada, izole edilen suslarin
putresin, kadaverin, histamin, tiramin ve feniletilamin olusturma yeteneklerine bakilmis
ve Carnobacteria spp., Lactobacillus buchneri, L. curvatus ve L. reiteri’ nin yiiksek
diizeyde biyojen amin olusturdugunu belirlemislerdir. Siit triinleri, sarap ve lahana
tursusunda yaygin olarak kullanilan bazi starter kiiltiirlerin yilksek diizeyde biyojen
amin olusturdugunu, bu nedenle starter kiiltiir seciminde bu ozelliklerin dikkate

alinmasi gerektigini vurgulamislardir.

Aytag vd. (1997), Morganella morganii ve Proteus vulgaris ile histamin olusumuna etki
eden bazi1 parametreleri inceledikleri calismalarinda, 6rneklerdeki histamin miktarlarim
kalorimetrik yontemle spektrofotometrik olarak belirlemislerdir. Buna gore; Tripton
Soya Histidin (TSH) sivi besiyerinde M. morganii’ nin optimum pH 5,0 ve % 4 NaCl
konsantrasyonunda, P. vulgaris’ in ise optimum pH 6,0 ve % 1 NaCl
konsantrasyonunda maksimum diizeyde histamin iirettiklerini; her iki bakterinin de 30
°C’ da ve 24 saatte en yiiksek histamin iiretimi (M. morganii i¢in 291,21 pg/mL, P.

vulgaris igin 58,80 ng/mL) seviyesine ulastiklarini bulmuglardir.



Biyojen aminler viicutta protein, hormon ve niikleik asit sentezinin ilk basamagini
olustururlar (Hornero-Méndez and Garrido-Fernandez 1997). Putresin, spermin,
spermidin gibi poliaminler canli hiicrelerin vazgecilmez bilesenleridir. Ayrica
poliaminler, bagirsaklardaki immiinolojik sistemde ve normal metabolik fonksiyonlarin
aktivitesinin siirdiiriilmesinde de gereklidir (Silla Santos 1996). Gidalardaki putresin ve
poliaminlerin sinirh  miktarlarda alinmasi insan beslenmesinde olumlu bir rol
oynamasina karsin, 6zellikle histamin ve tiramin gibi biyojen aminlerin agiz yoluyla
asirt miktarlarda alinmasi sonucunda mide bulantisi, kusma, asirt yorgunluk, solunum
giicliigii, kalp carpintisi, bas agrisi, bas donmesi, hipotansiyon (histamin, putresin,
kadaverin) veya hipertansiyon (tiramin), kurdesen, beyin kanamasi, anafilaktik sok
sendromu ve Olim meydana gelmektedir (Moret ef al. 1992, Kiizek and Pelikdnova

1998, Lange et al. 2002, Erkmen and Bozkurt 2004, McCabe-Sellers et al. 2006).

Memelilerin intestinal bolgelerinde oldukga etkili detoksifikasyon sistemleri mevcuttur.
Bu detoksifikasyon sisteminde mono amin oksidaz (MAQO) ve di amin oksidaz (DAO)
enzimleri dnemli rol oynamaktadir (ten Brink er al. 1990, Spitka er al. 2002).
Detoksifikasyonun etkinligi bireyler arasinda farklilik gosterebildigi gibi bazi
antidepresan ilaclar ve alkol gibi MAO-inhibitorlerinin viicuda alimindan da
etkilenmektedir. Stres, depresyon ve Parkinson hastaligmin tedavisinde kullanilan agn
kesici ve diger ilaglar MAO-inhibitorleri igermektedir (Kala¢ et al. 2000a,b, Moret et al.
2005, McCabe-Sellers et al. 2006). Tiramin veya diger aminleri igeren olgunlasmis
peynir, sarap, bira ve maya ekstraktlariyla birlikte sauerkraut (susuz lahana tursusu),
bakla ve avokado gibi sebze ve meyvelerin tiiketimini takiben hipertansiyon krizlerinin
goriildiigii ve 4 saatlik zaman dilimi i¢inde tiramin alimmin 6 mg’ 1 gegmesinin hasta

icin tehlike olusturdugu bildirilmektedir (Moret ez al. 2005).

Biyojen aminlerin zararh etkileri kisilerin fizyolojik yapisina, tolere edebildikleri
konsantrasyona, ortamdaki biyojen aminlerin birbirleri ile interaksiyonuna ve MAO
enzimlerinin aktivitesine bagli olarak degismektedir (ten Brink et al. 1990).
Feniletilamin, putresin ve kadaverin histamin detoksifikasyon enzimleri olan DAO ve
HMT (histamin N-metiltransferaz) enzimlerinin her ikisini de inhibe ederken; tiramin

MAQ?’ lar1, triptamin de DAQO’ lar1 inhibe etmektedir (Stratton ef al. 1991).



Biyojen aminlerden kaynaklanan gida kaynakli intoksikasyonlar iginde en fazla
rastlanan histaminozistir. Bireyler arasinda detoksifikasyon mekanizmasi farklilik
gostermekle birlikte gidalarda en yiiksek toksik limit 100 mg histamin/kg, alkollii
iceceklerde ise 2 mg/L olarak rapor edilmistir (ten Brink et al. 1990). Diger biyojen
aminlerin toksik dozlar hakkinda daha az veri bulunmakla birlikte esik degerlerinin
tiramin i¢in 100-800 mg/kg, feniletilamin icin 30 mg/kg ve toplam biyojen amin i¢in
100-200 mg/kg oldugu bildirilmistir (Maijala and Eorola 1993, Nout 1994, Halész et al.
1999). Ayrica, Stratton et al. (1991) tarafindan putresin igin belirlenen toksik limitin
396 mg/kg oldugu ileri stiriilm{istiir.

Gidalarda biyojen aminlerin bulunusu ve artisindan kacmilmasmin bir nedeni de
putresin, spermin ve spermidin gibi sekonder aminlerin nitrit ile birleserek kanserojen

nitrozaminlere doniismeleridir (ten Brink et al. 1990).

Ulkemiz de dahil olmak iizere pek ¢ok iilkede fermente gidalarda biyojen amin olusumu
ve miktarlari iizerine ¢ok sayida arastirma yapilmistir. Ozellikle fermente et {iriinlerinde
(Maijala and Eerola 1993, Maijala et al. 1995a,b, Cantoni 1995, Hernandez-Jover et al.
1997a,b, Ayhan et al. 1999, Aytac et al. 2000, Komprda et al. 2001, Durlu—C)zkaya et
al. 2001, Cosansu and Ayhan 2002, Ansorena et al. 2002, Gonzalez-Fernandez et al.
2003, Bruna et al. 2003, Komprda et al. 2004, Erkmen and Bozkurt 2004, Bozkurt
2006) ve gesitli peynirlerde (Schneller et al. 1997, Durlu-Ozkaya et al. 1999, Durlu-
Ozkaya et al. 2000, Durlu-Ozkaya 2001, Durlu-Ozkaya 2002, Novella-Rodriguez et al.
2002, Gennaro et al. 2003, Novella-Rodriguez et al. 2003, Sagun et al. 2005) biyojen
aminlerin olusumu ve miktarinin belirlenmesi {izerine pek ¢ok calisma bulunmaktadir.
Yapilan arastirmalarda Elektrokinetik Kapiller Elektroforez, Biosensér ve HPLC gibi

cesitli yontemler kullanilmistir.

Fermente {iriinler i¢inde yer alan ve yaygin olarak tiiketilen tursularin {iretim siirecinde
biyojen amin olusumunda yine hammadde, sicaklik, pH, fermantasyon siiresi, dogal

flora veya katilan starter kiiltiir gibi pek ¢ok faktoriin rol oynadigi agiktir.



1934’ de Keil ve Kritter sauerkrautda (susuz lahana tursusu) putresin ve histamin
bulundugunu belirlemislerdir. Ayni1 arastirmacilar lahanada serbest histidin igerigini
incelemisler ancak varhigim saptayamamislardir. Sonu¢ olarak, histaminin histidin
amino asidinin enzimatik reaksiyona ugramasi sonucu meydana geldigini ileri

stirmiislerdir (Halasz et al. 1999).

Mayer et al. (1973), 50 adet ticari sauerkraut drnegindeki histamin konsantrasyonlarini
incelemisler ve bu konsantrasyonlarin 9-130 mg/kg arasinda degistigini belirlemislerdir.
Diger bir ¢alisma Buckenhiiskes et al. (1992) tarafindan yapilmis ve arastiricilar
sauerkraut  Orneklerinde  histamin  konsantrasyonlarini  12-78 mg/kg olarak
saptamiglardir. Barath ve Haldsz (1991), 8 adet sauerkraut 6rneginde hem sebze hem de
salamurada histamin diizeylerini arastirmislardir. Histamin konsantrasyonunun lahanada
42-52 mg/kg, salamurada ise daha yiiksek konsantrasyonda (143-174 mg/kg) oldugunu
belirlemislerdir (Halasz et al. 1999).

Taylor et al. (1978) ¢esitli marketlerde satisa sunulan 50 adet sauerkraut Orneginin
histamin icerigini arastirmiglar ve 0,91-13,0 mg/100 g olarak belirledikleri histamin
degerlerinin gida zehirlenmelerine neden olan 1000 mg/kg seviyesinden diisiik oldugu

sonucuna varmislardir (Ekici and Coskun 2004).

Kuensch et al. (1989) ticari olarak satisa sunulan sauerkraut drnekleri ile yaptiklari bir
calismada, incelenen Orneklerin tamaminin 6nemli Ol¢iide (en yiiksek 540 mg/kg)

biyojen amin icerdigini saptamislardir.

Kuensch et al. (1990) sauerkraut fermantasyonunun baslangi¢ asamasinda putresin
miktarinin 150 mg/kg’ dan daha fazla oldugunu ve fermantasyonun sonuna dogru
histamin ve tiramin aminlerinin goriildiigiinii bildirmislerdir (Hornero-Méndez and

Garrido-Fernandez 1997).

Halész et al. (1999) starter kiiltiir seciminin sauerkraut fermantasyonu iizerine etkisini

arastirdiklan calismalarinda, iki farkli starter kiiltiiriin biyojen amin iiretim diizeyini



incelemislerdir. MRS sivi besiyerinde Lactobacillus curvatus 2775 in histamin
sentezlemedigini ve tirettigi toplam amin degerinin de diisiik ¢iktigim belirlemislerdir.
Starter kiilttir kullammmnin lahana fermantasyonu siiresince pH ve biyojen amin
olusumunun azalmasini olumlu yonde etkiledigini, L. plantarum’ un dusiik diizeyde
amin {reticisi oldugunu ve belirlenebilir miktarda histidin dekarboksilaz enzim
aktivitesine sahip oldugunu bildirmislerdir. Buna gore starter kiiltiir olarak L. plantarum
secgildiginde 100 g lahana icin 5.10%-2.10’ diizeyinde kullanilmasin, ancak L. curvatus
i¢in tiramin konsantrasyonunu artirmamak amaciyla daha diistik diizeyde kullanilmasi

gerektigini vurgulamislardir.

Kala¢ et al. (1999) 121 adet sauerkraut Orneginde hiicresel elektrokinetik kapiler
kromotografi yontemi ile biyojen aminleri belirlemislerdir. Ornekler Cek tiretimi,
Avusturya iiretimi, ev yapimi ve salamurasiyla birlikte kavanozda sterilize edilenler
olmak iizere dort grup altinda toplanmistir. Tiramin, putresin ve kadaverin ig¢in en
yiiksek konsantrasyonlar, sirasiyla, 174, 146 ve 50 mg/kg olarak belirlenmistir. Ev
yvapimi sauerkrautlarda ise ¢ok diistik konsantrasyonlar belirlemislerdir. Histamin
seviyesinin Orneklerin % 44° iinde 2 mg/kg’ n altinda ve orneklerin yalnizca % 19°
unun 10 mg/kg’ 1n tizerinde oldugunu; buna karsin triptamin (1,3 mg/kg) ve spermidinin

(1,0 mg/kg) en diisiik konsantrasyona sahip biyojen aminler oldugunu saptamislardir.

Kala¢ et al. (2000a) 3 adet beyaz lahana cesidini kullanarak, 3 farkhi sauerkraut
hazirlamiglardir. Baslangigta 22 °C* da 14 giin fermantasyona birakilan ve daha sonra
5-6 °C’ da depolanan &rnekleri 6 ay sonunda analiz etmiglerdir. Arastirmada starter
katilmadan fermantasyona ugratilan kontrol &rnekleri ile Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus casei, Pediococcus pentosaceus, Enterococcus faecium ve hazirlanan
karisik Microsil ticari laktik asit bakteri tiirleri (her birindeki doz 5.10° kob/g lahana) ile
inokule edilen drnekler olmak iizere 6 farkli deneme kurulmus ve 6rneklerdeki biyojen
amin olusumu hiicresel elektrokinetik kapiler kromatografi yontemiyle incelenmistir.
Analiz sonucunda histamin, triptamin, spermidin ve spermin konsantrasyonlarini
genellikle 10 mg/kg® in altinda bulmuslardir. Tiramin, putresin ve kadaverin
olusumunun toplam konsantrasyonunu kontrol 6rneklerinde 450-780 mg/kg, L.

plantarum kullanilan 6rneklerde 47,6-120 mg/kg, Microsil kullanilan orneklerde ise
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41,1-205,7 mg/kg olarak belirlemislerdir. L. plantarum ve Microsil’ in bu oranlarin

duistisiinde nemli rol oynadiklarini istatistiksel olarak da saptamislardir.

Kala¢ et al. (2000b) yaptiklar1 diger bir ¢alismada 3 beyaz lahana ¢esidi ile {iretilmis
tirlinlerinin ~ depolanmasi  siirecinde  biyojen amin  olusumu ve  amin
konsantrasyonlarindaki degisimleri incelemiglerdir. Denemede tursulari 15 °C’ da 14
giin siireyle dogal fermantasyona biraktiktan sonra 5-6 °C” da depolamislar ve 2, 4, 6 ve
12. aymn sonunda 6rnek almislardir. Analiz sonuglarina gore tiramini 100 mg/kg’
tizerinde belirlemigler, ardindan en yiiksek degerler olarak putresin ve kadaverini
saptamiglardir. Buna karsin, spermidin konsantrasyonunun 14 mg/kg’ m altinda
oldugunu, histamin, triptamin ve spermin konsantrasyonlarmin ise teshis limitlerine
ulasmadigini belirlemislerdir. Ayrica tiramin konsantrasyonunun depolamayla 6nemli

miktarda arttigini bildirmislerdir.

Garcia-Garcia et al. (2001) yaptiklar1 galismalarinda ticari olarak hazirlanan farkh
sofralik zeytinlerin ve diger tursuluk gidalarin biyojen amin igeriklerini saptamislardir.
Sofralik zeytin, kebere, kebere meyvesi ve hiyarlarda toplam biyojen amin miktarinm
meyvenin her 1 kg icin 60 mg’ dan daha az oldugunu; bu nedenle de s6zii gecen
iiriinlerin insan saglig1 i¢in bir risk olusturmadigin ifade etmislerdir. Yesil zeytin ve
salatalik 6rneklerinin hepsinde putresin bulundugunu ancak 18 mg/kg’ dan daha diisiik

seviyede oldugunu tespit etmislerdir.

Yiicel vd. (2001) HPLC yontemini kullanarak geleneksel olarak tiretilmis salamurali ve
% 1 sitrik asitle pH’ s1 ayarlanmms salamurali lahana tursularindaki biyojen amin
olusumlarint incelemislerdir. % 6, 8 ,10 ve 12 diizeyinde tuz igeren tursulardan en
yilksek biyojen amin miktarlarmi % 10 tuz iceren O&rnekte saptamiglardir.
Fermantasyonun 12. giiniinde % 6, 8 ve 10 diizeyinde tuz iceren sitrik asitli tursu
orneklerinin sitrik asit igermeyenlere oranla daha az biyojen amin icerdigini, % 12 tuz
iceren asitli ve asitsiz orneklerde ise ayni iliskinin goriilmedigini tespit etmislerdir. %
10 diizeyinde tuz iceren Ornekte fermantasyonun 12. giiniinde 39,8 mg/kg putresin, 8,94

mg/kg kadaverin, 88,4 mg/kg triptamin, 219,3 mg/kg spermin, 9,40 mg/kg spermidin ve
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0,64 mg/kg tiramin belirlerken, fermantasyonun 19. giiniinde ise 27,4 mg/kg putresin,
71,4 mg/kg kadaverin, 29,5 mg/kg triptamin, 5,67 mg/kg spermin ve 9,85 mg/kg tiramin
tespit etmislerdir. Sonug olarak % 10 tuz konsantrasyonunda fermente olan, sitrik asit
ilave edilmemis lahana tursularimin yiiksek seviyede biyojen amin olusumuna olanak

sagladigint belirlemislerdir.

Spicka et al. (2002) hiicresel elektrokinetik kapiler kromatografi yontemini kullanarak
yaptiklar1 bir calismada, hem dogal yolla hem de starter katarak {rettikleri
sauerkrautlarda biyojen amin olusumunu izlemislerdir. Alti adet kiyilmis beyaz lahana
cesidinin 22 °C’ da 14 giin siiren bagslangi¢ fermantasyonu ile hazirladiklar1 lahana
tursularini, 5-6 °C’° da depolamis ve 6. ay sonunda analiz etmislerdir. Denemede starter
kiiltiir olarak L. plantarum (5.10° kob/g olacak sekilde) kullanmislardir. Calismada
alman sonugclara gore starter katkisinin putresin, tiramin ve kadaverinin iiretim miktarini
onemli dl¢iide azalttigim belirlemislerdir. Diger yandan, spermidin igeriginin 10 ile 30
mg/kg arasinda degistigini ve spermidin miktarinda starter kiiltiiriin herhangi bir
azalmaya neden olmadigmi; ancak triptamin, spermin ve histamin seviyelerinin
azaldigmi ve hatta teshis limitlerinin altina indigini saptamiglardir. Pratikteki
uygulamalar igin, arastirmada kullanilan L. plantarum susunun en az 5.10° kob/g

diizeyinde, sauerkraut fermantasyonlari i¢in kullanilabilecegi sonucuna varmislardir.

Ekici ve Cogkun (2004) Van ilindeki marketlerden toplanan 50 adet sebze tursusu
orneginde (28 adet karisik, 6 adet kirmizi biber ve 7 adet hiyar tursusu) histamin
icerigini fluorometrik yontem kullanarak incelemislerdir. Tiim tursu Orneklerinde
histamin seviyesinin 16,54 mg/kg ile 74,91 mg/kg (ortalama 30,73 mg/kg) arasinda
degistigini belirlemislerdir. Hiyar tursusundaki histamin seviyesini minimum 26,66

mg/kg, maksimum 44,72 mg/kg (ortalama 34,73 mg/kg) olarak saptamislardir.

Moret et al. (2005) HPLC yontemi ile taze ve konserve sebzelerde serbest biyojen amin
icerigini arastirmislardir. Sauerkraut disindaki orneklerde putresin (0,2-0,5 mg/100 g
taze agirlik) ve spermidinin (0,4-4,5 mg/100 g taze agirlik) en ¢ok belirlenen aminler

oldugunu ve genellikle bunlari sperminin (maksimum 1,1 mg/100 g) takip ettigini tespit
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etmiglerdir. Konserve sauerkrautta tiramin seviyesinin 4,9 mg/100 g oldugunu, ancak
diger orneklerdeki tiramin seviyesinin 1,2 mg/100 g’ 1 gegmedigini saptamislardir. Taze

1spanak Srneklerinde ise 2,0 mg/100 g diizeyinde histamin belirlemislerdir.

Akbas (2006) HPLC yontemini kullanarak yaptigi ¢alismasinda piyasadan temin ettigi
toplam 100 adet pastdrize ve pastorize edilmemis olarak satilan ¢esitli tipteki tursu ve
20 adet ev yapimi tursu drneginin biyojen amin icerigini arastirmistir. Tursularin meyve
ve/veya salamuralarinda en yiiksek konsantrasyona sahip biyojen aminleri, sirasiyla,
putresin, kadaverin ve triptamin (sirasiyla ev yapimi 6rneklerde 63,60 mg/L, 23,48
mg/L, 7,00 mg/kg; ticari 6rneklerde ise 59,69 mg/L, 18,47 mg/L, 19,51 mg/kg), en
duisiik konsantrasyona sahip biyojen amini ise spermin (1,61 mg/L) olarak belirlemistir.
Ticari orneklerde en yiiksek toplam biyojen amin miktarim 81,84 mg/L, ev yapimi
orneklerde ise 86,25 mg/L olarak belirlemistir. Sonug¢ olarak, incelenen tiim tursu
orneklerinde toplam biyojen amin diizeylerinin literatiirde verilen ve pek cok iilkede

yasal olarak kabul géren toksik limitlerin altinda bulundugunu ifade etmistir.

Giintimiizde pek ¢ok iiriinde biyojen aminlerin olusumu ve miktarlari ile degisik teknik

ve farklt yontemlerin kullanimi konusunda yapilan ¢alismalar stirmektedir.

Ozellikle son yillarda gidalarda biyojen aminlerin belirlenmesi amaciyla daha hassas ve
hizli tekniklerin gelistirilmesine yonelik calismalar devam etmektedir. Eerola et al.
(1993) sivi kromotografi teknigi kullanarak kurutulmus sosislerde yaptiklari ¢alismada,
biyojen aminin teshis limitlerinin tiramin, spermin, spermidin ve kadaverin igin 1
mg/kg, feniletilamin, putresin ve triptamin i¢in 2 mg/kg ve serotonin i¢in de 5 mg/kg
olarak tespit etmiglerdir. Sonug olarak, bu yontemin kurutulmus sosis 6rneklerindeki
biyojen aminlerin belirlenmesinde kullanilabilecegini ve ayn1 zamanda kiyma, peynir ve

Tuna balig1 gibi diger gidalarin analizlerinde de uygulanabilecegini belirlemislerdir.

Kirschbaum et al. (2000) HPLC ile biyojen aminlerin 6n-kolon tiirevlendirmesi i¢in 3,5-
dinitrobenzoil kloriir (DNBZ-CI) ayrracini test ettikleri ¢alismalarinda teshis limitlerini

yaklasik olarak 124-864 pg/L. (enjeksiyon miktar1 203-1410 pg) belirlemislerdir.
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Kadaverin (0,976) ve serotonin (0,965) disinda belirleme katsayilarini 0,989-0,996
arasinda bulmuglardir. Bu yontemi fermente lahana suyu, soya sosu, Miso (soya
ezmesi), fermente balik sosu ve anciiez ezmesinde agmatin, kadaverin, histamin,
oktopamin, 2-feniletilamin, putresin, serotonin, spermidin, spermin, triptamin ve tiramin
miktarlarmin belirlenmesinde uygulamiglardir. Téim fermente lahana suyu &rneklerinde
366 mg/L putresin, 39-63 mg/L histamin, 37-73 mg/L tiramin ve 9-97 mg/L spermidin
tespit etmislerdir. Sonug olarak bu yontemin, yiiksek geri doniisiim orani ve dogrusal bir
tiirevlendirme sagladig icin fermente driinlerde biyojen amin diizeylerinin belirlenmesi

amaciyla kullanilabilecegini ileri stirmiislerdir.

Shakila et al. (2001) balik ve balik iiriinlerinde biyojen amin analizleri i¢in ince tabaka
kromotografi (TLC)—dansitometri ve yiiksek performansli sivi kromotografisi (HPLC)
gibi kromotografi tekniklerinin uygunlugu {izerine karsilastirmali bir c¢alisma
yapmiglardir. HPLC yonteminin daha dogrusal (5-100 ng), hassas ve tekrarlanabilir (<
% 3) olmasinin yani sira komplike aletler, teknik bilgi ve yiiksek uygulama masraflari
ile zaman gerektirdigini belirlemislerdir. Diger taraftan dogrusallik (20-300 ng) ve
tekrarlanabilirlikte (< % 8) ¢ok az bir kayipla TLC—dansitometrinin hizli ve HPLC

yontemine gore daha ucuz oldugunu ifade etmiglerdir.

Lange et al. (2002) cesitli gida 6rneklerinde biyojen aminlerin belirlenmesi i¢in kapiler
elektroforez (CE) yontemi ile yiiksek performansli sivi kromotografi yontemini (HPLC)
karsilastirmiglardir. HPLC teknigi ile yiiriitiilen calismada tiramin igin teshis limitlerinin
1,5 mg/kg ve CE teknigi ile yiiriitiilen ¢alismada ise 6 mg/kg oldugunu; putresin,
spermidin, kadaverin, agmatin gibi diger aminlerin de HPLC y&ntemi ile 1,0-8,5 mg/kg
arasinda siralandigini belirlemislerdir. Sonucta CE ve HPLC arasinda iyi bir korelasyon

oldugunu saptamislardir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Arastirmada piyasadan temin edilen Kornison cesidi tursuluk hiyarlar kullanilmistir.
Calismada starter katkili drnekler icin kullanilan Lactobacillus plantarum 11B susu
Ankara Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida Miihendisligi Bsliimii Ogretim Uyesi
Prof. Dr. Filiz OZCELIK’ ten temin edilmistir. Salamura hazirlamada Hiyar Tursusu
Standard:r TS 11112 ye (Anonim 1993) uygun tuz ve su, CaCl,.2H,O (Merck), glasiyel
asetik asit (% 99,9, Merck) kullanilmistir. Fermantasyon denemeleri 1 litre hacimli,

kapakli cam kavanozlarda gergeklestirilmistir.

Mikrobiyolojik sayimlarda enterobakteri ve koliform grubu bakterilerin sayimi igin,
sirasiyla, Violet Red Bile Glucose Agar (VRBG, Merck) ve Violet Red Bile Agar
(VRB, Merck) besiyerleri, toplam mezofilik aerobik bakteri (TMAB) sayimi i¢in Plate
Count Agar (PCA, Merck) besiyeri, laktik asit bakterilerinin sayimi icin Man Rogosa
Sharpe Agar (MRS, Merck) besiyeri ve maya-kiif sayisimi belirlemek igin Patato
Dextrose Agar (PDA, Oxoid) besiyeri kullanilmistir.

Biyojen amin analizleri i¢in gerekli olan tiramin (TRA), putresin (PUT), kadaverin
(KAD), triptamin (TRP), feniletilamin (FEA), histamin (HIS), spermin (SPM) ve
spermidin (SPD) biyojen aminleri Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO)’ den

saglanmistir.
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3.2 Yontem

3.2.1 Tursuluk hiyarlarm hazirlanmasi

Deneme kurulacagi giin pazardan satin alinarak laboratuvara getirilen hiyarlar
bekletilmeden aym giin kullamilmistir. Miimkiin oldugunca esit biiyiikliikte secilen
hiyarlar toz, toprak ve yabanci maddeler gibi kaba pisliklerinin uzaklastirilmasi

amaciyla musluk suyu ile yikanmistir.

3.2.2 Starter kiiltiir hazirlanmasi

Starter kiiltiir hazirlanmasinda MRS sivi besiyeri ve hiyar suyu kullanilmistir. Hiyar
suyu elde etmek i¢in; kabuklar1 soyulmus hiyarlar blender yardimiyla pargalanmis ve
siizgecten gecirilerek posast ayrilmistir. % 2 ve % 4 oranlarinda NaCl ilave edilen hiyar

sular1 121 °C’ da 15 dakika siireyle sterilize edilmislerdir.

Lactobacillus plantarum 11B susu, denemenin kurulmasindan 4 giin 6nce, icerisinde 5
mL MRS sivi besiyeri bulunan 3 tiipe asilanmis ve 30 °C’ da 24 saat siireyle inkiibe
edilmistir. Ayni islem bir kez daha tekrarlanmistir. Inkiibasyonun ardindan 5°er mL’lik
MRS sivi besiyerinde gelistirilen aktif L. plantarum 11B Xkiiltiirleri iginde % 2 NaCl
bulunan 3 tiipteki 5° er mL’ lik hiyar sularina aktarilmistir. Tekrar 30 °C’ da 24 saat
inkiibasyon sonrasinda 3 tiip icerigi (toplam 30 mL), % 4 NaCl iceren 120 mL hiyar
suyu bulunan 250 mL’ lik Erlenmayer’ e aktarilmig ve 30 °C’ da 24 saat siireyle inkiibe
edilmistir (Sekil 3.1). Bu sekilde starter kiiltiir kademeli olarak tuza ahstirilmis ve

fermantasyon ortamina daha cabuk adapte olmasi saglanmaya calisilmistir.
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L. plantarum: 11B susu
MES st besivetine %0 0,1
oramnda aglama

S'er ml MES 30°C" da f 24 saat inkibasyon
%% 0,1 orammnda aglama
30°C" daf 24 saat inkitbasyon
S'er ml MES
2" er mL loyar suyu (%6 2 MNaCl
+
5" er mL aketf WES srw keiltini
20°C da f 24 saat mkiibasyon
10" ar mL
hevar suyu + kiltir
learigm

120 mL hryar suya (36 4 MNaCD
+

30 ml. kiltir

2052 daf 24 zaat mkibasyon

150 ml.
hovar suyu + liltir
kangim

7.5 L' lik salamuraya inckilasyon

Sekil 3.1 Lactobacillus plantarum 11B susunun aktiflestirilmesi ve hiyar suyuna
adaptasyonunun asamalari

Saf kiiltiiriin tuzlu hiyar suyuna adaptasyonu sirasinda her asamada (saf kiiltiir, % 2 ve

% 4 tuzlu hiyar suyu) MRS Agar besiyerine yayma kiiltiirel sayim yontemine gore ekim
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yapilmistir. Petriler, 28-30 °C’ da 48 saat siire ile inkiibasyona birakilmis ve gelisen
koloniler sayilmistir. Bdylece hem starter kiiltiiriin fermantasyon ortamina adaptasyonu

izlenmis hem de salamuraya ilave edilen kiiltiir miktar1 belirlenmistir.

3.2.3 Salamuranin hazirlanmasi

Salamuranin hazirlanmasinda kullanilan musluk suyu, klorun uzaklastirilmasi amaciyla
kaynatilip sogutulmustur. Denge aninda % 4 tuz konsantrasyonunu saglamak amaciyla
% 8 tuz, % 0,4 CaCl, ve % 0,4 glasiyel asetik asit i¢ceren 7,5 litrelik iki ayr1 salamura
hazirlanmigtir. Salamuralardan birine 3.2.2." de anlatildig1 sekilde hazirlanan kiiltiirden,
starter kiiltiir oran1 % 2 olacak sekilde 150 mL ilave edilmistir. Diger salamura bidonu
kontrol olarak segilmistir. 1 L hacimli cam kavanozlara yaklasik 500° er g hiyar
konulmug ve tizerleri hazirlanan salamuralarla tamamlanmistir (hiyar : salamura orani
1:1). Daha sonra tursu kavanozlari oda sicakliginda fermantasyona birakilmistir.

Deneme 3 kez tekrarlanmuistir.

3.2.4 Fermantasyonun izlenmesi

Uc tekerriirlii yapilan fermantasyon denemeleri oda sicakliginda (20 = 2 °C)
yiiriitiilm{istiir. Starter katkih 6rneklerin hazirlanmasinda cizelge 3.1° de belirtilen
giinler icin 11 adet kavanoz (2 adet kavanoz yedek), kontrol orneklerinin
hazirlanmasinda ise ¢izelge 3.2° de belirtilen giinler icin 13 adet kavanoz (2 adet

kavanoz yedek) tursu kurulmustur.

Denemede aseptik kosullarin korunmasina &zen gosterilerek alinan hiyar dokusu ve
salamura Orneklerinde yapilan analizlerle, starterli 6rnekler i¢in 12 ve kontrol drnekleri
icin 30 giinliik deneme siiresi igerisinde ortaya ¢ikan kimyasal ve mikrobiyolojik
degisiklikler cizelge 3.1 ve cizelge 3.2° de verilen planlarda gosterildigi sekilde

izlenmistir.
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Cizelge 3.1 Starter katkih 6rneklere ait analiz plani

Analiz pH Titrasyon Tuz Mikrobiyolojik  Biyojen amin
giinleri asitligi analizler analizleri
0. + + + + +/*

1. + + +/*
2. + + + +/*
3. + + + +/*
4. + + + +/*
6. + + + +/*
8. + + + +/*
10. + + +/*
12. + + + + +/*

+ : Salamurada yapilan analizler
* : Hiyar dokusunda yapilan analizler

Cizelge 3.2 Kontrol 6rneklerine ait analiz plani

Analiz Titrasyon Mikrobiyolojik  Biyojen amin

giinleri pH asitligi Tuz analizler analizleri
0. + + + + +/*
1. + + +/*
2. + + + +/*
3. + + + +/*
4. + + + +/*
6. + + + +/*
8. + + + +/*
11. + + +/*
16. + + + +/*
22. + + +/*
30. + + + + +/*

+ : Salamurada yapilan analizler
* : Hiyar dokusunda yapilan analizler

3.2.5 Kimyasal analizler

Salamura orneklerinde pH, tuz ve titrasyon asitligi analizleri TS 11112’ ye (Anonim

1993) gore yapilmistir.
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3.2.5.1 pH

Salamura 6rneklerinde pH tayini i¢in NEL pH 890 dijital tip pH metre kullaniimistir.

3.2.5.2 Tuz

Cizelge 3.1 ve 3.2° de verilen analiz planlarina gére kontrol ve starter ilaveli rneklerin
0, 3 ve 6. giinleri ile kontrolde 30., starterli 6rneklerde 12. giinde her bir kavanozdan
alman 1 mL salamura 6rnegi 100 mL’ lik Erlenmayer’ e aktarilmistir. Erlenmayer’ in
icine teflon kapl karistirict gubuk atilmis ve manyetik karistirici iizerine oturtulmustur.
Ornegin lizerine 25 mL destile su ilave edilerek seyreltme islemi yapilmistir. 1-2 damla
metil oranj (% 0,1) indikatorii damlatildiktan sonra, 6rnegin notralizasyonu amaciyla,
sar1 renk olusana kadar (1-3 damla) 1 N NaOH eklenmistir. Daha sonra 2 mL % 5’ lik
K,CrO4 ilave edilerek 1 N AgNO; ile sabit kiremit kirmizi renk olusuncaya kadar

titrasyon yapilmistir. Sonuglar % tuz miktari olarak hesaplanmustir.

3.2.5.3 Titrasyon asitligi

Titrasyon asitligi tayini i¢in starter katkili ve kontrol drneklerinden 0, 2, 4 ve 8. giinler
ile starterli orneklerde 12. giinde, kontrol orneklerinde 16 ve 30. giinlerde Ornek
almmistir. Alinan 10 mL salamura 6rnegi 100 mL’ lik Erlenmayer’ e aktarilmistir.
Ornek 40 mL destile su ile seyreltilmis ve manyetik karistirici iizerine oturtulmustur.
Uzerine 1-2 damla fenol fitalein (% 1) indikatorii ilave edildikten sonra 0,1 N NaOH
¢ozeltisi ile pembe renk olusana kadar titre edilmis ve sonuglar % laktik asit olarak

hesaplanmastir.
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3.2.6 HPLC analizi

3.2.6.1 HPLC cihaz1

Arastirmada kullamlan HPLC cihazinin 6zellikleri ve kromatografi kosullar c¢izelge

3.3’ te verilmistir.

Cizelge 3.3 HPLC cihazinin ozellikleri ve biyojen amin analizi i¢in kromatografi

kosullar1

HPLC Thermo Finnigan, Surveyor (Waltham, USA)

Kolon firmi Thermo Finnigan, Surveyor, Sicaklik 5 °C

Kolon C-18 (250x4.6 mm, ID) Phenomenex Luna

Pompa Surveyor dortlii diisiik basing gradient pompa

Degasser Otomatik vakum degasser

Dedektor 254 nm, PDA (Photo Diode Array), pik safliginin kontrolii i¢in
195-500 nm arasinda spektrum taramali, bant genisligi: 2 nm

Yazilim programi Chrom Quest Chromatography Software

Mobil faz Solvent A: 30 mL buffer / 550 mL asetonitril / 420 mL destile su
Solvent B: 2 mL buffer / 900 mL asetonitril / 100 mL destile su

Akis hizi 1,3 mL/dak.

Enjeksiyon 25 uL

Sekil 3.2 Calismada kullanilan HPLC sistemi (Ankara Universitesi BITAUM)
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3.2.6.2 Biyojen amin standart cozeltilerinin hazirlanmasi

Tiramin (TRA), putresin (PUT), kadaverin (KAD), triptamin (TRP), feniletilamin
(FEA), histamin (HIS), spermin (SPM) ve spermidin (SPD) 50 mL’ lik balon jojeler
icinde 0,4 M perklorik asit ile ¢oziindiiriilmiis ve her bir biyojen aminin son
konsantrasyonu 10 mg/50 mL olacak sekilde biyojen amin standart cozeltileri
hazirlanmigtir. Miks standart ¢ozeltisi hazirlamak igin ise her bir biyojen aminin 5 mL
stok ¢&zeltisi 50 mL lik balon jojeye aktarilmis ve hacim 0,4 M perklorik asit ile 50 mL’
ye tamamlanmistir. Dansil kloriir ¢6zeltisi i¢in 10 mg dansil kloriir 1 mL aseton iginde

¢Oztindiiriilmiistiir. Tiim ¢ozeltiler giinliik olarak hazirlanmistir (Biitikofer et al. 1990).

3.2.6.3 Mobil faz

0,1 M tris, 0,1 M asetik asit ve destile su, sirasiyla, 2 / 1 / 2 oraninda kullanilarak buffer
(pH 8) hazirlanmistir. Solvent A icin 30 mL buffer / 550 mL asetonitril / 420 mL destile
su ve Solvent B i¢cin de 2 mL buffer / 900 mL asetonitril / 100 mL destile su

kullanilmaistir.

3.2.6.4 Orneklerin hazirlanmasi ve ekstraksiyonu

Cizelge 3.1 ve ¢izelge 3.2° de verildigi gibi fermantasyonun belirli giinlerinde tursu
orneklerinin salamuralarindan 10° ar mL, el rendesinden gegirilerek kiiciik pargalara
ayrildiktan sonra elde edilen meyve kisimlarindan ise 10’ ar gram &rnek ahinmistir.
Alinan o6mnekler 250 mL’ lik FErlenmayer’ e konularak iizerlerine 200 pL 1-7
diaminoheptan (i¢ standart, Sigma) ve 25 mL perklorik asit ilave edilmis, 20 dakika
siireyle elle calkalanmistir. Bu sekilde hazirlanan karisim kaba filtre kagidindan
gecirilerek 50 mL’ lik balon jojelere siiziilmiistiir. Elde edilen siiziintliniin tizeri % 5’ lik

triklor asetik asit (TCA) ile 50 mL’ ye tamamlanmastir.
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3.2.6.5 Ekstraktlarin tiirevlendirilmesi

3.2.6.4° te acgiklandigi sekilde hazirlanan 6rnek ekstraktlarindan 400 pl alinarak
aliminyum folyo ile sarilmis olan 10 mL’ lik kapakli santrifiij tiiplerine aktarilmis ve
tizerlerine 400 uL sodyum karbonat ¢ozeltisi ilave edildikten sonra tiip karistiricida
karistinlmistir.  Karisimlarin  iizerine 400 pl. dansil kloriir ilave edilip tekrar
karistirildiktan sonra 30 dakika siireyle 40 °C’ ik su banyosunda bekletilmistir. Kalan
dansil kloriirii uzaklasgtirmak igin 200 puL. sodyum glutamat eklenmis ve karisim 60
dakika siireyle 40 °C’ lik su banyosunda bekletilmistir. Su banyosunda bekletme
siirecinde tiipler 15 dakika aralikla tiip karistiricida karistirllmistir. Bu siirenin bitiminde
1 mL asetonitril ilave edilerek ornekler 3500 devirde 20 dakika siireyle santrifiij
edildikten sonra elde edilen siipernatantlar ependorf tiiplerine alinarak HPLC analizi

icin —20 °C* da muhafaza edilmiglerdir (Eerola ez al. 1993).

3.2.6.6 Starter kiiltiiriin biyojen amin iiretme yeteneginin kontrolii

Lactobacillus plantarum 11B susu, MRS sivi besiyerinde 30 °C’ da 24 saat siireyle iki
kez aktiflestirilmistir. Iglerinde % 1 oraninda histidin, tirozin, triptofan, fenilalanin,
lisin, ornitin ve glutamat amino asitleri bulunan 10 mL’ lik 7 adet MRS siv1 besiyeri
iceren tiipe aktif kiiltiirden inokiilasyon yapilmis ve 24 saat siire ile 30 °C’ da
inkiibasyona birakilmistir. islem bir kez daha tekrar edilmistir. 48 saat sonunda her
tipten 5° er mL alimmmis (toplam 35 mL) ve 100 mL’ lik Erlenmayer’ e aktarilmistir.
Elde edilen karisimdan santrifiij tiipiine 1 mL alinarak {izeri 0,4 M perklorik asitle 10
mL’ ye tamamlanmis ve 3500 devirde 20 dakika stireyle santrifiij edilmistir. Elde edilen
siipernatanttan 200 ve 400 pL almarak 3.2.6.5 te anlatildig1 gibi tiirevlendirme islemi
gerceklestirilmistir. Tiirevlendirme sonunda ependorf tiipleri HPLC analizi igin —20 °C’

da muhafaza edilmislerdir.
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3.2.7 Mikrobiyolojik analizler

Cizelge 3.2 ve cizelge 3.3° te gosterildigi gibi fermantasyonun belirli gtinlerinde ve
steril kosullarda salamuralardan alinan 1 mL 6rnek, % 0,85° lik steril serum fizyolojikte
1 : 9 oraninda seyreltilmis ve elde edilen seyreltikler toplam mezofilik aerobik
bakteriler, laktik asit bakterileri, Enterobakteri, koliform grubu bakteriler ve maya-kiif

sayimlari i¢in kullanilmistir.

3.2.7.1 Toplam mezofilik aerobik bakteri sayimi

Toplam mezofilik aerobik bakteri sayim i¢in Plate Count Agar (PCA, Merck)
besiyerine yayma kiiltiirel sayim ydntemine gore ekim yapilmis ve 28-30 °C’ da 48 saat
siire ile inkilbasyon sonucunda gelisen koloniler sayilmistir. Sonuglar logaritmik
degerlere cevrilmis ve log kob (koloni olusturan birim) / mL olarak ifade edilmistir

(Anonymous 1996).

3.2.7.2 Laktik asit bakteri sayimi

Laktik asit bakteri sayimi igin MRS Agar (de Man Rogosa Sharpe Agar, Merck)
besiyeri kullanilmistir. Yayma kiiltiirel sayim yontemine gore ekim yapilan petriler, 28-
30 °C’ da 48 saat siire ile inkiibe edilmis ve inkiibasyon sonunda gelisen koloniler

sayilmistir. Sonuglar log kob/mL olarak verilmistir (Anonymous 1996).

3.2.7.3 Enterobakteri sayimi

Enterobakteri sayimi, yayma kiiltiirel sayim ydntemine gore Violet Red Bile Glucose
Agar (VRBG, Merck) besiyerinde yapilmistir. EKim yapilan petrilerde 37 °C” da 24 saat
sonunda, gelisme olmayan petrilerde ise 48 saat sonunda gelisen pembe-kirmizi
renkteki koloniler sayilmistir. Sonuglar log kob/mL olarak verilmistir (Anonymous

1996).
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3.2.7.4 Koliform grubu bakterilerin sayimi

Violet Red Bile Agar (VRB, Merck) besiyeri koliform grubu bakterilerin sayimi igin
kullanilmistir. Yayma Kkiiltiirel sayim yontemi ile ekim yapilan petrilerde 37 °C’ da 24
saat sonunda, gelisme olmayan petrilerde ise 48 saat sonunda gelisen pembe-kirmizi
renkteki koloniler sayilmistir. Sonuclar log kob/mL olarak verilmistir (Anonymous

1996).

3.2.7.5 Maya-kiif sayim

Toplam maya-kiif sayimi Potato Dextrose Agar (PDA, Oxoid) besiyeri kullanilarak
yayma kiiltiirel sayim y&ntemine gére yapilmistir. Besiyerinin pH’ sin1 3,5’ e ayarlamak
amaciyla besiyeri igerisine % 10’ luk tartarik asit ¢6zeltisinden 1,6 mL / 100 mL ilave
edilmistir. Petriler, mayalar i¢in 28-30 °C’ da 72 saat, kiifler i¢in ise 28-30 °C’ da 5 giin
inkiibasyona birakilmis ve daha sonra gelisen koloniler sayilmistir. Sonuglar log

kob/mL olarak verilmistir (Anonymous 1990).

3.2.8 istatistiksel degerlendirme
Arastirmada mikrobiyolojik, kimyasal ve biyojen amin analiz sonuglarma iligkin

verilerin SPSS (stirim 14) programi ile analiz edilmis, giinler arasindaki farkhlik ise

Duncan testi ile saptanmigtir (Diizgiines vd. 1987).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Starter Kiiltiiriin Salamuraya Adaptasyonu

3.2.2’ de anlatildig1 sekilde hazirlanan Lactobacillus plantarum 11B starter kiiltiiriiniin
fermantasyon ortamina adaptasyonunun izlenmesi amactyla saf kiiltiirden ve % 2 ve %
4 tuzlu hiyar sularindan MRS agar besiyerine yayma kiiltiirel sayim ydntemine gore
ekimi yapilmistir. 30 °C* da 48 saat siire ile inkiibasyon sonunda elde edilen sayim

sonuglari ¢izelge 4.1° de verilmistir.

Cizelge 4.1 Starter kiiltiir adaptasyonu (log kob/mL)

I. Tekerriir II. Tekerriir II1. Tekerriir
L. plantarum 11B 9,38 9,34 8,71
% 2 tuzlu hiyar 951 9.43 920
Suyu b b 9
% 4 tuzlu hiyar 9.49 3 66 879
Suyu 9 b 9

L. plantarum 11B susunun fermantasyon ortamina adaptasyonundan sonra her bir
tekerriirde salamuraya ilave edilen starter kiiltiir miktarlari, sirasiyla, 9,49, 8,66 ve 8,79

log kob/mL olarak bulunmustur.

4.2 Kimyasal Analiz Sonuclar:

Denemede starter ilave edilerek {iiretilen hiyar tursular 12 giin, dogal fermantasyona
birakilarak iiretilen kontrol 6rnekleri ise 30 giin siireyle fermantasyona birakilmistir. Bu
siireler iginde belirli giinlerde pH, % titrasyon asitligi ve % tuz miktarinin belirlenmesi

amaciyla kimyasal analizler yapilmistir (Cizelge 4.2).

Fermantasyon esnasinda laktik asit fermantasyonu nedeniyle titrasyon asitliginde artis,

asit olusumuna paralel olarak da pH’ da azalma ve tuz miktarmin dengeye ulagsmasiyla
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birlikte baslangigta % 8 olan tuz konsantrasyonunun yartya diismesi beklenmektedir (I¢
2000, Ozgelik ve Ulu 2002). Denemede benzer sonuglar elde edilmis olup sonuglar 3
tekerriiriin ortalamasi olarak ¢izelge 4.2, sekil 4.1 ve sekil 4.2° de verilmistir. Buna
gore, baslangic tuz konsantrasyonu % 8, CaCl, konsantrasyonu % 0,4 ve asetik asit
konsantrasyonu % 0,4 olan starter katkisiz kontrol &rnekleri ile starter ilave edilen
orneklere ait salamuralara hiyarlarin konmasiyla birlikte hizli bir besin ve madde ahs
verisi baslamistir. Buna gore her iki grupta da hiyarlarin tizerinde dogal olarak bulunan
laktik asit bakterileri ve kullamlan starter kiiltiirtin etkisiyle titrasyon asitligi

degerlerinin arttig1 anlasilmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2 Kontrol ve starter kiiltlir katilarak iiretilen hiyar tursusundaki kimyasal

degisimler
u Titrasyon asitligi TUZ
Giin p (% Laktik asit) (%)
Starter Kontrol Starter Kontrol Starter Kontrol
0. 3,51d 3,53d 0,41c 0,41 c 6,06 a 5,61 a
1. 4,10 ab 4,15 ab
2. 4,18 a 422 a 0,41 c 0,38 ¢
3. 4,10 ab 4,14 ab 4,24 b 459b
4. 3,72 bc 4,13 be 0,64 b 0,54 b
6. 3,63 cd 3,80 cd 4,17b 443 b
8. 3,54d 3,73d 0,88 a 0,75 a
10.%/11.%* | 3,40d 3,61d
12.%/16.%* | 3,43 3,50 0,87 0,90 4,15
22. 3,45
30. 3,45 0,98 4,20
(n=6)
* Starter
**Kontrol

Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen rakamlar arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir
(P<0,01).
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Sekil 4.1 Starter ilave edilen 6rneklerde fermantasyon siiresince pH, titrasyon asitligi ve
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Sekil 4.2 Kontrol drneklerinde fermantasyon siiresince pH, titrasyon asitligi ve tuz
konsantrasyonunda goriilen degisimler
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Starter katkili ve kontrol orneklerinin salamuralarinda fermantasyonun baslangicinda
pH degerleri, sirasiyla, 3,51 ve 3,53 olarak belirlenmistir. Fermantasyonun ilk 2
giiniinde pH’ nin, yine sirasiyla, 4,18 ve 4,22° ye kadar yiikselmesinin nedeninin ise

hiyarlardaki hiicre 6zsuyunun salamuraya ge¢mesi oldugu diistintilmektedir.

Fermantasyon sirasinda artan pH degerlerinin, starter katkili ve starter katkisiz kontrol
orneklerinde 4. giinden itibaren azaldig1 gozlenmistir (Cizelge 4.2). Starterli drneklerde
en yiiksek pH degeri 4,18 olarak fermantasyonun 2. giiniinde, en diisiik pH degeri ise
3,40 olarak fermantasyonun 10. giiniinde belirlenmistir. Kontrol drneklerinde ise en
yiiksek pH degeri 4,22 ile 2. giinde goriiliirken, en diisitk pH degeri de 3,45 ile 22.

giinde saptanmistir.

pH bakimindan yapilan varyans analizi sonucunda starter ilave edilen ve dogal
fermantasyona birakilan 6rnekler arasinda bir farklilik gozlenmemistir. Ancak giinlere

gbre meydana gelen azalmanin istatistiksel olarak nemli oldugu bulunmustur (P<0,01).

Arastirmamizda starter kiiltlir kullanilarak tiretilen 6rneklerden elde edilen pH degeri,
hiyar tursusuyla yapilmis diger calismalarla karsilastirildiginda; Rodrigo et al. (1992)’
un fermantasyon denemesinin son giinii olan 27. giinde belirledigi pH 3,54, yine benzer
olarak yapilan Fleming er al. (1995)’ un 30 giinliik fermantasyon c¢aligmasinin 10.
giinde pH 3,70 ve Ozcelik vd. (2001)’ nin 10 giin siiren fermantasyonun 5. giinde pH
3,84-4,00 olarak belirledikleri degerlerden diisiik bulunmustur. Fleming ef al. (1973a)’
un 21 giinliik fermantasyonun 13. giiniinde pH 3,38, McDonald et al. (1991)’ un 5
giinliik fermantasyonun sonunda pH 3,42 ve Ozcelik vd. (1998)’ nin fermantasyonun
son giinii olan 13. giinde pH 3,40 olarak belirledigi degerlerle benzer oldugu
saptanmistir. Ayrica Fleming et al. (1973b)’ un 36 giin siiren fermantasyonun 13.
giiniinde pH 3,15 ve Ulu (2001)’ nun fermantasyon sonu olan 12. giinde pH 3,20 olarak
belirledigi degerlerden ise yiiksek oldugu anlasilmistir. S6zii gegen tiim g¢alismalarda

tampon kullanilmistir.
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Starter kiiltiir ilave edilmeden yiiriitiilen arastirmalarla, denemeden elde edilen pH
degerleri karsilastirildiginda ise I¢ (2000)” in 30 giin siiren fermantasyon sonunda pH
3,31-3,43 olarak belirledigi degerlerle benzerlik gosterdigi; Ogabi ve Pamir (1973)” in
fermantasyonun sonu olan 30. giinde belirledigi pH 3,90 ve Calis ve Akbulut (1993)" un
60 giin siiren fermantasyonun 23. giinde buldugu pH 3,56 degerinden ise diistik oldugu

saptanmigstir.

Denemede en yiiksek titrasyon asitligi degerlerine starterli 6rneklerde % 0,88 ile 8.
giinde, kontrol 6rneklerinde ise % 90 ile 16. ve % 0,98 ile 30. giinde ulasilmistir.
Yapilan istatistik analiz sonucunda starter ilave edilen 6rnekler ve kontrol Ornekleri
arasinda titrasyon asitligi bakimindan farkhilik g6zlenmemis, ancak giinlere gore

meydana gelen artigin istatistiksel olarak dnemli oldugu belirlenmistir (P<0,01).

Aragtirmada, starter kiltiir ilave edilerek {iiretilen hiyar tursularindan elde edilen
titrasyon asitligi degerleri yapilan calismalarla karsilastirildiginda; Fleming et al.
(1995)’ un 10. giinde % 0,88 ve Ozcelik vd. (1998)’ nin 13. giinde % 0,88 degerleri ile
benzerlik gosterirken; Fleming er al. (1973a)’ un 13. giinde % 0,99, Fleming et al.
(1973b)’ un 13. giinde % 1,02 ve Ulu (2001)’ nun 12. giinde % 1,04 olarak elde ettigi
titrasyon asitligi degerlerinden diisiik bulunmustur. Starter kiiltiir kullanilmadan tiretilen
kontrol 6rnekleri ile yapilan arastirmalar karsilastirildiginda ise; Ogabi ve Pamir (1973)’
in fermantasyonun 8-10. giiniinde % 0,63-1, i¢ (2000)’ in 29. giinde ortalama % 0,78-
0,92 ve Sahin ve Akbas (2001)” 1n 3 haftalik fermantasyon sonunda % 0,80-1,04 olarak

belirledikleri titrasyon asitligi degerleri ile benzerlik gosterdigi saptanmistir.

Denemenin baglangicinda % 8 olan tuz konsantrasyonu, fermantasyonun ilk 3 giiniinde
hizhh bir sekilde azalmis ve fermantasyonun sonunda starter kullanilan Orneklerde %
4,15 e, kontrol orneklerinde ise % 4,20 diizeyine ulagmistir (Cizelge 4.2). Kontrol ve
starter katkili olan 6rnekler arasinda bir fark gézlenmezken, giinler arasinda meydana

gelen azalmanin istatistiksel olarak onemli oldugu belirlenmistir (P<0,01).
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4.3 Mikrobiyolojik Analiz Sonuclan

Mikrobiyel gelisme, fermantasyonun belli giinlerinde (starter katilarak iiretilen hiyar
tursularinda fermantasyonun 0, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10 ve 12. giinlerinde; dogal
fermantasyonla {iretilen hiyar tursularinda fermantasyonun 0, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 11, 16, 22
ve 30. giinlerinde) laktik asit bakterileri (LAB), toplam mezofilik aerobik bakteri
(TMAB), koliform grubu bakteriler, enterobakteri ve toplam maya-kiif sayimlar

yapilarak belirlenmis olup sonuglar ¢izelge 4.3, sekil 4.3 ve sekil 4.4’ te gOsterilmistir.

Cizelge 4.3 Kontrol ve starter Kkiiltir katilarak iiretilen hiyar tursusundaki
mikrobiyolojik degisimler (log kob/mL)
Giin LAB" TMAB” MAYA### 2
Starter Kontrol Starter Kontrol Starter Kontrol
0. 6,29 a 1,67d 6,43 b 2,96 b 1,67 cd 2,12 cd
1. 7,11 a 3,15cd 7,28 b 3,46 b 1,67d 2,00d
2. 7,98 a 5,00 bc 8,13 a 5,65 a 2,62 bcd | 2,67 bed
3. 8,21 a 6,62 ab 8,33 a 6,65 a 3,17 bc 3,24 bc
4. 8,58 a 7,01 ab 8,55 a 7,16 a 3,72 b 3,18b
6. 8,30 a 8,05 a 8,37 a 8,32 a 4,34 a 5,25a
8. 8,28 a 8,35a 8,25 a 8,32 a 4,42 a 5,37 a
10.%/11.%% | 7,99 a 8,24 a 8,07 a 8,27 a 4,54 a 5,56 a
12.%/16.%* | 7,89 7,72 x 7,89 7,69 4,75 5,02
22. 7,24 xy 7,18 4,67
30. 6,89 y 7,37 3,00
(n=0)
*  Starter
** Kontrol

***Bu sonuglar maya degerlerine aittir, drneklerde kiif bulgusuna rastlanmamaistir.

Y Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen rakamlar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir
(P<0,05).

? Ayni siitunda farkli harflerle gdsterilen rakamlar arasindaki fark istatistiksel olarak Gnemlidir
(P<0,01).
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Sekil 4.3 Starter kiiltiir katilarak {iretilen hiyar tursusu salamurasindaki mikrobiyolojik
degisimler (log kob/mL)
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Sekil 4.4 Dogal fermantasyonla {iretilen kontrol orneklerinin salamurasindaki
mikrobiyolojik degisimler (log kob/mL)
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Starter katilarak tretilen hiyar tursusundaki laktik asit bakterilerinin baslangi¢ sayisi
6,29 log kob/mL’ dir. Laktik asit bakterileri 4. giinde 8,58 log kob/mL ile en yiiksek
seviyeye ulasmistir. Fermantasyonun sonunda ortamda asit birikmesi nedeniyle
titrasyon asitliginin artmasi1 ve buna bagl olarak pH degerlerinin diismesi sonucu LAB

sayisi azalmis ve 7,89 log kob/mL olarak belirlenmistir (Cizelge 4.3).

Starter katkisiz olarak iiretilen hiyar tursusundaki laktik asit bakterilerinin baslangic
sayisi 1,67 log kob/mL olarak belirlenmistir. Fermantasyonun 2. giinlinden itibaren
belirgin bir sekilde artan LAB sayisi, 8. giinde 8,35 log kob/mL’ ye kadar yiikselmis,
fermantasyonun sonuna dogru azalmaya baglamis ve 30. giinde de 6,89 log kob/mL

olarak bulunmustur (Cizelge 4.3).

LAB sayisi bakimindan varyans analizi teknigine iliskin hesaplamalar sonunda Grup
(starter katkili ve kontrol) X Giin interaksiyonu istatistik olarak cnemli bulunmustur
(P<0,05). Sekil 4.5° te gruplar arasindaki farkin giinlere gore degistigi goriilmektedir.
Buna gore 4. giine kadar onemli bir fark gozlenirken, 4. giinden itibaren fark

goriilmedigi tespit edilmistir.

-
o

LAB sayisi (log kob/mL)
O =~ N W h OO N 00 ©

0 1 2 3 4 6 8 10_11

Giin

‘ —e— Starter —m— Kontrol‘

Sekil 4.5 LAB sayis1 bakimindan starter ve kontrol ortalamalar1 arasindaki farklarin
giinlere gore degisimi
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Kontrol drneklerinde fermantasyonun 16, 22 ve 30. giinleri karsilastiriimis (Cizelge 4.3)
ve LAB sayis1 bakimindan yapilan varyans analizi sonunda giin ortalamalar1 arasindaki

farkliliklarin istatistik olarak 6nemli oldugu sonucuna varilmistir (P<0,05).

LAB sayilarinin ulastigi en yiiksek degerler dikkate alindiginda, Ozcelik vd. (1998)’ nin
tampon icermeyen salamuralarda 6,40.107-2,08.10° kob/mL ve tampon igeren
salamuralarda 5,8.107-9,4.10° kob/mL, Karacakol (1998)° un 7,4.10%-3,0.10° kob/mL,
Ozgelik vd. (2001)’ nin 4,7.10%-8,6.10° kob/mL, i¢ (2000)" in 3,40.107-1,73.10°
kob/mL, Ulu (2001)’ nun 3,0.10° kob/mL olarak calismalarinda ulastiklar1 degerlere

benzerlik gostermektedir.

Arastirmamizda salamura Orneklerindeki toplam mezofilik aerobik bakteri (TMAB)
sayim sonuglari ¢izelge 4.3, sekil 4.3 ve sekil 4.4° te verilmistir. Starter kiiltlir katilarak
tiretilen hiyar tursusu salamurasinda TMAB sayisinin baslangi¢ degeri 6,43 log kob/mL
olarak belirlenmistir. En yiiksek deger olan 8,55 log kob/mL fermantasyonun 4.
giiniinde saptanmistir. Bu saymin 12. giin sonunda 7,89 log kob/mL’ ye kadar azaldigi
anlasilmistir. Kontrol 6rneklerinin salamurasinda ise baslangigta 2,96 log kob/mL olan
TMAB sayisinin fermantasyonun 2. giiniinden itibaren belirgin bir sekilde arttig1 ve
fermantasyonun 6. giiniinde 8,32 log kob/mL’ ye kadar yiikseldigi saptanmistir.

Fermantasyonun 30. giiniinde ise 7,37 log kob/mL olarak belirlenmistir.

Kontrol ve starter ilave edilerek iiretilen tursularin TMAB degerleri ortalamalar

arasindaki farklarin hem gruplara, hem de gilinlere gore degistigi ve bu farklarin

istatistik olarak 6nemli oldugu belirlenmistir (P<0,01).

Arastirma sonunda elde edilen TMAB sayim sonuglari hiyar tursusuyla yapilan
calismalarla karsilastirldiginda; Karacakol (1998)° un 5,6.10%-10" kob/mL, i¢ (2000)’
in 1,44.10%-5,24.10® kob/mL, Ozgelik vd. (2001)’ nin 5,9.10%1,1.10° kob/mL degerleri

ile benzerlik gosterdigi saptanmistir.
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Hiyar tursusu fermantasyonunda, laktik asit bakterilerinden sonra 6nemli bir diger
mikroorganizma grubunu mayalar olusturmaktadir. Baslangic sayilar1 diisiik olan
mayalarin, pH’ nin azalmasiyla birlikte, gelismeleri sinirlanan laktik asit bakterilerinin
kullanamadiklar: sekerleri tiiketmeleri sonucunda sayilarinda artis gozlenebildigi I¢ ve
Ozgelik (1995) tarafindan ifade edilmektedir. Arastirmamizda cizelge 4.3 te starter
katilarak tiretilen hiyar tursusunda en yiiksek maya sayist 4,75 log kob/mL olarak
fermantasyonun 12. giiniinde belirlenmistir. Kontrol rneklerinin salamurasinda ise en
yiiksek deger 5,56 log kob/mL ile fermantasyonun 11. giiniinde goriiliirken, bu deger
fermantasyonun son giinii olan 30. giinde 3,00 log kob/mL’ ye kadar azalmistir (Cizelge

4.3).

Kontrol ornekleri ile starter ilave edilen oOrneklerin maya sayilarinin ortalamalari
arasinda bir fark gozlenmezken, giinler arasinda izlenen degisimin istatistik olarak

onemli oldugu saptanmistir (P<0,01).

Calismada elde edilen maya sayim sonuglar1 yapilan diger hiyar tursusu denemelerinde
elde edilen sonuclarla karsilastinldiginda, I¢ (2000)° in 2,25.10°-1,04.10° kob/mL,
Ozcelik vd. (2001)° nin 1,9.10*-6,0.10° kob/mL ve Ulu (2001)’ nun 7,2.10°-1,15.10°
kob/mL degerleri ile benzer oldugu, ancak Karacakol (1998)° un yaptig1 ¢alismada elde

ettigi sonugla (< 10 kob/mL) benzerlik gostermedigi belirlenmistir.

Arastirmamizda kiif sayisinin < 1 log kob/mL diizeyinde kaldig1 belirlenmis olup bunun
nedeninin  fermantasyonlarin ~ kapali  kaplarda  gerceklestirilmesi oldugu
diistiniilmektedir. Bu durum Karacakol (1998), I¢ (2000) ve Ulu (2001)’ nun ¢alismalari

ile de uyum gostermektedir.

Deneme sonunda elde edilen enterobakteri ve koliform sayim sonuglart yapilan 3
tekerriiriin tiimiinde 1 log kob/mL’ den diisiik bulunmustur. Ulasilan bu sonuglar,

deneme 6rneklerindeki pH degerinin diisiik olmasiyla iliskilendirilmistir.
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McDonald et al. (1991) yaptiklar bir calismada asetik asit ilave edilmemis 6rneklerde
fermantasyonun baslangicindan sonraki 3 giin igerisinde 3.10° kob/mL olan
enterobakteri sayisint 5. giliniin sonunda yaklasik 10® kob/mL olarak bulmuslardir.
Asetik asit ilave ettikleri 5rneklerde ise enterobakteri sayisiimn 10° kob/mL’ den gittikce

azaldigim ve 5. giiniin sonunda < 10 kob/mL seviyesinde oldugunu belirlemislerdir.

Benzer sekilde Fleming er al. (1995) yaptiklart hiyar tursusu denemesinde
fermantasyonun baslangicinda 3,5 log kob/mL olan enterobakteri sayisinin,
fermantasyonun 5. giliniine kadar azaldigimi ve 5. giinden sonra yapilan analizlerde

belirleyemediklerini bildirmislerdir.

Ozgelik vd. (2001) starter kiiltiir kullanarak fiirettikleri hiyar tursusu ile yiiriittiikleri
calismalarinda, 10 giin siiren fermantasyonun 1. giiniinde aldiklar1 salamura
orneklerinde 3,2.102—4,3.103 kob/mL arasinda enterobakteri belirlerken, dogal
fermantasyon ile yiriittiikleri calismada ise yine fermantasyonun 1. giiniinde 8,6.10

kob/mL enterobakteri tespit etmisler, ancak daha sonraki giinlerde belirleyememislerdir.

Karacakol (1998) yaptigi ¢alismada past6rizasyon islemi uygulayarak hazirladigi hiyar
tursularinin  salamuralarinda  enterobakteri  belirleyememistir.  Buna  karsm
antimikrobiyel madde olarak kullandigi K-sorbat ilaveli orneklerde ise 1. giin 2,3.10%-
7,2.10° kob/mL olarak tespit ettigi enterobakteri sayismin 4. giine kadar azaldigini
gozlemlemis, ancak 4. glinden sonra bu 6rneklerde enterobakteri belirleyemedigini ileri

stirmiistiir.
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4.4 Biyojen Amin Analiz Sonuglar:

Starter ilave edilerek {iretilen ve kontrol hiyar tursusu Orneklerinde fermantasyon
siiresince olusan triptamin (TRP), feniletilamin (FEA), putresin (PUT), kadaverin
(KAD), histamin (HIS), tiramin (TRA), spermidin (SPD) ve spermin (SPM) biyojen

aminlerinin diizeyleri HPLC yontemi kullanilarak incelenmistir.

Diger yandan arastirmada kullanilan Lactobacillus plantarum 11B starter kiiltiiriiniin
3.2.6.6° da agiklandigi sekilde biyojen amin olusturma yetenegi HPLC yOntemi
kullanilarak belirlenmistir. Yapilan analiz sonucunda starter Kkiiltiiriin olusturdugu

toplam biyojen amin miktar1 0,413 pg/mL olarak bulunmustur.

Denemede tiim biyojen aminler ¢ok iyi bir sekilde ayrilmis olup; sekil 4.6’ da biyojen
aminlerin gelis zamanlarina ve siralarina, sekil 4.7° de ise starter katkili tursu 6rneginin

biyojen amin igerigine ait kromotogramlar verilmistir.
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Sekil 4.6 Standart biyojen aminlerin gelis siras1 ve siirelerini gosteren kromotogram
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250 240
FEA
200 00
140 140
100 100
PUT
50 TRP 50
A \A\
o N e 1]
T T T T T T T T
2 4 G g 10 12 14 16
hnutes

* Tanimlanamamis madde

Sekil 4.7 Tursu 6rneginde biyojen aminleri gdsteren kromotogram
Tekrarlanabilirlik degeri standart ¢ozeltilerin dort kez enjeksiyonu ile elde edilmistir.

Normalde bu deger her zaman % 1’ den diisiik olmaktadir ve bizim sonuglarimizda da

bu degerin altinda bulunmustur.

Arastirmada  kullanilan  yontemin dogrulugunun gostergesi olan ekstraksiyon

yonteminin geri kazanim orani % 91 olarak bulunmustur.

Cizelge 4.4° te egim (slope), kesim (intercept), korelasyon katsayisi (r) ve standart

sapma (standart deviation) ile verilerin dogrusalligi gosterilmektedir.
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Cizelge 4.4 Verilerin dogrusallig

. . Egim Kesim Korelasyon Standart
Biyojen Amin (sl%pe) (intercept) katsaylsi/(r) sapma P N
Triptamin 5579069 -371091 0,9990 28881 0,028 3
Feniletilamin 9686800 -583541 0,9999 7130 0,011 3
Putresin 4206622 -130864 0,9995 15232 0,020 3
Kadaverin 16635730 | -871663 0,9970 175462 0,050 3
Histamin 11959959 | -374123 0,9999 16754 0,008 3
Tiramin 10891966 | -392152 0,9999 10338 0,005 3
Spermidin 8084858 -125961 0,9995 30744 0,021 3
Spermin 9612948 -152237 0,9998 21009 0,012 3

Yapilan analizler sonucu biyojen aminlerin teshis limitleri 0,045 ug/mg TRP, 0,050
ng/mg FEA, 0,015 pg/mg PUT, 0,010 pg/mg KAD, 0,015 pg/mg HIS, 0,020 ug/mg
TRA, 0,050 ug/mg SPD ve 0,050 pug/mg SPM olarak saptanmistir.

4.4.1 Fermantasyon siiresince biyojen amin miktarlarindaki degisimler

Biyojen amin olusumu, fermantasyonun belirli giinlerinde (starter katilarak {iretilen
hiyar tursularinda fermantasyonun 0, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10 ve 12. giinlerinde; dogal
fermantasyonla tiretilen hiyar tursularinda fermantasyonun 0, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 11, 16, 22
ve 30. giinlerinde) tursularin hem meyve hem de salamuralarindan &rnekler alinarak

takip edilmistir.

Arastirmada starter kiiltlir katilarak iiretilen hiyar tursularinin meyvelerinde ve
salamuralarinda fermantasyonun 0, 1 ve 2. giinlerinde, kontrol &rneklerinin
meyvelerinde ve salamuralarinda ise 0. giinde yapilan analiz sonuglaria gore biyojen

amin belirlenememistir.

4.4.1.1 Triptamin miktar

Starter kiiltiir ilave edilen ve dogal fermantasyon ile tiretilen kontrol orneklerinde,

fermantasyon siiresince belirlenen triptamin miktarlari gizelge 4.5° te verilmistir.
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Cizelge 4.5 Kontrol ve starter kiiltiir katilarak tretilen hiyar tursularindaki triptamin

miktarlar
TRIPTAMIN
Giin Starter "’ Kontrol Giin
Meyve Salamura Meyve Salamura
(ug/mg) (ug/mL) (ng/mg) (ng/mL)
0. ND ND ND ND 0.
1. ND ND 5,985 5,740 1.
2. ND ND 6,610 6,294 2.
3. 0,998 a 0,838 a 7,058 b 6,362 cd 3.
4. 1,053 a 1,347 a 6,787 b 6,033 d 4.
6. 1,660 a 1,124 a 6,785 b 6,932 bc 6.
8. 1,541 a 1,268 a 6,848 b 7,450 b 8.
10. | 1,597 a 1,104 a 8,361 a 9,141 a 11.
12. [1,936 1,749 8,014 xy” 9,000 xy 16.
8,007 y 8,335y 22.
8,738 x 9,246 x 30.
(n=6)

ND: Belirlenemedi

Y Aynu siitunda farklt harflerle gosterilen rakamlar arasindaki fark, istatistiksel olarak onemlidir
(P<0,01).

? Farkli harflerle (x, y) gosterilen rakamlar arasindaki fark, istatistiksel olarak onemlidir
(P<0,05).

Starter kiiltiir ilave edilerek tretilen hiyar tursularinda triptaminin, fermantasyonun 3.
giiniinden itibaren olustugu, meyve ve salamurada baslangi¢ miktarinin, sirasiyla, 0,998
ug/mg ve 0,838 pg/mL oldugu belirlenmistir. Fermantasyon siiresince en yiiksek
triptamin miktarlari, fermantasyonun son giinii olan 12. giinde saptanmis olup, meyvede

1,936 ug/mg, salamurada da 1,749 pg/mL olarak bulunmustur (Cizelge 4.5).

Starter katkisiz olarak {retilen kontrol &rneklerinde triptaminin, fermantasyonun 1.
giiniinde meyvede 5,985 pg/mg ve salamurada 5,740 ug/mL oldugu tespit edilmistir.
Kontrol oOrneklerinde belirlenen en yiiksek triptamin miktarlar1 ise meyve ve
salamurada, sirasiyla, 8,738 ug/mg ve 9,246 ug/mL olarak 30. giinde belirlenmistir

(Cizelge 4.5).

TRP bakimindan yapilan varyans analizleri sonunda Meyve ve Salamura X Grup

(starter katkili ve kontrol) X Giin interaksiyonu istatistik olarak onemli bulunmustur
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(P<0,01). Ayrica kontrol orneklerinin 16, 22 ve 30. gilinlerinde yapilan varyans
analizleri sonunda TRP ig¢in meyve, salamura ve giinler arasindaki farkliliklarin

istatistik olarak 6nemli oldugu belirlenmistir (P<0,05).

Mikrobiyolojik ve kimyasal analiz sonuglarinin biyojen amin olusumu {izerine etkilerini
belirlemek amaciyla yapilan varyans analizlerine gore, starter katkili 6rneklerde TMAB,
LAB ve maya sayilarindaki artis ile titrasyon asitligindeki artism ve tuz
konsantrasyonundaki azalmanin istatistik olarak énemli olmadig1 sonucuna varilmistir

(P>0,05).

Dekarboksilaz enzim aktivitesini, dolayisiyla biyojen amin olusumunu etkileyen en
onemli faktorlerden biri pH’ dir. Asidik ortamlarda biyojen amin olusumunun bakteri
icin koruyucu bir mekanizma oldugu ileri siirtilmektedir (Ayta¢ vd. 1997). Diistik pH’
da daha yiiksek olan dekarboksilaz enzim aktivitesi, baz1 arastirmacilara gére pH 4,0-
5,5 araliginda (Silla Santos 1996), bazi1 arastirmacilara gére de pH 2,5-6,5 araliginda

optimumdur (Stratton et al. 1991).

Aragstirmada starter ilaveli orneklerde fermantasyon siiresince izlenen pH degeri 3,40-
4,18 araliginda degisim gostermistir. pH’ nin biyojen amin olusumu i¢in gerekli olan
optimum degerler arasinda olmasi triptamin olusumunu etkilemis ve pH ile triptamin

arasindaki negatif korelasyon istatistik olarak dnemli bulunmustur (P<0,05).

Kontrol drneklerinde yapilan mikrobiyolojik analizlere gére TMAB (P<0,05), LAB
(P<0,05) ve maya (P<0,01) sayilarindaki artis biyojen amin olusumunu etkilemis ve
triptamin miktarini artirmustir. i¢ ve Ozgelik (1995), mayalarin gelismeleri ile ortamdaki
pH’ min diismesiyle birlikte asitli§in artmasina yol agtiklarini ifade etmiglerdir. Her ne
kadar mayalarda dekarboksilaz enzimi bulunmamasina karsin, biyojen amin miktarlarini
etkilemelerinin aym nedene bagl oldugu ve dolayh olarak biyojen amin olusumuna

katkida bulunduklar diisiintilmektedir.
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Denemede kontrol drnekleri ig¢in fermantasyon siiresince gbzlenen pH degeri 3,45-4,22
araliginda belirlenmistir. pH degerindeki azalmanin, dolayisiyla titrasyon asitligindeki
artisin istatistik olarak onemli oldugu ve triptamin miktarinin artmasina neden oldugu
bulunmugstur (P<0,01). Tuz konsantrasyonundaki degisimin ise triptamin olusumuna

etkisi olmadigi saptanmistir (P>0,05).

Yiicel vd. (2001) HPLC yontemini kullanarak geleneksel olarak tiretilmis salamural ve
% 1 sitrik asitle pH’ s1 ayarlanmms salamurali lahana tursularindaki biyojen amin
olusumlarini inceledikleri ¢alismalarinda, % 8 tuz ve % 8 tuz ile % 1 sitrik asit ilave
edilerek iiretilen lahana tursularindaki triptamin miktarini 19 giin siiren fermantasyonun

sonunda, sirasiyla, 1,71 ve 0,94 mg/kg olarak belirlemislerdir.

Garcia-Garcia et al. (2001), yaptiklart calismalarinda ticari olarak hazirlanan farkli
sofralik zeytinlerin, kebere, kebere meyvesi ve hiyar tursularinin biyojen amin
iceriklerini arastirmiglardir. Biitiin O6rneklerde toplam biyojen amin miktarmin,
meyvenin her 1 kg i¢in 60 mg’ dan daha az oldugu sonucuna varmislardir. Piyasadan
topladiklar1 hiyar tursusu Orneklerinde biyojen amin konsantrasyonlarint diisiik
seviyelerde gozlemlerken, bu Orneklerde triptamin varligina rastlamadiklarim ifade

etmislerdir.

Akbas (2006), HPLC y&ntemini kullanarak yiiriittiigii ¢alismasinda piyasadan temin
ettigi toplam 100 adet pastérize ve pastdrize edilmemis tursu 6rnegi ile 20 adet ev
yapimi tursu Orneginin biyojen amin icerigini arastirmistir. Buna gore; 4 adet ticari
hiyar tursusu drneginin meyvesinde 1,07-5,74 mg/kg, salamurasinda ise 2,37-7,14 mg/L
triptamin belirlerken; ev yapimi 2 adet hiyar tursusu Srneginin meyvesinde 3,24-4,28

mg/kg, salamurasinda da 0,52-3,96 mg/L triptamin tespit etmistir.

Denemede fermantasyon sonunda elde edilen triptamin miktarlar1 starter katkih
orneklerin meyvelerinde 1,936 pum/mg ve salamuralarnda 1,749 pg/mL; kontrol
orneklerinin meyvelerinde 8,738 pg/mg ve salamuralarinda 9,246 upg/mL olarak

belirlenmistir.
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Arastirmamizdan elde edilen sonuglar Akbas (2006)’ 1n ¢alismasiyla karsilastirildiginda
starterli 6rneklerin ticari orneklerle benzerlik gosterdigi, ancak ev yapimi drneklerindeki
triptamin miktarlarindan daha diisiik miktarlarda bulundugu goriilmektedir. Kontrol
orneklerinin ise hem ticari hem de ev yapimi 6rneklerden daha fazla triptamine sahip
oldugu anlasilmaktadir. Benzer sekilde, her ne kadar lahana tursusu olsa da Yiicel vd.

(2001)’ nin elde ettigi triptamin miktarlarindan da yiiksek oldugu gézlenmistir.

Literattirde, tursularda triptamin miktar1 i¢in belirlenmis bir toksik limit degerine

rastlanmamisgtir.

4.4.1.2 Feniletilamin miktari

Starter kiiltiir ilave edilen ve dogal fermantasyon ile firetilen kontrol drneklerinde,

fermantasyon siiresince belirlenen feniletilamin miktarlari ¢izelge 4.6’ da verilmistir.

Cizelge 4.6 Kontrol ve starter kiiltiir katilarak tiretilen hiyar tursularindaki feniletilamin

miktarlar
FENILETILAMIN
Giin Starter” Kontrol Giin
Meyve Salamura Meyve Salamura
(ug/mg) (ug/mL) (ng/mg) (ng/mL)
0. ND ND ND ND 0.
1. ND ND 10,676 12,887 1.
2. ND ND 11,833 21,305 2.
3. 2,273 c 2,257 c 14,263 b 22,550 e 3.
4. 2,509 c 5,969 ab 11,270 ¢ 26,543 d 4.
6. 2,852 be 6,636 a 11,870 ¢ 27,500 ¢ 6.
8. 3,606 ab 6,044 ab 14,117 b 37,980 b 8.
10. | 3,901 a 5,675b 17,987 a 47,267 a 11.
12. | 3,653 4,633 20,029 z 38,653 x 16.
21,632y 24,827 z 22,
28,369 x 29,817y 30.
(n=6)

ND: Belirlenemedi

Y Aynu siitunda farklt harflerle gosterilen rakamlar arasindaki fark, istatistiksel olarak onemlidir

(P<0,01).
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Feniletilamin, starter katkili hiyar tursularinda fermantasyonun 3. giiniinden itibaren
belirlenmis olup, 3. giindeki miktar1 meyve ve salamurada, sirasiyla, 2,273 pg/mg ve
2,257 ug/mL’ dir. Meyvede belirlenen en yiiksek feniletilamin miktar1 3,901 pg/mg
olarak 10. giinde bulunurken, fermantasyonun son giinii olan 12. giinde ise 3,653 ug/mg
olarak saptanmistir. Salamurada gbzlenen en yiiksek feniletilamin miktari ise 6. giinde
6,636 pg/mL olarak bulunmus ve fermantasyonun 12. giiniinde 4,633 pg/mL’ ye kadar
azalmistir (Cizelge 4.6). Fermantasyon siiresince biyojen amin miktarlarinin azalmasi
bazi arastiricilara gére aminolitik bakterilerin aktivitelerine baglanmistir (Yiicel vd.

2001).

Starter ilave edilmeden diretilen hiyar tursusu Orneklerinde 1. giinden baslayarak
feniletilamin olusumu gézlenmis ve meyvede 10,676 ng/mg, salamurada 12,887 ng/mL
olarak belirlenmistir. Meyvede 28,369 pg/mg ile en yiiksek feniletilamin miktar1 30.
giinde saptanmistir. Salamurada ise en yiiksek feniletilamin miktar1 47,267 pg/mL ile
11. giinde tespit edilmis olup, fermantasyonun sonu olan 30. giinde de 29,817 pug/mL
olarak belirlenmistir (Cizelge 4.6).

FEA bakimindan yapilan varyans analizleri sonunda Meyve ve Salamura X Grup
(starter katkili ve kontrol) X Giin interaksiyonu istatistik olarak 6nemli bulunmustur
(P<0,01). Kontrol orneklerinde fermantasyonun 16, 22 ve 30. giinlerinde yapilan
varyans analizlerine gore ise FEA miktarmin meyve ve salamurada giinlere gore arttig

ve bu artisin istatistiksel olarak dnemli oldugu sonucuna varilmistir (P<0,01).

Starter katkili  &rneklerde TMAB, LAB, maya, titrasyon asitligi ve tuz
konsantrasyonundaki degisimlerin FEA olugsumu iizerine etkili olmadigi (P>0,05),
ancak pH’ daki azalma ile FEA miktar1 arasinda negatif bir korelasyon oldugu
belirlenmistir (P<0,05). Kontrol &rneklerinde ise TMAB, LAB, maya sayilarindaki
artisla titrasyon asitligindeki artis ve pH degerindeki azalma FEA miktar tizerinde etkili
olmus ve bu etki istatistik olarak 6nemli bulunmustur (P<0,01). Tuz

konsantrasyonundaki degisimin ise dnemli olmadig1 sonucuna varilmistir (P>0,05).
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Akbas (2006), 4 adet ticari hiyar tursusu drnegindeki feniletilamin miktarlarint meyvede
0,63-1,63 mg/kg, salamurada 0,88-1,36 mg/L olarak belirlemistir. Ev yapimi 2 adet
hiyar tursusu &rnegindeki miktarler1 ise meyvede 1,21-1,48 mg/kg feniletilamin,

salamurada 0,73-0,79 mg/L feniletilamin olarak saptamistir.

Denemede starter ilave edilerek tiretilen hiyar tursusu fermantasyonu sonunda elde
edilen feniletilamin miktarlart meyve ve salamurada, sirasiyla, 3,653 pug/mg ve 4,633
ug/mL olarak tespit edilmistir. Kontrol érneklerinde ise, yine fermantasyonun sonunda,
meyvede 28,369 pg/mg, salamurada 29,817 pg/mL feniletilamin olarak saptanmistir.
Elde edilen sonuglar Akbas (2006)’ in ¢alismasiyla karsilastirildiginda, hem ticari hem
de ev yapimi Orneklerde belirlenen feniletilamin miktarlarindan ¢ok yiiksek oldugu

goriilmektedir.

Fermente gidalarda feniletilamin i¢in bildirilen toksik limit 30 mg/kg” dir (ten Brink et
al. 1990). Kontrol orneklerinden elde edilen degerler toksik limite ¢ok yakin
bulunurken, starterli orneklerdeki feniletilamin miktarinin bu degerin altinda oldugu

anlagilmistir.

4.4.1.3 Putresin miktan

Starter kiiltiir ilave edilen ve dogal fermantasyon ile {iretilen kontrol &rneklerinde,

fermantasyon siiresince belirlenen putresin miktarlar ¢izelge 4.7’ de verilmistir.
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Cizelge 4.7 Kontrol ve starter kiiltiir katilarak tretilen hiyar tursularindaki putresin

miktarlar
PUTRESIN
Giin Starter "’ Kontrol Giin
Meyve Salamura Meyve Salamura
(ug/mg) (ug/mL) (ng/mg) (ng/mL)
0. ND ND ND ND 0.
1. ND ND 2,950 0,398 1.
2. ND ND 3,747 0,634 2.
3. 0,829 b 2,941 a 6,420 e 0,712 b 3.
4. 0,913 b 2,320 b 7,143 d 1,031 b 4.
6. 1,009 b 2,630 ab 7,804 c 1,033 b 6.
8. 1,799 a 2,328 b 10,002 b 1,060 b 8.
10. 1,564 a 2,176 b 16,023 a 1,741 a 11.
12. | 2,183 11,863 14,880 z 1,754 x 16.
16,675y 1,236 x 22,
20,492 x 0,599 x 30.
(n=0)

ND: Belirlenemedi
Y Ayni siitunda farklt harflerle gosterilen rakamlar arasindaki fark, istatistiksel olarak onemlidir
(P<0,01).

Putresin, starter kiiltiir ilave edilen o6rneklerde fermantasyonun 3. giiniinden itibaren
belirlenmistir ve meyvede 0,829 ug/mg, salamurada 2,941 pg/mL olarak bulunmustur.
Meyve ve salamurada belirlenen en yiiksek putresin miktari ise fermantasyonun sonu

olan 12. giinde, sirasiyla, 2,183 pg/mg ve 11,863 pg/mL’ dir (Cizelge 4.7).

Starter katkisiz olan kontrol Orneklerinde fermantasyonun 1. giiniinden itibaren
olusmaya bagslayan putresin, meyve ve salamurada, sirasiyla, 2,950 pg/mg ve 0,398
ug/mL olarak bulunmustur. En yiiksek putresin miktar1 meyvede 20,492 nug/mg olarak
30. giinde belirlenirken, salamurada 16. giinde 1,754 pg/ml. olarak saptanmistir.
Salamurada fermantasyonun sonunda belirlenen miktar ise 0,599 ug/mL’ dir (Cizelge

4.7).

PUT bakimindan yapilan varyans analizlerine gére Meyve ve Salamura X Grup (starter

katkilt ve kontrol) X Giin interaksiyonunun ve kontrol orneklerinin 16, 22 ve 30.
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giinlerinde yapilan varyans analizleri sonunda Meyve ve Salamura X Giin

interaksiyonunun istatistik olarak nemli oldugu sonucuna varilmistir (P<0,01).

Starter katkili 6rneklerdeki PUT miktarlari ile TMAB sayisindaki artis arasinda bir iliski
oldugu (P<0,05), ancak LAB, maya, titrasyon asitligi, pH degerleri ve tuz
konsantrasyonun PUT miktarma etki etmedigi belirlenmistir (P>0,05). Kontrol
orneklerinde ise PUT olusumu ile TMAB, LAB, maya sayilarmdaki artis arasinda
pozitif korelasyon gozlenirken, pH degerindeki azalma ile negatif korelasyon oldugu
saptanmistir (P<0,01). PUT miktart ile tuz konsantrasyonu ve titrasyon asitligi

arasindaki iliskinin ise 6nemli olmadig1 sonucuna varilmistir (P>0,05).

Yiicel vd. (2001), % 8 tuzlu lahana tursusunda putresin miktarint 17,7 mg/kg, % 8 tuz
ve % 1 sitrik asit ilave edilerek tiretilen lahana tursusundaki putresin miktarni ise 6,34

mg/kg olarak belirlemislerdir.

Garcia-Garcia et al. (2001) piyasadan topladiklari hiyar tursusu &rneklerindeki ortalama

putresin miktarini 4,5 mg/kg olarak bulmuslardir.

Akbas (2006), ticari hiyar tursusu 6rneklerinin meyvelerinde 0,16-0,23 mg/kg putresin,
salamuralarinda da 0,15-0,35 mg/L putresin belirlerken; ev yapimi hiyar tursusu

orneklerinde ise putresin olmadigini belirlemistir.

Yapilan bu c¢alismada, fermantasyon sonunda starterli 6rneklerin meyvelerinde ve
salamuralarinda belirlenen putresin miktarlar, sirasiyla, 2,183 pg/mg ve 11,863 pg/mL;
kontrol &rneklerinde bulunan putresin miktarlar1 ise meyvede 20,492 pg/mg,
salamurada 0,599 pg/mL olarak belirlenmistir. Arastirmadan elde edilen bu sonuglarin
Yiicel vd. (2001), Garcia-Garcia et al. (2001) ve Akbas (2006)° 1n belirledikleri

degerlerden yiiksek oldugu anlasilmistir.
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Kontrol ve starter katkili tursu 6rnekleri igin belirlenen putresin miktarlarinin, toksik
limit olan 396 mg/kg putresin (Stratton et al. 1991) degerinden diisiik oldugu

belirlenmistir.

4.4.1.4 Kadaverin miktari

Starter kiiltiir ilave edilen ve dogal fermantasyon ile {iretilen kontrol &rneklerinde,

fermantasyon siiresince belirlenen kadaverin miktarlan ¢izelge 4.8 de verilmistir.

Cizelge 4.8 Kontrol ve starter kiiltiir katilarak iiretilen hiyar tursularindaki kadaverin

miktarlari
KADAVERIN
Giin Starter’ Kontrol" Giin
Meyve Salamura Meyve Salamura
(ug/mg) (ug/mL) (ng/mg) (ng/mL)
0. ND ND ND ND 0.
1. ND ND 0,617 0,644 1.
2. ND ND 0,633 0,618 2.
3. 0,532 b 0,603 b 0,621 b 0,604 b 3.
4. 0,616 ab 0,607 ab 0,612 ab 0,620 ab 4.
6. 0,625 a 0,612 a 0,622 a 0,632 a 6.
8. 0,624 ab 0,583 ab 0,628 ab 0,596 ab 8.
10. ]0,651a 0,616 a 0,638 a 0,618 a 11.
12. | 0,669 0,672 0,622 0,638 16.
0,627 0,618 22.
0,647 0,623 30.
(n=0)

ND: Belirlenemedi
Y Ayni siitunda farklt harflerle gosterilen rakamlar arasindaki fark, istatistiksel olarak onemlidir
(P<0,05).

Starter katkili tursu &rneklerinde kadaverinin, fermantasyonun 3. giiniinde olustugu
gozlenmis, meyve ve salamurada, sirasiyla, 0,532 ug/mg ve 0,603 pg/mL olarak
bulunmugstur. En yiiksek kadaverin miktar1 ise 12. giinde belirlenmis olup, meyvede

0,669 ng/mg, salamurada 0,672 pg/mL olarak saptanmistir (Cizelge 4.8).
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Kadaverinin, dogal fermantasyonla iiretilen kontrol 6rneklerinde 1. giinden baslayarak
olustugu tespit edilmistir. Meyvede, fermantasyonun 1. giiniinde 0,617 ng/mg olarak
belirlenen kadaverin miktarinin, en yiiksek miktar olan 0,647 pug/mg’ a 30. giinde
ulastign gozlenmistir. Salamura 6rneklerinde ise en yiiksek kadaverin miktarinin 1.
giinde belirlenen 0,644 ug/mL oldugu ve 30. giinde 0,623 ug/mL olarak bulundugu
cizelge 4.8° de goriilmektedir (Cizelge 4.8).

KAD igin gruplar (starter katkih ve kontrol) arasinda farklilik s6z konusu degilken,
giinlere gore olan degisimin istatistik olarak &nemli oldugu sonucuna varilmigtir
(P<0,05). Starter katkisiz olarak iiretilen hiyar tursularinda fermantasyonun 16, 22 ve
30. giinlerinde yapilan varyans analizleri sonunda KAD ig¢in meyve, salamura ve giinler

arasindaki farkliliklar istatistik olarak 6nemli bulunmamaistir (P>0,05).

Starter ilave edilen tursu orneklerinde TMAB sayisindaki artisin KAD olusumunu % 5
diizeyinde etkiledigi gozlenmistir. Ancak LAB ve maya sayilarindaki artis ile titrasyon
asitligindeki artisin ve pH degeri ile tuz konsantrasyonundaki azalmanin KAD
miktarma etki etmedigi saptanmistir (P>0,05). Kontrol &rneklerinde ise, yapilan
kimyasal ve mikrobiyolojik analizler sonucunda elde edilen degerler ile KAD
miktarindaki degisimler arasinda istatistik olarak bir 6nem olmadigi sonucuna

varilmistir (P>0,05).

Yiicel vd. (2001), % 8 tuzlu lahana tursusunda kadaverin miktarin1 3,18 mg/kg, % 8 tuz
ve % 1 sitrik asit ilave edilerek iiretilen lahana tursusundaki kadaverin miktarmi ise

11,63 mg/kg olarak belirlemislerdir.

Garcia-Garcia et al. (2001), piyasadan topladiklar1 hiyar tursusu Srneklerinde yaptiklari

analizler sonucunda kadaverin varligina rastlamamiglardir.

Akbas (2006), ticari hiyar tursularinin meyvelerinde 0,20-4,36 mg/kg ve

salamuralarinda 0,52-5,41 mg/LL kadaverin saptamistir. Ev yapimi hiyar tursusu
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orneklerinde ise meyvede 6,41-9,58 mg/kg, salamurada 13,14-21,74 mg/L kadaverin

belirlemistir.

Calismada, starter katkili 6rneklerde fermantasyon sonunda belirlenen kadaverin
miktarlar1 meyve ve salamurada, sirasiyla, 0,669 pg/mg ve 0,672 ug/mL’ dir. Kontrol
orneklerinde ise meyvede 0,647 pg/mg, salamurada 0,623 pg/mL  kadaverin
saptanmistir. Buna gore elde edilen sonuglar Akbas (2006) in  cahsmasiyla
karsilastirldiginda; ticari drneklerde belirlenen kadaverin miktarlariyla benzer oldugu,
ancak hem starterli hem de kontrol Orneklerinin ev yapimi drneklerden c¢ok diisiik
miktarlarda kadaverin icerdigi anlasilmistir. Yiicel vd (2001)’ nin c¢alismasinda
belirlenen sonuglara gore ise lahana tursusundaki kadaverin iceriginin bizim

calismamizda saptanan kadaverin miktarindan daha yiiksek oldugu goriilmektedir.

Fermente iiriinlerde kadaverin i¢in belirlenen toksik limitler bulunmamasina karsin,
starter ve kontrol Orneklerinin her ikisinde de kadaverin miktarlarnn ¢ok diisiik

diizeylerde belirlenmistir.

4.4.1.5 Histamin miktari

Starter kiiltiir ilave edilen ve dogal fermantasyon ile firetilen kontrol drneklerinde,

fermantasyon siiresince belirlenen histamin miktarlari ¢izelge 4.9° da verilmistir.
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Cizelge 4.9 Kontrol ve starter kiiltlir katilarak iiretilen hiyar tursularindaki histamin

miktarlar
HISTAMIN
Giin Starter” Kontrol" Giin
Meyve Salamura Meyve Salamura
(ug/mg) (ug/mL) (ng/mg) (ng/mL)
0. ND ND ND ND 0.
1. ND ND 1,564 0,656 1.
2. ND ND 1,582 0,554 2.
3. 0,488 a 0,551 a 1,611b 0,566 a 3.
4. 0,574 a 0,585 a 1,569 b 0,552 a 4.
6. 0,621 a 0,578 a 2,769 a 0,551 a 6.
8. 0,574 a 0,512 a 2,808 a 0,591 a 8.
10. | 0,580 a 0,566 a 2,755 a 0,568 a 11.
12. | 0,658 0,580 2,770y 0,561 x 16.
2,807 y 0,544 x 22,
3,810 x 0,604 x 30.
(n=0)

ND: Belirlenemedi
Y Ayni siitunda farklt harflerle gosterilen rakamlar arasindaki fark, istatistiksel olarak onemlidir
(P<0,01).

Starter kiiltiir ilave edilen hiyar tursusu 6rneklerinde histamin olusumu fermantasyonun
3. giiniinde baglamis olup, meyvede 0,488 pg/mg, salamurada 0,551 pg/mL olarak
belirlenmistir. En yiiksek histamin miktarina meyvede 0,658 pg/mg ile 12. giinde,
salamurada ise 0,585 pg/mL ile 4. giinde ulagilmistir. Ayrica salamurada
fermantasyonun son giinti olan 12. giinde 0,580 pg/mL histamin belirlenmistir (Cizelge

4.9).

Starter katkisiz kontrol 6rneklerinde fermantasyonun 1. giiniinden itibaren olusmaya
baslayan histamin, meyvede 1,564 ug/mg olarak bulunmus ve en yliksek miktar olarak
3,810 pg/mg ile 30. glinde belirlenmistir. Salamura 6rneklerinde ise en yiiksek miktar
fermantasyonun 1. giintinde 0,656 ug/mL olarak bulunmus ve 30. giinde 0,604 pg/mL
olarak saptanmistir (Cizelge 4.9).

HIS bakimindan yapilan varyans analizleri sonunda Meyve ve Salamura X Grup (starter

katkili ve kontrol) X Giin interaksiyonunun ve kontrol drneklerinde fermantasyonun 16,
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22 ve 30. giinlerinde yapilan varyans analizleri sonunda HIS’ in Meyve ve Salamura X

Giin interaksiyonunun istatistik olarak dnemli oldugu sonucuna varilmigtir (P<0,01).

Starter ilave edilen tursu Orneklerinde belirlenen HIS miktarlar ile kimyasal ve
mikrobiyolojik bulgular arasinda istatistiksel bir iliski bulunamamistir (P>0,05). Ancak
kontrol 6rneklerinde TMAB ve LAB sayilarindaki artisin istatistik olarak nemli oldugu
belirlenmistir (P<0,05).

Biyojen aminlerden tiramin ve histaminin, bakterilerde iiremenin ge¢ logaritmik
evresinde veya duraklama-oliim evresinde olustugu diistintilmektedir. Ayrica bazi
bakteri suslarinin tasidiklari histaminaz enzimi ile ortamda histamin birikimini

sinirladiklar1 da belirtilmektedir (Aytag vd. 1997).

Garcia-Garcia et al. (2001), piyasadan topladiklart hiyar tursusu rneklerinin hig¢birinde

histamin belirleyemediklerini ifade etmislerdir.

Ekici ve Coskun (2004), Van ilindeki marketlerden toplanan 50 adet sebze tursusu
orneginde (28 adet karisik, 6 adet kirmizi biber ve 7 adet hiyar tursusu) histamin
miktarin1 fluorometrik yontem kullanarak arastirmiglardir. Hiyar tursusundaki histamin
seviyesini minimum 26,66 mg/kg, maksimum 44,72 mg/kg (ortalama 34,73 mg/kg)

olarak belirlemislerdir.

Akbas (2006), piyasadan temin ettigi 4 adet hiyar tursusu Srneginin meyvesinde 0,03-
0,87 mg/kg; salamurasinda ise 0,06-0,77 mg/L histamin belirlemistir. Ev yapim 2 adet
hiyar tursusu Orneginde ise meyvede 0,28-1,35 mg/kg, salamurada 0,01-0,84 mg/L

histamin bulmustur.

Arastirmamizda, starterli Orneklerde histamin igin fermantasyon sonunda meyvede
0,658 ng/mg, salamurada 0,580 ug/mL olarak belirlenen degerler, kontrol 6rneklerinde
meyvede 3,810 ug/mg, salamurada da 0,604 ug/mL olarak saptanmistir. Starter katilan
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orneklerden elde edilen sonuglar Akbas (2006)’ 1n ticari ve ev yapimi ornekleri ile

benzerlik gosterirken, kontrol orneklerinden elde edilen degerler ise yiiksek
bulunmustur. Ancak, hem starter katkili hem de kontrol 6rneklerinde belirlenen
histamin miktarlarinin, Ekici ve Coskun (2004)’ un calismalarinda belirledikleri

histamin miktarlarindan ¢ok diisiik oldugu anlasilmistir.

Starter ve kontrol 6rneklerinin her ikisinde de belirlenen histamin miktarlarinin, toksik
limit olan 100 mg/kg histamin (ten Brink et al. 1990) diizeyinin altinda oldugu

goriilmektedir.

4.4.1.6 Tiramin miktari

Starter kiiltiir ilave edilen ve dogal fermantasyon ile iiretilen kontrol orneklerinde,

fermantasyon siiresince belirlenen tiramin miktarlar1 ¢izelge 4.10° da verilmistir.

Cizelge 4.10 Kontrol ve starter kiltiir katilarak iiretilen hiyar tursularindaki tiramin

miktarlar
TIRAMIN
Giin Starter " Kontrol Giin
Meyve Salamura Meyve Salamura
(ug/mg) (ug/mL) (ng/mg) (ng/mL)
0. ND ND ND ND 0.
1. ND ND 1,837 1,830 1.
2. ND ND 1,829 1,937 2.
3. 0,864 0,733 1,867 1,914 3.
4. 0,867 0,788 1,894 1,880 4.
6. 0,852 0,828 2,126 1,908 6.
8. 0,815 0,803 2,235 1,922 8.
10. | 0,791 0,809 1,905 2,005 11.
12. | 0,814 0,815 1,856 1,928 16.
1,988 2,139 22.
1,831 1,899 30.
(n=6)

ND: Belirlenemedi
! Starter ve kontrol drnekleri arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak &nemlidir (P<0,01).
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Starter kiiltiir ilave edilerek tiretilen hiyar tursularinda tiramin olusumu fermantasyonun
3. giiniinde baglamis ve meyvede 0,864 pg/mg, salamurada 0,733 pg/mL olarak
bulunmustur. Meyvede en vyiiksek tiramin miktarnt 0,867 ug/mg ile 4. gilinde
belirlenirken, 12. giinde 0,814 pg/mg olarak saptanmistir. Salamurada ise en yiiksek

tiramin miktar1 12. giinde 0,815 pg/mL olarak belirlenmistir (Cizelge 4.10).

Kontrol 6rneklerinde ise tiramin, fermantasyonun 1. giiniinden itibaren belirlenmeye
baslanmis olup, meyve ve salamurada, sirasiyla, 1,837 pug/mg ve 1,830 ug/mL olarak
saptanmistir. Bulunan en yiiksek tiramin miktart meyvede 2,235 pg/mg ile 8. giinde,
salamurada 2,139 pg/mL ile 22. giinde gdzlenmistir. Fermantasyonun sonu olan 30.
giinde ise meyvede 1,831 ug/mg ve salamurada 1,899 pg/mL tiramin olarak

bulunmustur (Cizelge 4.10).

TRA igin yapilan varyans analizleri sonunda giinler arasinda bir fark gozlenmezken,
kontrol ve starter kiiltiir ilave ederek hiyar tursusu {iretmek arasinda bir fark oldugu ve
bu farkin istatistik olarak onemli oldugu belirlenmistir (P<0,01). Kontrol 6rneklerinde
fermantasyonun 16, 22 ve 30. giinlerinde yapilan varyans analizleri sonunda TRA i¢in
meyve, salamura ve giinler arasindaki farkliliklarin istatistik olarak nemli olmadigi

sonucuna varilmistir (P>0,05).

Starter katilan Orneklerde TRA miktar ile tuz konsantrasyonu arasinda pozitif bir
korelasyon oldugu belirlenirken (P<0,05); TMAB, LAB ve maya sayilarmdaki ve
titrasyon asitligindeki artis ile pH degerindeki azalmanin istatistik olarak Onemli
olmadigi sonucuna varilmistir (P>0,05). Kontrol 6rneklerinde ise mikrobiyolojik ve
kimyasal degerlerdeki degisimlerin TRA olusumuna etki etmedigi saptanmistir

(P>0,05).

Aytag vd. (1997), fermente iiriinlerde ortamdaki tuz konsantrasyonun biyojen amin
olusumuna &nemli katkisi oldugunu, sivi besiyerinde yaptiklari bir c¢alisma ile
vurgulamiglardir. Calismalarinda Tripton Soya Histidin sivi besiyerinde Morganella

morganii ve Proteus vulgaris tarafindan histamin iiretimi igin gerekli optimum
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parametreleri arastirmiglardir. Buna gore, M. morganii’ nin histamin iiretimi igin
optimum pH 5,0’ te % 4 tuz konsantrasyonunda, P. vulgaris’ in ise pH 6’ da % 1 tuz

konsantrasyonunda maksimum diizeyde histamin olusturdugunu belirlemislerdir.

Yiicel vd. (2001), % 8 tuzlu lahana tursusunda 0,86 mg/kg tiramin belirlerken, % 8 tuz

ve % 1 sitrik asit ilave edilerek {iretilen lahana tursusunda tiramini saptayamamuislardir.

Garcia-Garcia et al. (2001), ticari olarak satisa sunulan hiyar tursusu Orneklerindeki

tiramin miktarim 0,7 mg/kg olarak tespit etmislerdir.

Akbas (2006), ticari hiyar tursusu Orneklerinin meyvelerinde 0,50-2,73 mg/kg,
salamuralarinda 1,19-3,69 mg/L. tiramin belirlerken, ev yapimi1 Srneklerde ise tiramin

miktarint meyvede 0,91-1,04 mg/kg ve salamurada 1,51-2,12 mg/L olarak bulmustur.

Denemede, fermantasyon sonunda starterli drneklerden elde edilen tiramin miktarlar
meyvede 0,814ug/mg, salamurada 0,815 pg/mL’ dir. Kontrol 6rneklerinde ise meyvede
1,831 pg/mg, salamurada 1,899 pg/mL tiramin saptanmistir. Elde edilen sonuglarin
Yiicel vd. (2001), Garcia-Garcia et al. (2001) ve Akbas (2006)’ in belirledikleri

degerlerle benzer oldugu anlasilmistir.

Bu ¢alismada belirlenen tiramin miktarlari, 100-800 mg/kg tiramin (Maijala and Eorola

1993) olan toksik limitin altinda bulunmustur.

4.4.1.7 Spermidin miktar

Starter kiiltiir ilave edilen ve dogal fermantasyon ile firetilen kontrol drneklerinde,

fermantasyon siiresince belirlenen spermidin miktarlari ¢izelge 4.11° de verilmistir.

55



Cizelge 4.11 Kontrol ve starter kiltiir katilarak iiretilen hiyar tursularindaki spermidin

miktarlar
SPERMIDIN
Giin Starter Kontrol Giin
Meyve Salamura Meyve Salamura
(ug/mg) (ug/mL) (ng/mg) (ng/mL)
0. ND ND ND ND 0.
1. ND ND 0,666 0,640 1.
2. ND ND 0,710 0,682 2.
3. 0,681 0,644 0,694 0,682 3.
4. 0,676 0,693 0,701 0,691 4.
6. 0,663 0,649 0,696 0,678 6.
8. 0,675 0,675 0,700 0,713 8.
10. | 0,684 0,676 0,698 0,746 11.
12. | 0,686 0,715 0,706 0,760 16.
0,684 0,739 22,
0,676 0,787 30.
(n=0)

ND: Belirlenemedi

Starter kullanilarak tiretilen tursu 6rneklerinde spermidin, fermantasyonun 3. giiniinde
olusmaya basladigi ve meyvede 0,681 ug/mg ve salamurada 0,644 pg/mL oldugu
belirlenmistir. En yiiksek spermidin miktarlar ise fermantasyonun son giinii olan 12.
giinde meyve ve salamurada, sirasiyla, 0,686 pg/mg ve 0,715 pg/mL olarak tespit
edilmistir (Cizelge 4.11).

Dogal fermantasyonla iretilen kontrol Orneklerinde ise spermidin olusumu
fermantasyonun 1. giiniinden itibaren gdzlenmistir. Meyvede 1. giinde 0,666 pg/mg
spermidin belirlenirken, en yiliksek miktar olan 0,710 pg/mg fermantasyonun 2.
giiniinde bulunmustur. 30. giinde ise 0,676 pg/mg spermidin saptanmistir. Salamurada
ise fermantasyonun 1. giiniinde 0,640 pg/mL olan spermidin miktarinin arttigi ve 30.

giinde 0,787 pg/mL ile en yiiksek degere sahip oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.11).

SPD i¢in yapilan varyans analizleri sonucunda, meyve ve salamura, gruplar veya giinler
arasinda istatistik olarak bir fark goriillemezken, kontrol olarak firetilen hiyar

tursularinda fermantasyonun 16, 22 ve 30. giinlerinde yapilan varyans analizleri
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sonunda SPD i¢in meyve, salamura ve giinler arasindaki farkliliklar da istatistik olarak

onemsiz bulunmustur (P>0,05).

Kontrol 6rneklerindeki ve starter ilave edilen orneklerdeki SPD miktarlar ile TMAB,
LAB, maya, titrasyon asitligi, pH degerleri ve tuz konsantrasyonu arasindaki

degisimlerin istatistik olarak dnemli olmadig1 belirlenmistir (P>0,05).

Yiicel vd. (2001), % 8 tuz ve % 8 tuz ile % 1 sitrik asit ilave edilerek iiretilen lahana

tursularindaki spermidin miktarlarini sirasiyla 0,80 ve 1,01 mg/kg olarak bulmuslardir.

Garcia-Garcia et al. (2001), piyasadan topladiklari hiyar tursusu rneklerinde spermidin

varligina rastlamamislardir.

Akbas (2006), 4 adet ticari hiyar tursusu Orneginin meyvesinde 0-1,68 mg/kg ve
salamurasinda 0-1,66 mg/L spermidin belirlemistir. Ev yapimi tursu 6rneklerinde ise

meyvede 0,97-0,92 mg/kg ve salamurada 1,44-2,88 mg/L spermidin saptamistir.

Arastirmada, starter ve kontrol Srneklerinin meyve ve salamuralarinda fermantasyon
sonunda belirlenen spermidin miktarlar1 ¢ok diisiik diizeylerdedir. Starterli 6rneklerde
meyvede 0,686 pg/mg, salamurada 0,715 pg/mL spermidin; kontrol 6rneklerinde ise
meyvede 0,676 ug/mg, salamurada da 0,787 pg/mL spermidin tespit edilmistir. Elde
edilen degerler, Yiicel vd. (2001)’ nin lahana tursularindan saptadigi ve Akbas (2006)’
1 ticari 6rneklerde belirledigi miktarlarla benzerlik gosterirken, bu degerlerin ev yapimi

orneklerden daha diistik miktarlarda oldugu anlasilmaktadir.

Literatiir verilerine gore tursu Orneklerinde spermidin miktar1 ile ilgili herhangi bir

toksik limit bulunmamaktadir.
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4.4.1.8 Spermin miktari

Starter kiiltiir ilave edilen ve dogal fermantasyon ile {iiretilen kontrol &rneklerinde,

fermantasyon siiresince belirlenen spermin miktarlar ¢izelge 4.12° de verilmistir.

Cizelge 4.12 Kontrol ve starter kiiltlir katilarak tiretilen hiyar tursularindaki spermin

miktarlart
SPERMIN
Giin Starter " Kontrol " Giin
Meyve Salamura Meyve Salamura
(ug/mg) (ng/mL) (ng/mg) (ug/mL)
0. ND ND ND ND 0.
1. ND ND 5,713 5,590 1.
2. ND ND 5,840 5,833 2.
3. 0,515 0,482 5,857 5,747 3.
4. 0,529 0,586 5,807 5,884 4.
6. 0,522 0,589 5,763 5,926 6.
8. 0,542 0,614 5,797 6,396 8.
10. | 0,598 0,666 6,347 6,688 11.
12. 10,591 0,764 5,873 6,402 16.
5,730 6,473 22.
5,790 6,536 30.
(n=6)

ND: Belirlenemedi
D Starter ve kontrol 8rnekleri arasindaki farkhiliklar istatistiksel olarak dnemlidir (P<0,01).

Starter katkili tursu 6rneklerinde spermin olusumu fermantasyonun 3. giiniinde baslamis

olup, meyve ve salamurada, sirasiyla, 0,515 pg/mg ve 0,482 pg/mL olarak
belirlenmistir. Meyvede belirlenen en yiiksek triptamin miktar1 0,598 pg/mg ile 10.
giinde gozlenirken, 12. giinde 0,591 pg/mg spermin olarak bulunmustur. Salamura
orneklerinde ise en yiiksek spermin miktarinin 12. giinde 0,764 pg/mL oldugu

saptanmistir (Cizelge 4.12).

Kontrol 6rneklerinde, starterli drneklere oranla fermantasyonun 1. giiniinde baslayan
spermin olusumu; meyvede 5,713 upg/mg, salamurada ise 5,590 pg/mL olarak
belirlenmistir. Kontrol &rneklerinin meyve ve salamuralarinda en yiiksek spermin

miktarlar1 11. giinde, sirasiyla, 6,347 pg/mg ve 6,688 ug/mL olarak bulunmustur.
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Fermantasyonun 30. giiniinde belirlenen spermin miktarlari ise, yine sirasiyla, 5,790

pg/mg ve 6,536 ug/mL’ dir (Cizelge 4.12).

SPM ic¢in yapilan varyans analizleri sonunda giinler arasinda bir fark goézlenmezken,
kontrol ve starter kiiltiir ilave ederek hiyar tursusu iiretmek arasindaki farkin istatistik
olarak dnemli oldugu belirlenmistir (P<0,01). Kontrol 6rneklerinde fermantasyonun 16,
22 ve 30. giinlerinde yapilan varyans analizleri sonucunda ise SPM icin meyve,
salamura ve giinler arasindaki farkliliklarin istatistik olarak ©6nemli olmadig

saptanmigtir (P>0,05).

Starter ilave edilerek firetilen tursulardaki SPM miktarlarnn ile kimyasal ve
mikrobiyolojik bulgular arasinda istatistiksel olarak bir iliski olmadigi anlasilmistir
(P>0,05). Ancak kontrol orneklerindeki SPM biyojen aminlerinin olusumuyla maya

sayis1 arasinda pozitif bir korelasyon oldugu belirlenmistir (P<0,05).

Yiicel vd. (2001), % 8 tuzlu lahana tursusunda spermin miktarini 5,05 mg/kg, % 8 tuz
ve % 1 sitrik asit ilave edilerek tiretilen lahana tursusundaki spermin miktarini ise 4,55

mg/kg olarak bulmuglardir.

Garcia-Garcia er al. (2001) piyasadan toplanan hiyar tursularinin biyojen amin
iceriklerini arastirdiklar1 calismada ortalama spermin miktarimt 2,90 mg/kg olarak

belirlemislerdir.

Akbasg (2006), ticari hiyar tursusu 6rneklerinde meyvede 0-0,74 mg/kg, salamurada O-
1,50 mg/L spermin belirlemis; ev yapimi tursu orneklerinde ise meyvede 0,53-0,56

mg/kg, salamurada 0,46-0,69 mg/L spermin saptamistir.

Aragtirmada starter ilave edilerek {iretilen hiyar tursusu fermantasyonu sonunda elde
edilen spermin miktarlari, meyve ve salamurada, sirasiyla, 0,591 pg/mg ve 0,764 ng/mL

olarak tespit edilmistir. Kontrol oOrneklerinde ise, yine fermantasyonun sonunda,
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meyvede 5,790 pg/mg, salamurada 6,536 pg/mL spermin bulunmustur. Starter katkili
hiyar tursularindan elde edilen sonuglarin, Akbas (2006)’ in degerleri ile benzerlik
gosterdigi, Garcia-Garcia ef al. (2001)’ un belirledigi 2,90 mg/kg degerinden ise diisiik
oldugu anlagilmistir. Kontrol 6rneklerinde ise belirlenen spermin miktarlarinin, yapilan
bu calismalarda elde edilen sonuglardan yiiksek oldugu, ancak Yiicel vd. (2001)’ nin

lahana tursusunda belirledigi spermin miktarlari ile benzer oldugu gézlenmistir.

Yapilan pek cok calismada, tursu 6rneklerinde spermin miktari i¢in saptanan herhangi

bir toksik limit diizeyi bulunmamaktadir.

4.4.1.9 Toplam biyojen amin miktari

Starter katkili hiyar tursularinda fermantasyonun 3. giiniinden itibaren biyojen aminler
tespit edilirken, kontrol orneklerinde fermantasyonun 1. giiniinde biyojen aminlerin
olustugu gozlenmistir (Cizelge 4.13). Ozellikle 8,98 log kob/mL diizeyinde L.
plantarum 11B starter kiiltiirli (3 tekerriiriin ortalamasi, ¢izelge 4.1) ilave edilerek
iretilen orneklerde, kontrol &rneklerine oranla biyojen amin miktarlarinin daha diisiik
oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde Spicka er al. (2002) tarafindan hiicresel
elektrokinetik kapiler kromatografi yontemi kullanilarak yapilan bir calismada hem
dogal yolla hem de L. plantarum (5.10° kob/g diizeyinde) kullanilarak {iretilen
sauerkrautlarda biyojen amin olusumu izlenmistir. Calismada alinan sonuglara gore
starter katkisinin putresin, tiramin ve kadaverinin iiretim miktarim Onemli Olgiide
azalttigi belirlenmistir. Diger yandan, starter kiiltlir katilan Orneklerde spermidin
iceriginin 10 ile 30 mg/kg arasinda degistigi, ancak spermidin miktarinda herhangi bir

azalmaya neden olmadigi; buna karsin triptamin, spermin ve histamin miktarlarinin

azaldig1 ve hatta teshis limitlerinin altina indigi saptanmistir.

Cizelge 4.13, sekil 4.8 ve sekil 4.9° da starter ve kontrol drneklerinde fermantasyon

siiresince belirlenen toplam biyojen amin miktarlarindaki degisimler goriilmektedir.
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Cizelge 4.13 Kontrol ve starter kiiltlir katilarak {iretilen hiyar tursularindaki toplam

biyojen amin miktarlar

TOPLAM BIYOJEN AMIN
Giin Starter "’ Kontrol Giin
Meyve Salamura Meyve Salamura
(ug/mg) (ng/mL) (ng/mg) (ug/mL)
0. ND ND ND ND 0.
1. ND ND 26,018 28,385 1.
2. ND ND 32,784 37,857 2.
3. 7,180 b 9,049 b 38,391 ¢ 39,138 d 3.
4. 7,736 b 12,895 a 35,784 d 43,234 ¢ 4.
6. 8,804 ab 13,647 a 38,435 ¢ 45,160 c 6.
8. 10,174 a 12,826 a 43,134 b 56,710 b 8.
10. 10,367 a 12,289 a 54,713 a 68,773 a 11.
12. 11,189 21,791 54,750y 59,695 x 16.
58,151y 44911 z 22,
70,354 x 50,111y 30.
(n=6)

ND: Belirlenemedi

Y Ayni siitunda farklt harflerle gosterilen rakamlar arasindaki fark, istatistiksel olarak onemlidir

(P<0,01).

25

20

Glin

—e— Meyve —8— Salamura

Sekil 4.8 Starter ilave edilen 6rneklerin toplam biyojen amin degerleri
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Giin

—e— meyve —B— salamura

Sekil 4.9 Dogal fermantasyonla iiretilen kontrol &rneklerinin toplam biyojen amin
degerleri

Toplam biyojen amin miktarlar1 bakimindan yapilan varyans analizleri sonunda Meyve
ve Salamura X Grup (starter katkili ve kontrol) X Giin interaksiyonu istatistik olarak
onemli bulunmustur (P<0,01). Ayrica kontrol &rneklerinde fermantasyonun 16, 22 ve
30. giinlerinde yapilan varyans analizleri sonunda toplam biyojen amin miktarlar1 igin
ortamlar ve giinler arasindaki farkliliklarin istatistik olarak &nemli oldugu belirlenmistir

(P<0,01).

Starter ilave edilerek tiretilen hiyar tursusu 6rneklerinde fermantasyon siiresince olusan
toplam biyojen amin miktarlar1 ile TMAB sayis1 ve pH degerleri arasindaki iliski % 5
diizeyinde 6nemli bulunurken; kontrol drneklerinde TMAB, LAB, maya sayilar1 ile pH

ve titrasyon asitligi degerleri arasindaki iliski % 1 diizeyinde 6nemli bulunmustur.

Kontrol ve starter katkili tursu o6rnekleri i¢in belirlenen toplam biyojen amin
miktarlarmin, toksik limit olan 100-200 mg/kg toplam biyojen amin (Nout 1994)

degerlerinden diisiik oldugu belirlenmistir.
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5. SONUC

1 Lactobacillus plantarum starter kiiltiirti kullanilarak gerceklestirilen hiyar tursusu
fermantasyonu 12. giinde; dogal fermantasyon yoluyla gerceklestirilen hiyar tursusu
fermantasyonu ise 30. giinde sonlandirilmistir. Fermantasyon sonunda starter katkih
orneklerde pH 3,43, titrasyon asitligi % 0,88 ve tuz konsantrasyonu % 4,15 olarak
belirlenirken; starter ilave edilmeden iiretilen kontrol orneklerinde ise pH 3,45,
titrasyon asitligi % 0,98 ve tuz konsantrasyonu % 4,20 olarak saptanmistir. Yapilan
varyans analizleri sonucuna gore iki grup arasinda pH, titrasyon asitligi ve tuz
degerleri bakimindan giinlere gore farkliligin istatistiki olarak ©nemli oldugu
bulunmustur (P<0,01). TSE’ de belirlenen tuz ve titrasyon asitligi degerleri,
artastirmada elde edilen degerlerle karsilastirildiginda her iki grupta elde edilen tuz
miktarlart TSE’ ye uygun bulunurken; titrasyon asitligi degerlerinin starterli
orneklerde TSE’ de istenilen degerlerin altinda, kontrol 6rneklerinde ise daha yakin

degerlerde oldugu anlagilmastir.

2 Laktik asit bakteri (LAB) sayisi bakimindan varyans analizi teknigine iligkin
hesaplamalar sonunda Grup (starter katkili ve kontrol) X Giin interaksiyonu
istatistik olarak onemli bulunmustur (P<0,05). Gruplar arasindaki farkin giinlere
gbre degistigi, hatta 4. giine kadar 6nemli bir fark gozlenirken, 4. giinden itibaren
fark goriilmedigi tespit edilmistir. Kontrol 6rneklerinde fermantasyonun 16, 22 ve
30. giinleri karsilastirilmis (Cizelge 4.3) ve LAB sayis1 bakimindan yapilan varyans

analizi sonunda giin ortalamalari arasindaki farkliliklarin istatistik olarak &nemli

oldugu sonucuna varilmistir (P<0,03).

3 Kontrol ve starter ilave edilerek {iiretilen tursularin toplam mezofilik aerobik bakteri
(TMAB) degerleri ortalamalar1 arasindaki farklarm hem gruplara, hem de giinlere

gore degistigi ve bu farklari istatistik olarak 6nemli oldugu belirlenmistir (P<0,01).

4 Maya sayist bakimindan kontrol Ornekleri ile starter ilave edilen oOrneklerin

ortalamalar1 arasinda bir fark gozlenmezken, giinler arasinda izlenen degisimin
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istatistik olarak 6nemli oldugu saptanmistir (P<0,01). Kiif, enterobakteri ve koliform
sayim sonuglar1 yapilan 3 tekerriiriin tiimiinde 1 log kob/mL’ den diisiik

bulunmustur.

Starter katilan orneklerde 3. giinden itibaren biyojen amin olusumu baslamis ve
meyvede 2,273 pg/mg FEA’ nin, salamurada 2,941 pg/mL PUT’ nin diger biyojen
aminlere oranla daha yliksek miktarda olustugu gézlenmistir (Cizelge 4.6, Cizelge
4.7). Kontrol 6rneklerinde 1. giinden baslayarak biyojen amin olusumu gozlenmis
ve meyvede 10,676 pg/mg, salamurada ise 12,887 pg/mL FEA’ nin diger biyojen

aminlere gore yiiksek miktarda olustugu belirlenmistir (Cizelge 4.6).

Fermantasyon siiresince pH’ nin azalmasi; starter katkili 6rneklerde TRP ve FEA
miktarlarin1 % 5, kontrol 6rneklerinde ise TRP, FEA ve PUT miktarlarint % 1
diizeyinde etkilemistir. Titrasyon asitligi degerlerinin fermantasyon siiresince
artmasi, sadece kontrol Orneklerinde TRP ve FEA olusumunu etkilemis ve bu
etkinin % 1 diizeyinde 6nemli oldugu belirlenmistir. Tuz konsantrasyonu sadece
starter katkili 6rneklerde TRA olusumunu etkilemis ve bu etki % 5 diizeyinde

bulunmustur.

Denemede kullanilan Lactobacillus plantarum 11B’ nin biyojen amin olusturma
yetenegi incelenmis ve yapilan analiz sonucunda starter kiiltiiriin olusturdugu
toplam biyojen amin miktarmin 0,413 pg/mL oldugu belirlenmistir. Kontrol
orneklerinde laktik asit bakterilerinin, TRP ve HIS olusumunu % 5, FEA ve PUT
olusumunu ise % 1 diizeyinde etkiledigi, starter katkili 6rneklerde ise ilave edilen

starter kiiltiiriin etkisiyle biyojen amin olusumunu baskiladig1 gériilmiistiir.

TMAB sayisindaki artis, starterli Srneklerde PUT ve KAD olusumunu % 5
diizeyinde etkilerken; kontrol 6rneklerinde TRP ve HIS olusumunu % 5, FEA ve

PUT olusumunu ise % 1 diizeyinde etkilemistir.
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Fermantasyon siiresince maya sayisinda meydana gelen degisimlerin sadece kontrol
orneklerinde TRP, FEA ve PUT miktarlarmi % 1, SPM miktarini ise % 5 diizeyinde
etkiledigi belirlenmistir. Mayalarda dekarboksilaz enziminin bulunmamasina karsin
asitlige katkilar1 nedeniyle biyojen amin olusumunu dolayli olarak etkiledikleri

anlasilmisgtir.

TRP, FEA, PUT ve HIS i¢in yapilan varyans analizleri sonucunda Meyve ve
Salamura X Grup (starter katkili ve kontrol) X Giin interaksiyonu istatistiksel olarak
onemli bulunmus ve bu 6nemin % 1 diizeyinde oldugu belirlenmistir. KAD icin
gruplar arasinda bir farklilik gozlenmezken, giinlere gére olan degisimin % 5
diizeyinde; TRA ve SPM icin ise gruplar arasindaki farkin % 1 diizeyinde onemli
oldugu saptanmistir. SPD olusumuna meyve, salamura, grup, giin veya kimyasal ve

mikrobiyolojik bulgularin herhangi bir etkisinin olmadig1 belirlenmistir.

Kontrol o6rneklerinde 16, 22 ve 30. giinlerde yapilan varyans analizlerine gore;
Meyve ve Salamura X Giin interaksiyonu TRP’ de % 5, FEA, PUT ve HIS ise % 1
diizeyinde 6nemli bulunurken, KAD, TRA, SPD ve SPM i¢in meyve, salamura ve

giinlere gore olan degisimin 6nemli olmadig1 belirlenmistir.

Toplam biyojen amin miktarlar1 bakimindan yapilan varyans analizleri sonunda
Meyve ve Salamura X Grup (starter katkili ve kontrol) X Giin interaksiyonunun ve
kontrol orneklerinde fermantasyonun 16, 22 ve 30. giinlerinde yapilan varyans
analizlerine gére toplam biyojen amin miktarlar i¢in ortamlar ve giinler arasindaki

farkliliklarin istatistik olarak 6nemli oldugu belirlenmistir (P<0,01).

Starter ilave edilerek tiretilen hiyar tursusu Orneklerinde fermantasyon siiresince
olusan toplam biyojen amin miktarlar1 ile TMAB sayis1 ve pH degerleri arasindaki
iliski % 5 diizeyinde 6nemli bulunurken; kontrol &rneklerinde TMAB, LAB, maya
sayilart ile pH ve titrasyon asitligi degerleri arasindaki iligski % 1 diizeyinde 6nemli

bulunmustur.
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Bu arastirmadan elde edilen sonuglara gore starter katilan 6rneklerde en yiiksek
miktarda bulunan biyojen aminler, sirasiyla, PUT, FEA ve TRP; kontrol 6rneklerinde
ise, sirasiyla, FEA, PUT ve TRP’ dir. Diger yandan SPM ve HIS diizeylerinin, dogal
fermantasyonla iiretilen kontrol drneklerinde starter katilarak {iretilen hiyar tursularina
oranla daha yiiksek miktarlarda oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.9 ve Cizelge 4.12 ).
Toksik limitler (30 mg/kg FEA, 396 mg/kg PUT, 50-100 mg/kg HIS, 100-800 mg/kg
TRA ve 100-200 mg/kg toplam biyojen amin) agisindan kontrol ve starter katkili tursu
orneklerinin meyvelerinde ve salamuralarinda belirlenen; kontrol oOrneklerindeki
feniletilamin miktarlar1 harig, feniletilamin, putresin, histamin, tiramin ve toplam
biyojen amin miktarlarinin toksik limitlerin altinda oldugu anlasilmistir (Cizelge 4.6,
Cizelge 4.7, Cizelge 4.9, Cizelge 4.10 ve Cizelge 4.13). Buna gore tursu fermantasyonu
ile ilgili yapilacak calismalarda biyojen amin olarak ozellikle PUT, FEA ve TRP

diizeylerinin belirlenmesi Onerilebilir.

Bilindigi gibi biyojen amin olusumunda hammadde, hijyen, sicaklik, tiretim kosullar1 ve
starter kiiltiir secimi gibi pek cok faktor etkilidir. Literatiir verilerine gore L. plantarum
11B susu ile yapilan hiyar tursusu denemeleri dikkate alindiginda her ne kadar pH ve
titrasyon asitligi gibi kimyasal 6zellikler agisindan fermantasyona olumlu katkida
bulundugu (Ulu 2001) ve TSE’ de verilen degerlere uygun son iiriin eldesi sagladigi
ifade edilmekle beraber, bizim denememizde ayni susun bu arastirmalarda saptanan
degerlere ulasamadig1 goriilmektedir. Buna karsin arastirmamizda L. plantarum 11B
susunun biyojen amin {iretme yetenegi agisindan negatif 6zellik tasidigi ve biyojen amin
olusumunu baskiladigi saptanmis olup, hiyar tursusu {iretiminde starter kiiltiir olarak

kullanilmasimin yararh olacagi diisiiniilmektedir.
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